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Opinia i komentarze do projektu ustawy z 29 maja 2006 r.
,»Prawo o organizmach genetycznie zmodyfikowanych"'

Tomasz Twardowski

Polska Federacja Biotechnologii, Instytut
Biochemii Technicznej, Politechnika £6dz-
ka, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 t6dz
e-mail: twardows@ ibch.poznan.pl

Gospodarka i jej rozw6j musza
opiera¢ sie na solidnych podstawach:
1) naukowych, 2) prawnych i 3) spo-
tecznych. Fakty naukowe sg repro-
duktywne i nie moga by¢ ustalane
poprzez gtosowanie. Normy prawne
winny opiera¢ sie na danych obiek-
tywnych, jednakze sg efektem kom-
promiséw, czesto wynikajagcych z
przestanek politycznych. Opinie spo-
teczne [a w konsekwencji gtosy wy-
borcow] sg w istotnym stopniu efek-
tem emocji i réznorodnych dziatan,
czesto [wewnetrznie] sprzecznych.

W przedstawionym projekcie usta-
wy z 29 maja 2006 r. ,,Prawo o orga-
nizmach genetycznie zmodyfikowa-
nych"™ jednoznaczny jest negatywny
stosunek ustawodawcy do nowoczes-
nej biotechnologii. Podstawowe kon-
kluzje tego dokumentu zostaty bar-
dzo jasno i klarownie sformutowane i
mozna je stresci¢ nastepujaco:

1. Zamkniete uzycie GMO jest ak-
ceptowane, jednakze zwigzane jest z
wieloma restrykcjami.

2. Uwolnienie doSwiadczalne GMO
do $rodowiska jest niedopuszczalne.

3. Produkty GM inne niz zywnos$¢
nie bedg dostepne na polskim rynku.

4. GM zywnos$¢ moze by¢ tylko
sprowadzana [importowana i wias-
ciwie oznakowana], ale nie produko-
wana czy przetwarzana w naszym
kraju.

5. GM pasze nie sg akceptowane.

6. Uprawa GM ro$lin nie jest do-
puszczalna.

Nalezy jednoznacznie stwierdzic,
ze dokument ten ma bardzo duze
znaczenie dla rozwoju biotechnologii,
a przez to catej polskiej bioekonomii.
Przede wszystkim w kontek$cie roz-
woju przemystu biotechnologiczne-
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go oraz potencjalnego inwestowania
$rodk6w przez zewnetrznych inwe-
storow. Termin bioekonomia ozna-
cza oparcie rozwoju gospodarki na
surowcach odnawialnych i wykorzy-
staniu metod biologicznych. Polska
dysponuje catym kompleksowym
zapleczem dla rozwoju bioekonomii.
Normy prawne mogg ten rozwdj sty-
mulowac lub zahamowac.

Aspekty oceny projektu muszg
uwzglednia¢ nastepujace elementy:

—formalne [prawne],
—ekonomiczne:

finanse panstwa,

rozwdj gospodarki,

rynek pracy,
—efekty braku tej normy prawnej.

W ocenie musimy zauwazy¢ za-
rowno POZYTYWNE, jak i NEGA-
TYWNE efekty proponowanej nowej
ustawy. Jako POZYTYWNE nalezy
z pewnos$cig zauwazy¢: aktualizacje
normy prawnej i jednoznaczne sfor-
mutowanie stanowiska Rzgdu. Nato-
miast jako NEGATYWNE:

— brak zgodnosci z normami
prawnymi UE (dyrektywy) oraz kon-
wencjami miedzynarodowymi (np.
TRIPS, CBD i BP) i zasadami cztonko-
stwa w organizacjach miedzynarodo-
wych (np. WTO),

— brak réwno$ci podmiotow —
proponowany projekt ustawy zdecy-
dowanie dyskryminuje potencjalnych
uzytkownikéw i producentow GMO,

— wstrzymanie rozwoju waznych
dziedzin gospodarki narodowej, jak
np. produkcja biomateriatow czy tez
bioenergetyki,

— straty gospodarki: aktualne,
zwigzane przyktadowo z emigracjg
kadry biotechnologéw oraz koniecz-
noscig importu wielu produktow uzy-
skiwanych z zastosowaniem technik
inzynierii genetycznej (jak np. pasze,
hormony, zestawy diagnostyczne),
ktore z powodzeniem mogtyby byé

KOMENTARZE

produkowane w kraju, z wykorzysta-
niem rodzimego potencjatu kadrowe-
go i gospodarczego; w przysztosci,
powstajaca obecnie luka technologicz-
na bedzie owocowaé w perspektywie
jednej generacji; emigracja kadry czy
tez brak rozwijania wtasnych techno-
logii bedg mie¢ fatalne skutki dla na-
szej gospodarki.

W kwietniu 2006 r. przyjeto noweli-
zacje ,,ustawy o nasiennictwie", ktéra
zakazuje w Polsce handlu materiatem
siewnym genetycznie zmodyfikowa-
nym. Takie uregulowania prawne sg
sprzeczne z wieloma miedzynarodo-
wymi aktami prawnymi, jak przykta-
dowo: dyrektywy UE, konwencje np.
TRIPS i WTO, cztonkostwa w orga-
nizacjach miedzynarodowych, np. w
OECD.

W przedtozonym projekcie szereg
proponowanych rozwigzan i stwier-
dzen nalezy uzna¢ za btedne lub po-
zbawione podstaw. Wprowadzanie
takich zatozen do uregulowan praw-
nych bedzie skutkowaé¢ istotnymi
stratami gospodarczymi.

PRZYKLADOWO:

Nieprawdg jest, ze nowa norma
prawna spowoduje utworzenie no-
wych miejsc pracy. Odwrotnie: bio-
technolodzy, ktérzy nie moga rea-
lizowa¢ swej pracy zawodowej we
wiasnym kraju bedg emigrowaé, a
w konsekwencji restrykcyjnej normy
prawnej firmy nie bedg inwestowaé w
przemyst biotechnologiczny.

Podane ,nowe" miejsca prawne
dotyczg administracji i nadzoru, a nie
rozwoju gospodarki narodowej. Po-
dane dane dotyczace szacunku licz-
by analiz i ich kosztow, jak rowniez
liczby oséb, ktore beda zaangazowa-
ne przy kontroli, sa zdecydowanie
zanizone. Z catym naciskiem nalezy
podkresli¢, ze sa to nowe miejsca pra-
cy nieprodukcyjne, a administracyjne
i kontrolne.
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Rolnictwo to jest nie tylko pro-
dukcja artykutow spozywczych oraz
pasz. Polskie rolnictwo winno stawaé
sie bazg surowcowag dla bioenergety-
ki (etanol, oleje, biomasa do spalania)
oraz biomateriatéw (biodegradowal-
ne plastiki, wtékna naturalne).

Polska norma prawna nie moze
by¢ sprzeczna z uregulowaniami UE.
Zakaz obrotu nasionami GM na tere-
nie Polski (art. 57 nowej ustawy ,,0
nasiennictwie") stanowi naruszenie
tej zasady. Zakaz uprawy komercyj-
nej roslin GM w Polsce jest réwniez
naruszeniem prawa UE (art. 166).

Rolnictwo nie jest ograniczone
do produkcji roslinnej (jak sugeruje
analizowany dokument). Produkcja
zwierzeca ma zasadnicze znaczenie
nie tylko dla celow konsumpcyj-
nych, ale takze przemystowych, w
tym produkcji lekéw, paralekow,
zywnosci funkcjonalnej czy tez or-
ganow zastepczych (np. ksenotrans-
plantacje).

Prawo nie moze preferowaé lub
dyskryminowa¢ okreslonych grup
obywateli. Zgodnie z przedtozonym
projektem aktu prawnego producenci
GMO sg jednoznacznie dyskrymino-
wani poprzez nadmierng administra-
cje, biurokracje oraz obcigzenia finan-
sowe (poprzez optaty bezposrednie
czy tez gwarancje zabezpieczenia
finansowego) (dziat V, rozdz. II; art.
105,130 i sasiednie).

Proponowana norma prawna
praktycznie uniemozliwia prowa-
dzenie prac dosSwiadczalnych w
otwartym S$rodowisku. Tak zatem,
proponowane prawo uniemozliwia
udzielenie odpowiedzi na pytanie
stawiane przez politykéw jak i spo-
teczenstwo: jaki bedzie efekt danego
GMO w naszych, polskich, warun-
kach $rodowiskowych, bowiem jak
wykona¢ eksperymenty, skoro sg
one niemozliwe do realizacji? (dziat
V).

WIADOMOSCI

Polska Federacja Biotechnologii
—PFB (prezes —prof. Tomasz Twar-
dowski) odniosta sie krytycznie do
projektu nowej ustawy ,,Prawo o or-
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Przedtozony projekt nie zawiera
zadnej propozycji rozporzgdzen wy-
konawczych.

Konieczne jest jednoznaczne okre-
Slenie krajowego koordynatora za-
gadnien dotyczacych GMO.

Polskie normy prawne obecnie
obowigzujgce sg zgodne z ustawo-
dawstwem Unii Europejskiej. W od-
niesieniu do modyfikacji genetycz-
nych genomu cztowieka oraz w spra-
wach dotyczacych zywnos$ci i $rod-
kéw farmaceutycznych obowigzujg w
naszym kraju (jak i w innych krajach
UE) osobne regulacje prawne.

Przyszty rozwdj polskiej biotech-
nologii jest w zasadniczym stopniu
uwarunkowany przez normy praw-
ne i opinie publiczng [a zatem przez
wyborcow]; postep naukowy i tech-
niczny —niestety —wydaje sie mniej
istotny w opinii Autoréw tej ustawy.

W zgodnej opinii Srodowiska bio-
technologéw koncepcje rozwoju moz-
na sformutowaé w formie nastepuja-
cych wnioskow:

Postep biotechnologii stwarza
szanse rozwoju ekonomicznego.

Nalezy zwroci¢ uwage na to, ze
w przypadku biotechnologii nawet
najbardziej zaawansowane badania
naukowe sg ,przekiadane" na zwy-
kte produkty, jak np. farmaceutyki,
$rodki piorace czy tez artykuly zyw-
nosciowe.

Wspdiczesna biotechnologia w zy-
ciu codziennym wzbudza ambiwa-
lentne odczucia w spoteczenstwie.

W rzeczywistosci istnieja zahamo-
wania dotyczgce rozwoju przemystu
biotechnologicznego spowodowane
przez moratorium wzgledem zywno-
sci zmodyfikowanej genetycznie (GM
foods), stworzone w panstwach Unii
Europejskiej czy, tez dokumenty rza-

ganizmach modyfikowanych gene-
tycznie™ przedstawionej 30 maja 2006
r. do konsultacji $rodowisku nauko-
wemu (w terminie 3 tygodni) przez

dowe, jak ,Ramowe stanowisko Rzg-
du Polskiego".

W Polsce przemyst biotechnolo-
giczny jest bardzo ograniczony, a
zatem nie sa tworzone miejsca pracy;
natomiast istnieje duzy rynek konsu-
mentéw, liczacy ok. 38 min. ludzi.

Uwarunkowania zrébwnowazo-
nego rozwoju biotechnologii mozna
sformutowaé jako pomoc panstwa w
zakresie:

Wspomagania innowacyjnosci (ko-
operacja na linii nauka - bussines - prze-
myst).

Pomocy dla przedsiebiorczosci
(tworzenie matych firm).

Dostepnosci srodkéw finansowych
(mechanizmy finansowania typu Initial
Public Offering - IPO, Venture Capital
- VC, kredyty panstwa wspierajgce po-
wstawanie firm).

Prawa (stabilno$¢ norm prawa i mie-
dzynarodowa harmonizacja).

Elastycznosci rozwiazan rzado-
wych i prawnych (analiza zagrozen w
przeciwstawieniu do zysku spotecznego).

Otwartego handlu i swobody kon-
kurencji (bariery, protekcjonizm, cla).

Aspektéw spotecznych (odbiér spo-
teczny, akceptacja innowacyjnych pro-
duktow).

KONKLUDUJAC:

W procesie formowania prawa
wazna jest zaréwno ,litera prawa" jak
i ,duch prawa". Z gtebokim przeko-
naniem i ubolewaniem nalezy stwier-
dzi¢, ze omawiany projekt ustawy
nie spetnia zasad dobrej techniki le-
gislacyjnej. Jednoczesnie ,,duch" tego
projektu jest wyraznie sprzeczny z
rozwojem innowacyjnej nauki i tech-
nologii oraz rozwojem gospodarczym
kraju.

KRAJOWE

Ministerstwo Srodowiska. Ostre pro-
testy przeciw zamierzonym utrudnie-
niom wobec badan nad iz GMO, eska-
lacji biurokratycznych i kontrolnych
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dziatan wobec jednostek naukowych
i badawczych pracujgcych nad GMO,
przedstawity Rady Wydziatéw: Bio-
logii Uniwersytetu Warszawskiego
(19 czerwca 2006 r.) oraz Biologii, Bio-
fizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego (5 lipca 2006 r.).

W listach skierowanych do Mini-
sterstwa Srodowiska przez wspo-
mniane wyzej Rady Wydziatow
umieszczony jest protest przeciw
uzaleznieniu badan naukowych od
decyzji urzednikéw MS$ i obawa, ze
bariery biurokratyczne ostabig poten-
cjat naukowy kraju, a przede wszyst-
kim dobrze pojeta wolnos¢ nauki.
Projekt wprowadza zamiar upublicz-
niania w Internecie kazdego GMO,
nad ktérym pracujg naukowcy; grozi
to utratg innowacyjnego charakteru
badan, pozwoli na swobodny dostep
do zdobyczy intelektualnych kon-
kurencyjnym grupom badawczym i
przekresli mozliwos$¢ ubiegania sie o
przyznanie patentow. Projekt ustawy
nie dgzy do szerzenia wiedzy w spo-
teczenstwie o GMO i mozliwosciach
ich wykorzystania ani nie zmierza
do zmniejszenia obaw i niecheci oby-
wateli nieSwiadomych znaczenia ho-
dowlanych i uprawnych GMO.

Szczego6towe informacje na temat
stanowiska prezesa Polskiej Fede-
racji Biotechnologii prof. Tomasza
Twardowskiego zamieszczono na
stronach 223-224.

Polska Agencja Rozwoju Przedsieg-
biorczosci (PARP) wspiera mtodych,
przedsiebiorczych ludzi w ich dazeniu
do rozpoczecia pracy na wasny rachu-
nek, zwtaszcza w dziedzinach zwigza-
nych z wykorzystaniem nowych tech-
nologii i innowacyjnych wyroboéw.
PARP dziata takze na rzecz komercja-
lizacji wynikéw badan prowadzonych
przez jednostki badawczo-rozwojowe
i polskie uczelnie oraz powstawania
przy nich firm odpryskowych tzw.
spin-off (ustawa z lipca 2005 r.). Rok
2005 byt rokiem intensyfikacji dziatan
w zakresie wspierania rozwoju przed-
siebiorczosci  akademickiej. PARP
nawigzata wspoétprace z Konferencjg
Rektoré6w Akademickich Szkét Pol-
skich (KRASP) w zakresie wspierania
dziatan majgcych na celu pobudzenie,
a nastepnie rozwo6j przedsiebiorczosci
w $rodowisku akademickim. PARP
zaangazowata sie w prace Instytutu
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Spoteczenstwa i Wiedzy oraz Fundacji
Rektorow Polskich nad opracowaniem
Kodeksu Partnerstwa Nauki i Gospodarki,
etap |: Regulacje prawne, dobre wzorce,
praktyki dotyczace korzystania przez pod-
mioty gospodarcze z wynikéw prac badaw-
czych i innych osiggniec¢ intelektualnych
instytucji akademickich i naukowych oraz
SciSle wspotpracuje z Ministerstwem
Gospodarki przy programowaniu sy-
stemowych rozwigzan oraz realizacji
programéw pilotazowych majgcych
pobudzi¢ rozwdj przedsiebiorczosci
akademickiej.

PARP zlecita przeprowadzenie
analizy stanu rozwoju przedsiebior-
czosci akademickiej w Polsce, pod
katem transferu technologii z uczel-
ni do przemystu i tworzenia tzw.
spin-off6w i na jej na zlecenie grupa
polskich ekspertow opracowata prze-
wodnik po doswiadczeniach mie-
dzynarodowych w zakresie wspiera-
nia innowacyjnej przedsiebiorczosci
akademickiej. PARP patronuje inicja-
tywom stuzgcym kreowaniu postaw
przedsiebiorczych ws$rod studentow
i pracownikéw nauki. Jesienig 2005 r.
PARP uruchomita portal poswiecony
zagadnieniom innowacyjnosci i trans-
ferowi technologii (Www.pi.gov.pl).
Znalazt sie w nim takze dziatl poSwie-
cony przedsiebiorczosci akademi-
ckiej: Aktualizowana baza inicjatyw
wspierajagcych rozwo6j przedsiebior-
czoséci akademickiej, zawierajgca in-
formacje o dziataniach podejmowa-
nych przez wybrane uczelnie i orga-
nizacje studenckie dostepne sg m.in.
dane nt. programow stazy i praktyk,

torom inicjatyw stuzgcych rozwojowi
przedsiebiorczosci wsrod studentéw i
pracownikéw nauki) dostep do opra-
cowan, zwigzanych z zagadnieniem
przedsiebiorczo$ci akademickiej. Por-
tal Akademia PARP — www.aka-
demia, parp.gov.pl — zawiera oferte
szkolen z zakresu przedsiebiorczosci.

Program FOCUS subsydia dla mto-
dychuczonych natworzenie zespotow
naukowych. FNP zaprasza mitodych
(nie przekroczone 37 lat) badaczy ze
stopniem doktora uzyskanym nie
dawniej niz 6 lat przed rokiem skia-
dania wniosku, o znaczagcym dorobku
naukowym w zakresie modelowania
matematycznego proceséw biologicz-
nych, do zgtaszania wnioskéw do
programu FOCUS. Konkurs kierowa-
ny jest do oso6b prowadzacych aktyw-
ng dziatalno$¢ naukowa, osiggajacych
znaczace wyniki oraz prowadzacych
od niedawna lub tworzacych samo-
dzielny zesp6t naukowy. FNP oferuje
laureatom konkursu trzyletnie (zmoz-
liwoscig prolongaty na kolejne 2 lata)
subsydia w wysokosci 240 tys. zt (80
tys. rocznie) obejmujace czes$¢ stypen-
dialng i cze$¢ subwencyjng na bada-
nia. Laureaci bedg mogli wzig¢ udziat
w zamknietym konkursie grantowym
na dodatkowe $rodki na doskonale-
nie warsztatu badawczego (suma na
granty: 2 min zb). Termin skiadania
wnioskdw: 15 pazdziernika 2006 r.
Informacje: www.fnp.org.pl.

Nominacje profesorskie z rak
Prezydenta RP otrzymali w dniu 20
czerwca 2006 r. naukowcy réznych

konkurséw na pomyst na
biznes, czy na najlepszy
biznes plan, szkolen z za-
kresu przedsiebiorczosci;
Zamkniete forum dys-
kusyjne, adresowane do
przedstawicieli Srodowi-
ska akademickiego, stu-
zace wymianie informacji
i doswiadczen pomiedzy
organizatorami poszcze-
gélnych inicjatyw, wspol-
nemu poszukiwaniu roz-
wigzan probleméw do-

woju przedsiebiorczosci

akademickiej; Publikacje — w por-
talu prezentowane sg wydawnictwa
PARP, dotyczace innowacyjnosci i
transferu technologii. Ponadto PARP
utatwia swoim partnerom (organiza-

. Fotografia 1. Profesor Mirostawa
tyczacych wsparcia roz- Szczepanska-Konkel.

specjalnosci; wymieniam
nazwiska profesoréw zrze-
szonych w Polskim Towa-
rzystwie Biochemicznym.
Sa to: pani prof. Mirosta-
wa Szczepanska-Konkel
(Fot. 1) i panowie prof. Je-
rzy Edward Klimek oraz
Michat Wozniak (Fot. 2) z
AM w Gdansku, pan prof.
Rafat Roman Tarnawski z
Centrum Onkologii - Od-
dziat w Gliwicach, pan
prof. Andrzej Kiejstut Ko-
nonowicz z Uniwersytetu
tddzkiego i pan prof. Ry-
szard Wiktor Stolarski z Uniwersyte-
tu Warszawskiego.

Prezydencka rada ds. Edukacji i
Badan Naukowych. 18 lipca 2006 r.
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w Patacu Prezydenckim Prezydent
Rzeczpospolitej Polskiej Lech Kaczyn-
ski spotkat sie z przedstawicielami
Swiata nauki. Gos¢mi Prezydenta byli
cztonkowie Prezydium Konferencji
Rektoréw Akademickich Szkoét Pol-
skich, przedstawiciele PAN oraz Sekcji
Nauki NSZZ Solidarno$¢. W spotka-
niu wzieli tez udziat: Minister Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego prof. Michat
Sewerynski, oraz Doradca Prezydenta
RP ds. naukowych prof, dr hab. Mi-
chat Kleiber. W trakcie spotkania Pre-
zydent Lech Kaczynski przypomniat
zebranym, ze zapowiadat wczesdniej
kolejne spotkania posSwiecone statu-
sowi nauki i edukacji, zwtaszcza edu-
kacji wyzszej w Polsce i —ujmujac za-
gadnienie szerzej —statusowi wiedzy,
oraz pewnym wizjom rozwoju kraju.
Prezydent w swojej wypowiedzi uznat
postep edukacyjny w ciggu ostatnich
siedemnastu lat — w szczeg6lnoSci
postep, jesli chodzi o scholaryzacje
mtodziezy na poziomie ponad matu-
ralnym i wyzszym — za najwiekszy
sukces naszej transformacji, ktéra ma
stabosci (edukacja realizo-
wana w ramach wzrostu
kadry naukowej o niecate
50%) i sukcesy (ok. 50%
miodziezy na studiach).
Z istoty rzeczy musi by¢
to zwigzane z proble-
mem jako$ci nauczania.
Przypomniat zebranym,
ze moéwit o tym wysitku
edukacyjnym wczesniej,
wracajac do tego przy
kolejnych
profesorskich, poniewaz

uwaza, ze jako$¢ edukacji w ogole, a
w szczegolnosci jakos¢ edukacji szkol-
nictwa wyzszego w naszym kraju w
roku 2006 i w latach nastepnych jest
problem zasadniczym. W trakcie wy-
powiedzi Prezydent poruszyt istote
statusu wiedzy w kraju, podnoszgcego
kulture spoteczna i bedacego narze-
dziem rozwoju, i zatrzymat sie dtuzej
nad problemem nowym, tj. emigracja
naukowag mitodych naukowcow, za-
uwazajac, ze praca badawcza za gra-
nicg jest przejawem pozytywnym, a
powrét naukowca do kraju powinien
by¢ jednoznaczny z kontynuowaniem
przez niego satysfakcjonujacej pracy
badawczej, wzmacniajacej pozycje i
konkurencyjnos¢ naukowa jednostki,
w ktorej zostat on zatrudniony. Pozo-
stawanie mtodych naukowcoéw poza

. 8 Fotografia 2.
nominacjach \wozniak.
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granicami Polski jest stratg intelektual-
ng. W dalszej czesci swego wystgpie-
nia Prezydent wyrazit swojg gotowosé,
we wspotpracy z rzagdem, patronowac
réznym programom pro-

rags (Uniwersytet totwy) i Wiestaw
Makarewicz (Fot. 3) (AM w Gdarnsku).
Budzet projektu w jego wstepnej fazie
wynosi ok. 800000 euro, a wsparcia
finansowego udziela Ko-

rozwojowym, ktére mia-
tyby na celu zsumowanie
wysitkow proedukacyj-
nych i majacych na celu
rozwoj badan naukowych.
Jedno z drugim jest bar-
dzo wyraZnie zwigzane.
Miatyby one réwniez za
zadanie zachecanie do
powrotu tych Polakow,
ktorzy opuscili Polske na
kilka lat, ktérzy majg istot-
ne osiggniecia, w szczegol- Fotografia 3.
nosci w nauce. Po dyskusji Makarewicz.

z przedstawicielami nauki

doszto do powotania przy Prezydencie

Rady ds. Edukacji i Badan Naukowych

i do ogtoszenia decyzji o objeciu przez

Prezydenta patronatu nad niezwykle

uzdolniong mtodziezg, o cechach ,,ge-

nialnosci”, ktorej liczbe szacuje sie na

100-200 osbb, oraz zapewnienia, ze w

tej sprawie zostang podje-
te dziatania zmierzajgce do

opracowania form instytu-

cjonalnych patronatu.

Projekt ScanBalt. Jed-
nym z gtéwnych i najbar-
dziej zaawansowanych
projektéw organizacji
ScanBalt jest program o
nazwie ScanBalt Campus
(SBC), rozpoczety oficjal-

Profesor Michat nie na spotkaniu 14 czerw-

ca 2005 r. w Lund. Ma on

na celu utworzenie mode-
lowej dla Europy, ponadnarodowej i
transsektorowej instytucji integrujacej
edukacje, badania naukowe, innowa-
cyjnos¢ i transfer technologii w zakre-
sie szeroko rozumianych nauk biolo-
gicznych, z udziatem uniwersytetow,
instytutow naukowych, firm i szpitali
oraz wtadz samorzagdowych. Program
SBC jest w petni zgodny z postulatami
Deklaracji Bolonskiej i ma na celu pod-
niesienie konkurencyjnosci bioregionu
ScanBalt. Projekt, w ktérym aktualnie
uczestniczy 32 partneréw, Kkierowa-
ny jest przez Rade Projektu (ScanBalt
Campus Board) w sktadzie: Bo Samue-
Isson —przewodniczacy (Uniwersytet
w Goeteborgu, Szwecja), Borge Dide-
richsen —wiceprzewodniczacy (Novo
Nordisk, Dania), Horst Klinkmann
(BioCon Valley, Niemcy), Valdis Pi-

Profesor Wiestaw az  po

misja Europejska za po-
Srednictwem programu
INTERREG Ill. Ambicja
tworcdw programu jest
stworzenie w bioregio-
nie ScanBalt nowej ja-
kosciowo struktury, po-
zwalajgcej na skuteczne
integrowanie wiedzy w
zakresie szeroko rozu-
mianych nauk biologicz-
nych, poczynajac od idei
wprowadzenie

koncowego produktu na

rynek. Jest to proba prze-
zwyciezenia, zakorzenionej w tradycji
renomowanych europejskich  pan-
stwowych uniwersytetéw, tendencji
do izolacji, niecheci do wspdtpracy, a
szczegdlnie braku otwartosci na kon-
takty z firmami wdrazajgcymi nowo-
czesne technologie, szpitalami i insty-
tutami naukowymi. Przygotowywane
sg wspdlne programy ksztatcenia na
poziomie studidw 11° (studia magister-
skie) i IIP (studia doktoranckie), opa-
rte na mobilnosci kadry i studentéw.
ScanBalt Campus, promujac interdy-
scyplinarno$é i przetamujac sektoro-
we podzialy, daje szanse na tworzenie
warunkow sprzyjajacych zwiekszeniu
naktadéw finansowych na nauke i
rozwoj oraz do poprawy konkurencyj-
nosci bioregionu ScanBalt w globalnej
gospodarce. Projekt ScanBalt Campus
ma strukture macierzy i budowany
jest oddolnie. Jego gtdwng 0$ stanowig
tzw. Centra (Sieci) Wiedzy (Knowledge
Networks) posiadajace swego koordy-
natora: Biotechnologia Srodowiskowa
(Environmental Biotechnology) — ko-
ordynatorami sg Chalmers University
of Technology i Goeteborg University,
Szwecja. Osoba do kontaktu: Katarina
Gardfeldt; Diagnostyka Molekularna
(Molecular Diagnostics) — koordyna-
torem jest Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii UG-AMG. Osoba do
kontaktu: Ewa tojkowska (lojkow-
ska@biotech.univ.gda.pl); Medycyna
Regeneracyjna (Regenerative Medici-
ne) — koordynatorami sg: University
of Rostock i BioConValley, Niemcy.
Osoba do kontaktu: Gustav Steinhoff;
Biologia Informacyjna (Informational
Biology) — koordynatorem jest Abo
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Akademi w Turku, Finlandia. Osoba
do kontaktu: Mark Johnson); Proceso-
rowa Technologia Analityczna (Process
Analytical Technology [PAT]) —koor-
dynatorem jest Linkdping University
w Szwecji. Osoba do kontaktu: Carl-
Fredrik Mandenius; Wtasno$¢ Intelek-
tualna i Bioprzedsiebiorczos¢ (Intellec-
tual Property & Bio-entrepreneurship)
— koordynatorem jest Chalmers Uni-
versity of Technology w Goeteborgu,
Szwecja. Osoba do kontaktu: Bo Hei-
den; Baltycka Szkota Przedsiebiorczo-
§ci (Baltic Entrepreneurship Training)
— koordynatorem jest International
Enterpreneurship Center w Rostoku,
Niemcy. Osoba do kontaktu: Christoph
Diensberg; Ksztatcenie Menedzeréw
dla Bioprzemystu Przysztosci (Educa-
tion and Training of Leaders for the
Life Science Industry of the Future)
— koordynatorem jest Copenhagen
Business School, Dania. Osoba do kon-
taktu: Jan Annerstedt. Lista Centrow
Wiedzy moze by¢ rozszerzona po zgto-
szeniu nowych inicjatyw obejmujacych
inne dziedziny wiedzy. Srodowisko
naukowe Trdjmiasta zamierza w pro-
jekcie ScanBalt Campus zaoferowac
swoja ekspertyze i szerokie kontakty
miedzynarodowe w zakresie diagno-
styki molekularnej. Jednostkg koor-
dynujaca ScanBalt Knowledge Ne-
twork on Molecular Diagnostics jest
Miedzyuczelniany Wydziat Biotech-
nologii Uniwersytetu oraz Akademii
Medycznej w Gdansku i aktualnie
jego zespoty badawcze zaangazowane
sg w obecnej pilotowej fazie w przy-
gotowanie wstepnych zalozen tego
przedsiewziecia. Projekt stanowi kon-
tynuacje i réwnoczesnie rozwiniecie
wspotpracy miedzynarodowej reali-
zowanej w ostatnich latach w ramach
Centrum  Doskonatosci  BioMoBIL.
Jego zadaniem jest przede wszystkim
opracowanie nowatorskiego systemu
ksztatcenia studentéw i praktykéw
w zakresie diagnostyki molekularnej,
m.in. nowotworéw cztowieka i choréb
zakaznych, w tym choréb wirusowych
u ludzi i zwierzat, diagnostyki chorob
roélin, identyfikacji i r6znicowania pa-
togendw roslin. Do udziatu w projekcie
zaprasza sie takze wszystkie te jednost-
ki, zaktady i kliniki, ktére rozwijajg i
wykorzystujg w praktyce diagnostyke
molekularng. O ile udatoby sie pozy-
ska¢ dalsze finansowanie juz na etapie
realizacyjnym, projektowana jest orga-
nizacja studiéw Il stopnia, magister-
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skich, w zakresie diagnostyki moleku-
larnej oraz licznych specjalistycznych
kursow podyplomowych w szerokiej
wspotpracy miedzynarodowej (wg ar-
tykutu prof. W. Makarewicza).

Krajowe stypendia wyjazdowe —
2006 r. W piatej edycji konkursu przy-
znano 11 stypendiéw umozliwiajgcych
wyjazd na staz w innej niz macierzy-
sta placéwce badawczej. Otrzymali je
(w naukach przyrodniczych): dr Ewa
Brucka-Jastrzebska z Wydziatu Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Szcze-
cinskiego na staz na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska UL; dr Artur
Gotawski z Wydziatlu Rolniczego
Akademii Podlaskiej w Siedlcach na
staz w Zaktadzie Ekologii Behawioral-
nej UAM; dr Zbigniew Kasprzykow-
ski z Wydziatu Rolniczego Akademii
Podlaskiej w Siedlcach na staz w Ka-
tedrze Ekologii i Zoologii Kregowcow
Uniwersytetu Gdanskiego; dr Marcin
Palusiak z Wydziatu Fizyki i Chemii
UL na staz w Instytucie Chemii Uni-
wersytetu Warszawskiego; dr Piotr
Przybylski z Wydziatu Chemii UAM
na staz na Wydziale Technologii i
Inzynierii  Chemicznej Politechniki
Szczecinskiej; dr Justyna Rosicka-
Kaczmarek z Wydziatu Biotechnologii
i Nauk o Zywnosci Pt na staz na Wy-
dziale Biochemii i Biologii Molekular-
nej Uniwersytetu Wroctawskiego.

Stypendia Zagraniczne Dla Mio-
dych Doktordw. W siedemnastej edy-
cji tego konkursu, rozstrzygnietej w
czerwcu 2006 r., przyznano 19 stypen-
didw. Otrzymali je: dr Tomasz Czy-
szanowski z Instytutu Fizyki PL na
roczny staz w Department of Applied
Physics and Photonics, Vrije Universi-
teit Brussels (Belgia), podczas ktorego
zajmie sie¢ optymalizacjg laserow pot-
przewodnikowych z krysztatem foto-
nicznym; dr Anna Dubiec z Zaktadu
Ornitologii PAN w Gdarisku na roczny
staz w Department of Organismic and
Evolutionary Biology, Harvard Uni-
versity w Cambridge (USA), gdzie be-
dzie realizowac¢ badania dotyczace roli
genéw gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej (MHC) w wyborze partne-
ra u ptakéw na przyktadzie dziwonii
ogrodowej; dr Dorota Dworakowska z
Instytutu Choréb Wewnetrznych AM
w Gdansku na roczny staz w Barts and
the London, Queen Mary's School of
Medicine and Dentistry w Londynie
(Wielka Brytania), ktéry wykorzysta

na badania zaburzen regulacji cyklu
komoérkowego oraz apoptozy komo-
rek nowotworowych we wczesnych
etapach onkogenezy; dr Bartlomiej
Dybiec z Wydziatu Fizyki, Astrono-
mii i Informatyki Stosowanej UJ na
pétroczny staz w Niels Bohr Institute
Center for Models of Life, University of
Copenhagen (Dania), ktory poswieco-
ny bedzie badaniom struktury sieci (w
rozumieniu oddziatywan spotecznych
i technologicznych) jako mozliwego
medium przenoszacego epidemie; dr
Ewelina Knapska z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN w Warszawie na
roczny staz w Department of Psycho-
logy, University of Michigan w Ann
Arbor (USA), ktéry ma wykorzystac
na zbadanie znaczenia poszczegdlnych
czesci ciata migdatowatego w kontrolo-
waniu emocjonalnych zachowan zwie-
rzat; dr Ireneusz Kownacki zWydziatu
Chemii UAM na roczny staz; w Fach-
bereich Chemie, Universitdt Dortmund
(Niemcy), ktéry poswieci badaniom
przemian nienasyconych zwigzkow or-
ganicznych zachodzacych z udziatem
zwigzkow krzemu oraz tlenku wegla,
katalizowanych siloksylowymi kom-
pleksami rodu iirydu; dr Piotr Lesiak
z Wydziatu Fizyki Politechniki War-
szawskiej na potroczny staz w Liquid
Crystal Institute, Kent State University
(USA), ktéry bedzie poswiecony bada-
niom materiatow ciektokrystalicznych
i polimerowych stuzacych znalezieniu
struktury charakteryzujacej sie ujem-
nym wspoétczynnikiem zatamania dla
Swiatta widzialnego; dr Damian Pla-
zuk z Instytutu Chemii UL na roczny
staz w Ecole Nationale Supérieure de
Chemie de Paris (Francja), gdzie za-
mierza przeprowadzi¢ synteze oraz
badania biochemiczne metaloorganicz-
nych analogow lekéw przeciwnowo-
tworowych; dr Katarzyna Radwanska
z Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej
PAN w Warszawie na roczny staz w
Institute of Psychiatry, King's College
London (Wielka Brytania), ktéry po-
Swieci badaniom molekularnego pod-
toza powstawania pamieci u myszy
ze zmutowanym genem kodujgcym
kinaze biatkowa zalezng od wapnia i
kalmoduliny; dr Joanna Rutkowska
z Instytutu Nauk o Srodowisku UJ na
roczny staz w Department of Ecology
and Evolutionary Biology, Universi-
ty of Arizona (USA), podczas ktérego
bedzie bada¢ bezposredni mechanizm
determinujacy pte¢ potomstwa u pta-
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kéw pod wptywem czynnikéw ekolo-
gicznych; dr Katarzyna Smolarz z Wy-
dziatu Biologii, Geografii i Oceanogra-
fii Uniwersytetu Gdanskiego na roczny
staz w Sodertém University College w
Huddinge (Szwe-

gltych. Jej laureatka jest dr Ewa Kocdj
(Fot. 4) z Instytutu Etnologii i Antro-
pologii Kulturowej oraz Instytutu Fi-
lologii Romanskiej UJ.

W Gdansku, 11 maja b.r. otwarto

cja), gdzie bedzie
prowadzi¢ badania
dotyczace analizy
i oceny zagrozen
zwigzanych z za-
nieczyszczeniem
potudniowego i
poéinocnego Battyku
na przyktadzie mor-
skich matzy. Stypen-
dium finansowane z
przekazanych FNP $rodkéw funduszu
»Maria Sktodowska-Curie Joint Fund
11"; dr Piotr Zarzycki z Instytutu Kata-
lizy i Fizykochemii Powierzchni PAN
w Krakowie (filia w Lublinie) na rocz-
ny staz w College of Chemistry, Uni-
versity of California w Berkeley (USA),
ktory poswiecony bedzie projektowi
dotyczacemu mechanizmu i kinetyki
proceséw powierzchniowych zacho-
dzacych na granicy faz: tlenek metalu/
roztwor elektrolitu.

W trakcie uroczystosSci wreczona
zostata réwniez Nagroda im. Artura
Rojszczyka przyznawana przez Klub
Stypendystéw Zagranicznych FNP,
zrzeszajacy stypendystéw z lat ubie-

Fotografia 4. Doktor Ewa Kocdj.

14th  International
Student's Scientific
Conference. Wyktad
| p.t. ,Human genetic
| disease: a challenge
| for molecular bio-
logy and medicine"
poswiecony pamieci
prof. Wiodzimie-
rza Mozotowskiego

dyplomowego, prof. Zdzistawa Ga-
cionga. Wyrazem niezwyktego sza-
cunku, ktérym Akademia Medyczna
w Warszawie darzy Profesora Louisa
J. Ignarro byto wreczenie Mu Medalu
im. dr Tytusa Chatubiriskiego. Jest to
odznaka, ktorg Akademia Medyczna
obdarza najbardziej zastuzone dla
Uczelni osoby.

Uniwersytet Szczecinski, w dniu
26 czerwca b.r. nadat tytut doktora
honoris causa prof. Andrzejowi Le-
gockiemu, wybitnemu chemikowi
i biologowi, aktualnemu Prezesowi
PAN. Prowadzi On badania nad ge-

prowa-
dzit prof.
Grzegorz Wegrzyn z UG.

Prof. Louis J. Ignarro
(Fot. 5), laureat Nagrody
Nobla w dziedzinie me-
dycyny i fizjologii z 1998
roku, byt gosciem Aka-
demii Medycznej w War-
szawie w dniu 29 maja
b.r. na zaproszenie JM

 nami roslin, przyczynit sie
| do wyjasnienia mechani-
zmu reakcji roslin na stres
biotyczny, opracowat szcze-
| pionki pokarmowe opar-
te o rosliny transgeniczne.
Promotorem przewodu byt
prof. Jan Kepczynski z Ka-
tedry Fizjologii i Biotechno-
logii Roslin Wydziatu Przy-
rodniczego US. Dyplom dhc
odczytat dziekan Wydziatu

Rektora. Wyktad Profeso- Fotografia 5 Prof. Louis J prof. Ryszard Boréwka, a

ra, wyjaéniajacy dziatanie '9naro.
tlenku azotu, potgczony

z prezentacja multimedialng, po-
przedzito stowo Jego Magnificencji
Rektora AM, prof. Leszka Paczka i
Dziekana Wydziatu Ksztatcenia Po-

tytut nadat prof. Waldemar
Tarczynski, Rektor US.

pod redakcja
Teresy Wesotowskiej

Komunikat Zarzadow Oddziatow Warszawskich
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i Polskiego
Towarzystwa Biologii Komorki
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zowanie wspolnych mini-sympozjow. Planujemy organizowac je w soboty, 3-4 razy w roku akademickim 2006/2007.
Prosimy o zgtaszanie sugestii tematycznych i/lub checi wygtoszenia wyktadoéw. Liczymy na wspdiprace z Panstwa
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Struktura DNA od A do Z —biologiczne
implikacje roznorodnosci strukturalnej DNA

STRESZCZENIE

was deoksyrybonukleinowy jest biopolimerem zbudowanym z czterech nukleotydéw,

najczesciej wystepujacym w dwuniciowej postaci helikalnej. Jego struktura oparta jest
na oddziatywaniach pomiedzy komplementarnymi zasadami. Najtrwalsza i dominujaca
in vivo jest prawoskretna struktura B-DNA, jednak w okre$lonych warunkach dwunicio-
wy DNA moze przybiera¢ rézne inne formy zaréwno prawo- jak i lewoskretne (A-DNA,
Z-DNA, P-DNA). Wystepowanie itt vivo DNA w postaci struktur wieloniciowych (trypleks,
tetrapleks) i wyjasnienie funkcji biologicznych takich form sg przedmiotem intensywnych
badan.

WPROWADZENIE

Uptyneto pét wieku od chwili zaproponowania przez Watsona i Cricka struk-
tury podwaojnej helisy DNA [1]. W konkluzji pracy opisujacej model podwdjnej
helisy Watson i Crick napisali: ,,nie uszto naszej uwadze, ze zaproponowane przez nas
specyficzne parowanie (zasad nukleinowych) sugeruje mozliwy mechanizm kopiowania
informacji genetycznej" (Nature 1953). Dzi$ nie sposdb przeceni¢ znaczenia tego
odkrycia i mozna uzna¢, ze jego wielkim ukoronowaniem byto zsekwencjono-
wanie genomu cztowieka w roku 2002 [2].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie r6znorodnych struktur, jakie mogg
tworzy¢ tancuchy DNA w warunkach in vitro i in vivo, w zaleznosci od sekwencji
oraz od wiasciwosci Srodowiska takich jak pH i sita jonowa roztworu, obecnos¢
jonoéw metali, obecno$é innych matych czasteczek organicznych oraz oddziaty-
wania z innymi biomolekutami oraz pokazanie konsekwencji biologicznych wy-
stepowania niektérych sposrod tych struktur.

STRUKTURY DWUNICIOWE

W zaproponowanym przez Watsona i Cricka w 1953 roku kanonicznym
modelu podwadjnej helisy (B-DNA) (Rye. 1), dwa tancuchy polinukleotydowe
oddziatujg ze sobg poprzez wigzania wodorowe typu Watsona - Cricka wyste-

; 2 pujace pomiedzy zasadami tworzg-
=)

=) cymi komplementarne pary (Ryc.

f’ _” ) 1A). Specyficzno$¢ parowania za-
AEn

sad stanowi podstawe rozpoznania

,
- molekularnego w obszarze kwaséw
AT a:c nukleinowych. Struktury dwunicio-
A-DNA Z-DNA we sg stosunkowo dobrze poznane

i literatura na ich temat jest wyczer-
pujaca [3],

m

Rycina IB i 1C przedstawia formy
M m kanoniczne B-DNA, A-DNA iZ-DNA
" i pozwala prze$ledzi¢ najwazniejsze
réznice pomiedzy tymi strukturami.
Dwa helikalne tancuchy polinukleo-
tydowe oplatajg wsp6lng o$ i biegng
w przeciwnych kierunkach (anty-
rownolegle: 3'—»S'/S'—»3"). Ptaszczy-
zny zasad w B-DNA sg prostopadie
do osi helisy a ptaszczyzny pier-
Rycina 1. (A) Oddziatywania wodorowe Watsona-Cricka éCI(?nI (?UKréW 5§ giozone wokot osi
i modele kanonicznych form B-DNA i A-DNA oraz z- helisy i optaszczajg zasady. Zasady
DNA. (B) widok wzdtuz osi helisy z wyraznymi rowkami purynowe i pirymidynowe znajduja

duzym (M-major groove ang). i matym (m-minor groove- .
sie wewnatrz a grupy fosforanowe

ang.). (C) widok z gory, w srodku widoczne uktadajace *
sie zasady otoczone szkieletem fosforanowo-cukrowvm. i reszty deoksyrybozy na zewnatrz
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czynnik stymulujacy wzrost kolonii; NFI (ang.
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skrypcyjny; mXRNIp (ang. mouse cytoplasmic
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growth factor A) — czynnik wzrostowy pocho-
dzenia ptytkowego A
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Rycina 2. Skrajne konformacje wiazania glikozydowego i reszt cukrowych C3'-
endo oraz C2'-endo.

helisy. Przyczyng znaczacych réznic pomiedzy struktura-
mi A-DNA oraz B-DNA jest r6zna konformacja reszt cukro-
wych (Ryc. 2). W przypadku struktury A-DNA wegiel C-3'
deoksyrybozy znajduje sie poza ptaszczyzng pierscienia
furanozowego, przyjmujac konformacje C3'-endo (Typu N).
Natomiast w dwuniciowym DNA o strukturze B-DNA poza
ptaszczyzng znajduje sie atom wegla C2', tworzac konfor-
macje C2'-endo (Typu S). Réznica w konformacji pierscienia
furanozy w A-DNA i B-DNA prowadzi w konsekwencji do
roznych odlegtosci pomiedzy sagsiadujagcymi resztami fo-
sforanowymi, ktére wynoszga odpowiednio 5.9 A w A-DNA
oraz 7.0 A w B-DNA.

Helisa A-DNA jest bardziej zwarta i szersza w stosunku
do B-DNA a pary zasad ulegajg odchyleniu $rednio o 20°
od osi, natomiast zasady przesuniete sg wzgledem siebie
$rednio 0 30-32°. W helisie typu A-DNA obserwuje sie zanik
matego rowka, poniewaz grupy fosforanowe wigzg znacz-
nie mniej czasteczek wody niz w helisie B-DNA. Badania
rentgenostrukturalne A-DNA wykazaty duzg ré6znorodnosé
konformacyjng i strukturalng (rozmiary bruzd, nachylenie
wzgledem osi helisy, kat przesuniecia zasad), zalezng od
sekwencji oraz dtugosci badanych oligonukleotydow. Pyta-
nie, czy istnieje mozliwo$¢ rbwnoczesnego wystepowania
réznych form helikalnych in vivo stanowi jedno z bardziej
istotnych zagadnien biologii molekularnej. Struktura A-
DNA, podobnie jak kanoniczna struktura B-DNA, nie jest
ograniczona ani uprzywilejowana sekwencyjnie. Istnieje
szereg dowodoéw na mozliwos¢ interkonwersji A- i B-DNA
w warunkach in vitro. Zaréwno badania NMR jak i analiza
rentgenostrukturalna wskazuja na mozliwo$é wystepowa-
nia potgczen A-B DNA, np. we fragmentach Okazaki, gdzie
takie zmiany struktury dwuniciowego DNA powodujg
znaczace zagiecie helisy przy zachowaniu efektywnych
oddziatywan warstwowych [4]. Analogiczne wiasciwosci
strukturalne jak A-DNA wykazujg dwuniciowe obszary
RNA oraz hybrydy DNA-RNA. Wprowadzenie niektdrych
modyfikacji wigzan internukleotydowych (np. metanofo-
sfonianowych) oraz modyfikacji pierscienia cukrowego (np.
pochodne 2'-OMe rybonukleozydowe, lub 2'-NH -2'-deoksyry-
bonukleozydowe) do jednego z taricuchéw moze prowadzié
do utworzenia z komplementarnymi niémi DNA hybrydo-
wych duplekséw wykazujacych cechy strukturalne dwuni-
ciowego A-DNA [5].

Warunkiem koniecznym dla utworzenia formy lewo-
skretnej Z-DNA jest wystepowanie powtarzalnych traktow
dinukleotydowych purynowo — pirymidynowych (CG,
GC, AT itd.), ktére wymuszaja lewoskretnos¢ helisy oraz
powodujg zrdéznicowanie konformacyjne pierScieni cu-
krowych (Ryc. 1), przyjmujacych konformacje zblizong do
C3'-endo dla pierscieni potgczonych z purynami i C2'-endo
dla pierscieni potgczonych z pirymidynami. W przypadku
struktur A-DNA i B-DNA, wszystkie wigzania glikozydowe
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wzdtuz tancucha oligonukleotydu przyjmuja konforma-
cje anty, czyli zasady utozone sg na zewnatrz od pierScie-
nia cukrowego (kat rotacji $rednio y 210°), co minimalizuje
oddziatywania steryczne, natomiast w strukturze Z-DNA
wigzanie glikozydowe ma konformacje anty w 2'-deoksycy-
tydynie i tymidynie (kat rotacji $rednio \ 208°) oraz syn w
2'-deoksyguanozynie, ktorej pierscien guaninowy potozony
jest ponad pierscieniem 2'-deoksyrybozy (kat rotacji srednio
X67°). Struktury Z-DNA wymagaja odpowiednio wysokie-
go stezenia jonéw metali dwuwarto$Sciowych (Mg2 Zn2%)
lub jednowartosciowych (Na+), ktérych funkcja polega na
zminimalizowaniu odpychajgcych oddziatywan elektrosta-
tycznych pomiedzy fosforanami szkieletu helisy. Stabiliza-
cja Z-DNA w roztworze zalezy od mocy jonowej roztworu
i maleje w Kierunku: spermina4>spermidyna3®>Mg2>Na+
Warto zwrdci¢ uwage, ze w przypadku Z-DNA zasady nu-
kleinowe sg znacznie bardziej odstoniete na dziatanie roz-
puszczalnika i oddziatywania z innymi biomolekutami,
niz w B-DNA (Ryc. 3). Odkrycie in vivo konwersji B-DNA
do Z-DNA oraz dowdd, ze w przemianie tej zuzywana jest
energia ujemnie superhelikalnego DNA wskazuje, ze struk-
tura Z-DNA jest wysokoenergetycznym konformerem DNA
uczestniczagcym w procesach biologicznych [6,7,8].

W koncu lat osiemdziesigtych wykazano min., ze prawo-
skretna forma B i lewoskretna forma Z wystepujg w row-
nowadze w plazmidowym DNA Eschenichia coli. Potozenie
rébwnowagi jest uzaleznione od diugosci sekwencji podle-
gajacych przemianom B do Z. W E. coli, Z-DNA tworzy sie
bez udziatu czynnikdw zewnetrznych, ale ilos¢ konforme-
ru Z-DNA wzrasta podczas transkrypcji. Zaobserwowano
wzrost jego stezenia pod wptywem mutacji inaktywujacych
topoizomeraze | [9], W chwili obecnej znanych jest szereg
sekwencji podlegajacych interkonwersji B do Z lub istnieja-
cych w postaci struktur lewoskretnych m. in. w 22 chromo-
somie cztowieka w tzw. regionach tworzgcych Z-DNA [10].

W latach dziewiecdziesigtych opisano wystepowanie le-
woskretnego DNA w kompleksach z biatkami: ZaADARI
cztowieka [11] oraz ZDAM myszy [12]. W komoérkach ssa-
kéw wystepuje kompleks BAF regulujacy poziom ekspre-
sji ponad 80 genéw w wyniku modyfikacji struktury chro-
matyny. Wykazano, ze mechanizm tej regulacji polega na
utworzeniu kompleksow pomiedzy biatkami NFI/CTF z
odpowiednim promotorem CSF1, ktérego aktywacja prze-
biega poprzez utworzenie Z-DNA pod wptywem komplek-
su BAF. Tak wiec w zaproponowanym modelu, kompleks
BAF kontroluje przejscie B-DNA do Z-DNA, ktéra to zmiana

Rycina 3. Izomery Z-DNA wystepujace w postaci szeregu zblizonych struktur
(oznaczonych Z,i Z,) o zr6znicowanych konformacjach, ktére w rézny sposéb
oddziatuja z czasteczkami wody lub jonami metali. Dla poréwnania pokazano
strukture B-DNA (B). Wiecej danych mozna znalez¢ na stronach www: DNAHeli-
cal Conformation Image Library of Biological Macromoleucles, IMB Jena, http://
www.imb-jena.de/ImgLibDoc/nana/IMAGE_NANA. html.
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konformacji DNA powoduje stabilizacje struktury chroma-
tyny na promotorze CSF1 [13]. Wykazano rowniez, ze N-ko-
niec (Z£1) biatka E3L odpowiedzialnego za letalno$¢ myszy
zainfekowanych wirusem krowianki ma strukture podob-
ng do rodziny Za biatek wigzacych Z-DNA. Jednoczesnie
wykazano, ze mutacje obnizajgce powinowactwo E3L do
Z-DNA moga powodowaé obnizenie patogennos$ci wirusa
krowianki oraz innych wiruséw z grupy paxovirus w sto-
sunku do réznych organizmoéw i stanowic¢ interesujacy cel
do poszukiwania lekow sekwencyjnie zaleznych przeciw
poszczepiennym postaciom ospy [14].

Pomimo swoich rozmiaréw i ztozonej budowy, tafncuch
DNA jest strukturg dynamiczna i podlegajacg in vivo roz-
norodnym przemianom topologicznym. W procesach bio-
logicznych zachodzacych w jadrze komorkowym dwuni-
ciowy DNA ulega rozplataniu m.in. w procesach replikacji
i transkrypcji, zachodzagcym pod wptywem gyraz i topoi-
zomeraz [15] oraz ponownemu utworzeniu struktury dwu-
niciowej helisy. W czasie tych proceséw lokalne zmiany
strukturalne moga by¢ bardzo znaczace i zwigzane sg z od-

wracalnym rozcigganiem (ang. stretching), zginaniem (ang.

bending), skrecaniem (ang. twisting) oraz zatamywaniem
(ang. kinking) helisy.

STRUKTURY TROJNICIOWE

Wzajemne oddziatywania tancuchow DNA (rozpozna-
nie na drodze tworzenia wigzan wodorowych), powodujace
utworzenie struktur wyzszego rzedu, prowadzg réwniez do
szeregu innych form niz te, ktére zostaty opisane powyze;j.
Moga by¢ w nie zaangazowane zaréwno kolejne nici kwa-
séw nukleinowych lub inne fragmenty tego samego DNA o
okreslonej sekwencji jak rGwniez syntetyczne modyfikowa-
ne oligonukleotydy [16].

W ten sposob tworzg sie m. in. struktury tréjniciowe, tzw.
trypleks a takze struktury, w ktérych utworzenie zaangazo-
wane sg cztery nici (lub cztery r6zne fragmenty tej samej
nici), czyli tzw. tetrapleksy. Tworzenie struktury tryplekso-
wej mozna rozpatrywacé jako wynik zmian konformacyjnych
zachodzacych w dupleksie, w wyniku ktérych helisa jest w
stanie zasocjowac trzeci tancuch w bruzdzie wigkszej. Try-
pleksy DNA majg wiec utozenie dwoch antyrownolegtych
nici zblizone do struktury B-DNA i powigzanych wigzania-
mi typu Watsona-Cricka; najpowazniejszg réznicg jest od-
chylenie od osi i wigksze rozwiniecie helisy spowodowane
zawadg przestrzenng wynikajgcg z asocjowania trzeciej nici.
Warunkiem koniecznym utworzenia struktury tréjniciowej
jest wystepowanie komplementarnych dwuniciowych trak-
téw polipurynowo-polipirymidynowych (Ryc. 4).

Trzecia ni¢ trypleksu (najczesciej pirymidynowa) moze
by¢ utozona w stosunku do nici, z ktérg oddziatuje w dwu-
niciowym DNA w sposob rownolegty (tzn 3'-koniec trzeciej
nici oddziatuje z 3'-koricem fragmentu DNA) lub antyréw-
nolegty (tzn 3'-koniec trzeciej nici tworzy odwrotne wiazania
typu Hoogsteena z 5'-koncem fragmentu DNA). Trypleks
rownolegty powstaje, gdy do dupleksu purynowo-pirymi-
dynowego przytacza sie ni¢ pirymidynowa [17] i oddziatuje
za pomoca wigzan wodorowych typu Hoogsteena, natomiast
trypleks antyréwnolegty powstaje, gdy do dupleksu przyta-
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Trypleks réwnolegty

Rycina 4. Schemat trypleksow réwnolegtych i antyréwnolegtych. Ni¢ homopiry-
midynowa -szara, ni¢ homopurynowa-czarna. Linie ciggte oznaczaja wigzania
Watsona-Cricka, linie przerywane oznaczajg (odwrotne) wigzania Hoogsteena.

cza sie ni¢ purynowa, ktora jest zwigzana z dupleksem wig-
zaniami wodorowymi typu odwrotnych wigzan Hoogsteena
(ang. reverse Hoogsteen hydrogen bonds) (Ryc. 5,6).

Utworzenie wigzan wodorowych typu Hoogsteena z 2'-de-
oksycytydyng, zaangazowang w wigzania wodorowe W at-
sona-Cricka wymaga uprotonowania azotu N3 cytozyny
trzeciej nici i zachodzi wytgcznie w $rodowisku kwasnym
(pH< 4.5).

Rycina 6 ilustruje strukture trypleksu antyroéwnolegtego
utworzonego z kanonicznych trypletbw G:GC oraz A:AT.
Ni¢ polipirymidynowa (zielona) jest komplementarna do
nici polipurynowej (niebieska) i wigze sie z nig wigzaniami
typu Watsona-Cricka. Trzecia ni¢, ktora jest nicig polipuryno-
wa (czerwona), jest antyréwnolegta do nici polipurynowej
dwuniciowego DNA iznajduje sie w duzym rowku podwoj-
nej helisy. Dla trypleksu rownolegtego najbardziej trwate sg
struktury oparte na motywach kanonicznych tzn.: T:AT oraz
C+GC. W przypadku wystepowania w trzecim fancuchu nie-
kanonicznych zasad, moga sie utworzy¢ tryplety o znaczaco
nizszej trwatosci, analogicznie jak destabilizujagcy wptyw na
trwatos¢ dupleksu DNA wywierajg niesparowane zasady.
Para AT jest najlepiej rozpoznawana przez tyming, chociaz
adenina moze réwniez tworzy¢ stosunkowo trwaty tryplet
A:AT. Podobnie para GC jest najlepiej rozpoznawana przez
protonowang cytozyne (C+4), jednakze moze ona tworzy¢ w
réznych warunkach réwniez inne mniej trwate tryplety, w
tym A+GC, T:GC lub G:GC [18]. Wykazano, ze guanina (G)
tworzy najtrwalszy tryplet z parg TA, jednak w warunkach
niskiego pH oraz naprezen superhelikalnych to tryplet C:TA
jest najtrwalszy. Para CG moze by¢ rozpoznawana zaréwno
przez tymine (T) jak guanine (G), ale zaden z tych trypletéw
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Rycina 5. Wigzania wodorowe odpowiedzialne za tworzenie trypletéw z udzia-
tem trzeciej zasady w trypleksach réwnolegtych. Kanoniczny tryplet T:AT i C+
GC oraz przyktady trypletu niekanonicznego G:TA i T:CG, wraz z numeracjg
atoméw zaangazowanych w architekture motywu trypletu (symbol oznacza
wigzanie Hoogsteena).
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A:AT (TAR) G:GC (TAR)
Rycina 6. (A) Irypleks antyrownolegty i stabilizujace go odwrotne wigzania
Hoogsteena; (B) struktury kanoniczne trypletéw antyréwnolegtych A:AT i G:
GC.

nie jest stabilny, a ich wzgledna stabilno$¢ zalezy silnie od
warunkéw. Wynika stad, ze dla trypleksu réwnolegtego
wszystkie cztery pary zasad mogg potencjalnie tworzy¢ try-
plety, jednak wzgledna trwato$¢ takich struktur rézni sie zna-
czgco, szczegblnie w przypadku par TA i CG. Istotna w tym
kontekscie jest mozliwo$¢ utraty specyficznosci rozpoznawa-
nia wynikajaca z faktu, ze tymina (T) moze rozpoznawac za-
rowno pary AT jak GC, podczas gdy cytozyna (C) rozpoznaje
zardwno pare GC jak CG.

W przypadku trypleksu antyrownolegtego, kanoniczne
tryplety G:GC, A:AT i T:AT sg znacznie bardziej stabilne
niz tryplety niekanoniczne [19]. Jednak adenina (A) moze
tworzyc¢ tryplet z parg GC natomiast tymina (T) wigze sie
z parg CG. Jedynie para TA nie tworzy z innymi zasadami
trwatego trypletu, co stanowi powazne ograniczenie two-
rzenia sie tryplekséw antyréwnolegtych. Z drugiej strony
zdolnos$¢ tyminy do tworzenia trypletdéw zaréwno z para-
mi AT jak i CG oraz adeniny (A) do rozpoznawania par
AT i GC powoduje obnizenie specyficzno$ci tworzenia
trypleksow antyréwnolegtych. Kanoniczne tryplety T:AT
i C+GC (TR) sg izosteryczne w przeciwienstwie do trzech
kanonicznych trypletbw motywu antyréwnolegtego (A:
AT, T:AT i G:GC), co moze prowadzi¢ do znaczacych od-
ksztatcen w przypadku struktur sktadajach sie z réznych
trypletéw. Istotna réznica pomiedzy kanonicznymi tryple-
tami w trypleksie rownolegtym (TR) oraz trypleksie anty-
rownolegtym (TAR) wynika z faktu, ze trypleksy réwnole-
gte sg izosteryczne, podczas gdy TAR nie sg izosteryczne.
Struktury trypleksowe sg stabilizowane obecnos$cig jonow
metali: Mg2; Ca2; Zn2; oraz poliamin (spermina, spermi-
dyna, putrescyna), ktore neutralizujg ujemny tadunek grup
fosforanowych. Wykazano, ze trypleks in vitro jest stabilny
przy 5-10 mM stezeniu jondw Mg2; podczas gdy w warun-
kach in vivo konieczne stezenie wynosi prawdopodobnie
mniej niz 1 mM [20]. Tworzenie trwatego trypleksu wyma-
ga petnej komplementarnosci zasad we wszystkich trzech
tancuchach, a pojedyncze niesparowane zasady powoduja
znaczacg destabilizacje struktury.

W latach osiemdziesigtych Frank-Kamenetskii z zespo-

tem wykazali, ze wewnatrzczasteczkowe struktury tryplek-
sowe moga sie tworzy¢ w wyniku oddziatywan homopury-
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Rycina 7. Wewnatrzczasteczkowe zmiany konformacyjne prowadzace do po-
wstania H-DNA i *H-DNA, stanowigcych przyktad réwnolegtego i antyréwno-
legtego utozenia trzeciego fragmentu taricucha. Ni¢ homopirymidynowa ozna-
czona kolorem szarym, ni¢ homopurynowa - kolor czarny. Linie ciggte oznaczaja
wigzania Watsona-Cricka, linie przerywane oznaczajg wigzania (odwrotne) Ho-
ogsteena.

nowo-homopirymidynowych powtdrzen lustrzanych (ang.
mirror repeat sequences) w ujemnie splecionych plazmidach
[21], co stanowito przetom w poszukiwaniach dowod6w na
istnienie tryplekséw in vivo i poznaniu ich funkcji biologicz-
nych. Autorzy ci wskazali réwniez na specjalne znaczenie
takich struktur dla aktywnosci nukleazy Sl. Poniewaz wie-
le sposréd zidentyfikowanych dotad traktéw purynowo-
pirymidynowych wystepuje w postaci powtdrzen lustrza-
nych, stanowi to powazng przestanke istnienia trypleksow
in vivo. Struktury takie, okres$lane jako H-DNA, tworzg sie,
gdy jedna czes¢ sekwencji lustrzanej dysocjuje na oddzielne
pojedyncze tafcuchy purynowy i pirymidynowy, po czym
nastepuje ponowne przytgczenie tancucha homopirymidy-
nowego do pozostatej potowy sekwencji dupleksu sekwen-
cji mieszanej i utworzenie w bruzdzie wiekszej struktury
o charakterze trypleksu rownolegtego (Ryc. 7). Pozostata
cze$¢ pojedynczej nici homopurynowej odpowiada za czu-
tos$¢ nukleazy SI.

Mozliwa jest r6wniez sytuacja, kiedy ni¢ homopurynowa
asocjuje ponownie tworzac trypleks antyrownoleglty (*H-
DNA). Struktury H-DNA zostaty opisane szczeg6towo w
wielu monografiach i pracach przegladowych [22], Obec-
no$¢ kationow dwuwarto$ciowych powoduje preferencyj-
ne utworzenie *H-DNA (antyrownolegte) w stosunku do
H-DNA. Hipoteza o wystepowaniu struktur H-DNA i *H-
DNA w zywych organizmach zostata potwierdzona miedzy
innymi badaniami genu promotorowego hsp26 muszki owo-
cowki (Drosophila melanogaster), w ktérym wykazano zna-
czenie segmentu purynowo-pirymidynowego (CT)n(GA)n
dla prawidtowego tworzenia struktury chromatyny i akty-
wacji genu, przeprowadzajac eksperymenty z serig transge-
noéw hsp26-lacZ o zmienionej sekwencji [23]. Wykazano, ze
obecnos¢ sekwencji lustrzanej w regionie homopurynowo-
homopirymidynowym, warunkujgca utworzenie struktury
H-DNA nie jest wystarczajgcym czynnikiem regulacji genu
hsp26 w sytuacji, gdy regiony wigzania czynnika GAGA zo-
staly usuniete.

Konieczno$¢ protonowania N3cytozyny w trzecim fan-
cuchu trypleksu réwnolegtego wskazuje na ograniczonosé
wystepowania tryplekséw réwnolegtych w pH neutralnym,
stabilne sg natomiast trypleksy, w ktérych cytozyny trzecie-
go tancucha zastgpione sg naturalnie wystepujgcg 5-mety-
locytozyng (nEC). Stabilizujgcym czynnikiem w warunkach
neutralnego pH moze by¢ rowniez wzrost ujemnej superhe-
likalnej gestosci [24].
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Identyfikacja biatek tgczacych sie z fragmentami tryplek-
sowymi stanowi kolejny dowdéd na wystepowania tych
struktur in vivo. Miedzy innymi wyodrebniono dwa biatka
z komorek Hela, ktére preferencyjnie wigzg sie z trypleksa-
mi [25,26]. Istotne w tym kontekscie wydaje sie wyjasnienie
znaczenia struktur trypleksowych w regulowaniu proceséw
transkrypcji. Szereg prac wskazuje na aktywnos¢ tryplek-
sow jako czynnikoéw trans-dziatajacych miedzy innymi w
komaérkach myszy, gdzie sekwencje poli(dG) wystepujg po-
wyzej (upstream) gendw dziatajacych jako aktywatory [27],
co wiecej dtugos¢ tych sekwencji ma istotne znaczenie dla
tego procesu; dG2/0dziata aktywujaco, podczas gdy dG3
nie daje takiego samego efektu. Rezultatem wprowadzania
in vitro traktow poli(dG) do superhelikalnego plazmidu
byto utworzenie H-DNA, gdy sekwencje te miaty dtugosé
co najmniej 32 par zasad, podczas gdy sekwencje krotsze
niz dG3Pnie wywotywaty zjawiska H-DNA. Wskazuje to na
mozliwo$é tworzenia przez poli(dG) intramolekularnych
tryplekséw iblokowanie trans-transkrypcji.

Struktury tréjniciowe moga sie tworzyé réwniez przej-
Sciowo w procesie homologicznej rekombinacji. Wprowa-
dzenie sekwencji poli(dG).poli(dC) pomiedzy dwa powt6-
rzenia na drodze aktywnej transkrypcji in vivo wywotuje
homologiczng rekombinacje najprawdopodobniej w wyni-
ku powstania *H-DNA i nastepujgcego potem powtdrzo-
nego odtworzenia rozdzielonych sekwencji, stymulujgcego
rekombinacje [28], a powstajgca w wyniku utworzenia H-
DNA pojedyncza ni¢ moze dziata¢ jako tancuch inwazyjny
w rekombinacji homologicznej [29], Innym przykiadem jest
udziat tréjniciowego *H-DNA tworzacego sie z polimorficz-
nych homopurynowo — homopirymidynowych sekwencji
niezbednych do replikacji genomu wirusowego Epsteina-
Barra. Udowodniono, ze w tym przypadku mutacje punkto-
we hamujg zaréwno replikacje jak i tworzenie *H-DNA [30].
Wskazuje to na istotng role w procesie replikacji nie tylko
sekwencji DNA, ale takze struktur trzeciorzedowych wy-
wotywanych obecnoscig traktow polimorficznych. Istnieje
szereg posrednich dowodéw na wystepowanie podobnych
struktur miedzy innymi w genomowym DNA cztowieka, w
ktorym wystepujg trakty homopirymidynowo-homopury-
nowe (Pyr-Pur), stanowigce ponad 1% catej puli DNA [31].

Tworzenie struktur trypleksowych in vivo nie jest uwa-
runkowane obecnoscig specyficznych biatek, ale istnieniem
odpowiednio diugich traktéw purynowo-pirymidynowych
[32]. DNA w organizmach eukariotycznych wystepuje w
postaci superhelikalnej, scisle upakowane w nukleosomach
i jest zwiagzane z biatkami histonowymi, utrudniajacymi
tworzenie stabilnych struktur wyzszego rzedu, w tym try-
pleksow [33], Kompleksy DNA-biatka sg strukturami dy-
namicznymi, dzieki czemu mozliwe jest rozpoznanie heli-
kalnego DNA przez specyficzne sekwencje wigzgce biatka,
a takze przypuszczalnie przez fragmenty homopurynowe
lub homopirymidynowe, prowadzace do przejsciowego
utworzenia struktur trojniciowych [34], Wymuszenie two-
rzenia takich struktur poprzez wprowadzenie do komérki
komplementarnych oligonukleotydéw tworzacych trypleks
(TFO) moze znalezé zastosowanie w biochemii i biologii
molekularnej. Wykazano bowiem, ze utworzenie struktur
trypleksowych w regionach promotorowych powoduje za-

Postepy Biochemii 52 (3) 2006

blokowanie dostepu czynnikéw transkrypcyjnych i prowa-
dzi do inhibicji aktywacji genéw in vitro, w tym réwniez w
komdrkach ssakow. Zastosowanie TFO stwarza mozliwos¢
wyciszenia i korekcji genéw poprzez wywotanie trwatych
zmian w ich sekwencji. Powstawanie struktur tryplekso-
wych wywotanych wprowadzeniem TFO na metabolizm
DNA oraz potencjalne mozliwos$ci korekcji genéw rekom-
binantowych i procesdw naprawczych in vitro oraz in vivo
sg przedmiotem intensywnych badan [35,36], W roku 2000
wykazano po raz pierwszy, ze TFO moga indukowa¢ muta-
cje w okreslonych obszarach genomu w komoérkach soma-
tycznych dorostych myszy transgenicznych posiadajgcych
wbudowane plazmidowe geny reporterowe supF i cll[37].
Wynik ten stanowit potwierdzenie, ze procesy kontrolo-
wanej modyfikacji genomu spowodowane utworzeniem
struktur trypleksowych moga byé przeprowadzone w orga-
nizmach zwierzecych, co stanowi istotny krok w Kkierunku
zastosowan medycznych irozwoju terapii genowej [38,39].

Wiadomo obecnie, ze znaczgca cze$¢ sekwencji pirymidy-
nowo —purynowych, zdolnych potencjalnie do tworzenia
struktur trypleksowych (H-DNA) w genomie organizmow
eukariotycznych jest zlokalizowana w regionach 5' genow
globulin piy, genu receptora interleukiny-2 oraz genu c-myc
[40,41]. Ponadto struktury trypleksowe odgrywajg takze
znaczacg role w organizowaniu sie chromosomoéw. Trakty
purynowo-pirymidynowe mogg tworzy¢ petle DNA, ktére
powstajg w miejscu tworzenia sie trypleksu na zasadach nu-
kleinowych [42]. Stwierdzono, ze liniowy in vitro plazmid,
zawierajacy rozdzielone trakty homopurynowe i homopi-
rymidynowe moze in vivo tworzy¢ petle cykliczne lub w
ksztatcie litery O, bedace najprawdopodobniej rezultatem
tworzenia trypleksu [43].

STRUKTURY CZTERONICIOWE - TETRAPLEKSY

Bogate w reszty guaninowe sekwencje DNA moga two-
rzy¢ trwate struktury, bedace rezultatem oddziatywan
czterech reszt guaninowych, tworzacych tzw. tetrade G
(G-tetrapleks) w fizjologicznych warunkach stezenia jed-
nowartosciowych kationéw sodu lub potasu. Szczeg6lnie
duzo uwagi poswiecono strukturze i funkcjom sekwen-
cji telomerowych znajdujgcych sie na korncach liniowego
chromosomalnego DNA [44], odpowiedzialnych m. in. za
ochrone koncow chromosomow przed uszkodzeniami ge-
now i nieprawidtowg rekombinacja, uczestniczacych w
kontroli ekspresji gendw ireplikacji homologicznej i innych
procesach [45,46,47]. Obecnie uwaza sie, ze wiele funkcji
telomeréw zwigzanych jest ze zdolnoscig do tworzenia in
vivo struktur tetrapleksowych. Wykazano, ze szereg biatek
(np. RAP1, biatko represorowo/aktywatorowe z drozdzy) o
wysokim powinowactwie do fragmentéw telomerycznych
DNA wykazuje réwniez powinowactwo do struktur tetra-
pleksowych a nawet utatwia tworzenie takich struktur in
vivo, regulujac jednoczes$nie aktywnos$¢ telomerazy i wska-
zujac na potencjalne znaczenie terapeutyczne tego procesu
w terapii przeciwnowotworowej [48]. W ostatnich latach
zidentyfikowano szereg helikaz odpowiedzialnych za roz-
platanie G-tetraplekséw, m. in. w Saccharomyces cerevisiae
(helikaza Sgsl) [49] czy helikaza zwigzana z syndromem
Wernera, odpowiedzialna za rozplatanie powtarzajacych
sie sekwencji d(CGG)n [50], co stanowi dodatkowy dowdd
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Rycina 8. Schemat wigzan wodorowych sta-

a s PR 5 ~
& g | bilizujacych tetrade G (A) Cztery reszty gua-
LR, L? ninowe ulozone sa w jednej plaszczyznie.
] G-}--0 Przylegle guaniny polaczone sa wigzaniami
a o/

Watsona-Cricka i Hoogsteena a grupy karbo-
nylowe skierowane sa do $rodka tetrady. (B)
Uklad G-tetrady tworzacej tetrapleks rowno-
legly (cztery lanicuchy DNA). (C) Tetrapleks
powstajacy w wyniku oddzialywania dwoch

[} QG |

(‘) ? ('] (l’ nici DNA. (D) Tetrapleks wewnatrzczastecz-
| | ? kowy utworzony w wyniku strukturyzacji
([“_ 5 U pojedynczej nici DNA.

potwierdzajacy obecno$é i biologiczne znaczenie tetraplek-
séw in vivo.

Podstawowa jednostka tej struktury jest tetrada - G, kto-
ra tworzg cztery pierscienie guanin (lub ogélniej, puryn)
utozonych w jednej ptaszczyznie i potgczonych wigzaniami
wodorowymi (Ryc. 8). Tleny grup karbonylowych O6 uto-
zone sg w jednej ptaszczyznie w kierunku centrum tetrady
i w obecnosci kationéw sodu lub potasu (Na+ K+) dodatko-

Rycina 9. Struktura tetrapleksu d(TTAGGGT)4utworzonego z rownolegtych nici
DNA zawierajacych sekwencje telomerowe wystepujgce u cztowieka, uzyskana
na podstawie NMR oraz symulacji dynamiki molekularnej; (A) struktura rdzenia
AGGG wraz z lokalizacja jondw potasu pomiedzy ptaszczyznami tetrad (B) kanat
potasowy oraz widoczny skret heliakalny struktury; reprodukowano za zgoda
[52],
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Rycina 10. Rézne formy topologiczne z zaznaczonym wzajemnym utozeniem
tancuchéw tworzacych strukture tetrapleksu: A —wszystkie taricuchy réwnolegte,
B —jeden taincuch antyréwnolegty w stosunku do pozostatych réwnolegtych’, C i
D-struktury parami antyrdwnolegte. Strzatki pokazuja kierunek 5'—3.

wo stabilizujg catg strukture in vitro. Szczeg6lnie cenne dla
wyjasnienia lokalizacji i funkcji jonow metali w stabilizacji
struktur tetrapleksowych okazaty sie badania krystalogra-
ficzne. Analizujac sekwencje d(TG4T) Feigon i wsp. wykaza-
li, ze jony potasu, zlokalizowane pomiedzy ptaszczyznami
zdefiniowanymi przez tetrady-G, wigzg sie z nimi poprzez
osiem wigzan koordynacyjnych stabilizujgcych strukture
[51]. Wykazano np., ze sekwencja telomerowa cztowieka
d(TTAGGGT)4 (Ryc. 9) tworzy intramolekularne struktury
tetrapleksowe w roztworach zawierajgcych kationy sodowe
w stezeniach zblizonych do fizjologicznych. Tworzenie ana-
logicznej struktury, stabilizowanej kationem amoniowym
utozonym symetrycznie pomiedzy dwoma ptaszczyznami
tetrad, potwierdzono przy wykorzystaniu spektroskopii
NMR w roztworze oligonukleotydu o sekwencji d(G4T4G4)2
[52], Réwniez w tym przypadku stabilizujgca rola kationu
polegata na utworzeniu wigzan (typu wigzan wodorowych)
z utozonymi w jednej ptaszczyznie grupami O6guanin.

Istnieje szereg mozliwosci topologicznie zréznicowanych
oddzialywan czterech tancuchéw DNA prowadzacych w
efekcie do utworzenia tetrapleksdw, przedstawionych sche-
matycznie na Ryc. 10.

Utworzenie takich polimorficznych struktur wymaga
konformacyjnej labilnosci wiagzania glikozydowego w 2'-
deoksyguanozynie, ktéra moze wystepowac¢ zaréwno w
konformacji syn jak i konformacji anty (Ryc. 11).

Konformacja wigzania glikozydowego okresla orientacje
zasad w stosunku do piers$cienia cukrowego oraz wzajemne
utozenie pierscieni zasad, w ten sposob determinujac ener-
gie asocjacyjnych oddziatywan warstwowych. Jesli tafncu-
chy tetrapleksu utozone sg rownolegle (Ryc. 10A), wéwczas
wymuszona jest taka sama konformacja wszystkich reszt
guanozyny (syn), ale gdy wszystkie nici sg w stosunku do
siebie antyrownolegte (Ryc. 10D), wymusza to konformacje
anty wszystkich wigzan glikozydowych guanozyn.

Architektura wigzan wodorowych pomiedzy pierscie-
niami purynowymi tworzacymi tetrade powoduje, ze w
strukturach tetrapleksowych wystepuja cztery bruzdy o
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Rycina 11. Rotacja wokoét wiazania glikozydowego 2'-deoksyguanozyny —
przejscie pomiedzy konformacja syn i anty umozliwia tworzenie réznych struktur
tetrapleksowych.
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Rycina 12. Schemat tworzenia bruzd dla tetrapleksu zawierajacego: (A) dwie
pary nici wzajemnie réwnolegtych; (B) wytacznie nici antyréwnolegte.

réznych rozmiarach. Jezeli wszystkie nici w tetrapleksie sg
réwnolegte, wowczas wszystkie cztery bruzdy sa Sredniego
rozmiaru. Jezeli natomiast utozenie nici jest antyrownole-
gte, bruzdy moga przyjmowac¢ rézne ksztalty i rozmiary.
W przypadku dwoéch par sasiadujacych réwnolegtych nici
(Ryc. 12A), 2'-deoksyguanozyna, ktdra nalezy do sasiedniej
nici i ma takg samg konformacje wigzania glikozydowego
tworzy bruzde $rednig, podczas gdy 2'-deoksyguanozyna
sasiedniej nici antyrownolegtej (przyjmuje wtedy odwrotng
konformacje wigzania glikozydowego) tworzy dwie bruzdy
0 zréznicowanych wymiarach (szerokg i waska).

W przypadku nici wytgcznie antyréwnolegtych, utozo-
nych na przemian jak na Ryc. 12B, powstajg dwie szerokie
1dwie waskie bruzdy. Takie zr6znicowanie ksztattu i roz-
miaru bruzd powoduje réznice w trwatosci ré6znych typow
tetrapleksdw, réznice w oddziatywaniu z innymi liganda-
mi, w tym odmienny wzdr hydratacji. Z obliczen ab initio
wynika, ze trakty 2'-deoksyguanozynowe chetniej tworzg
struktury tetrapleksowe, w ktorych wszystkie 2'-deoksygu-
anozyny przyjmuja konformacje anty, podczas gdy naprze-
mienny uktad nukleozydoéw typu anty/syn wystepuje jedy-
nie w tetrapleksach antyrownolegtych [53], Wiele struktur
zawierajgcych wytgcznie konformacje anty lub syn zostato
scharakteryzowanych jako struktury z regularng konforma-
Cjag naprzemienng anty/syn.

Najnowsze prace Patela i wsp. wskazujg ponadto na
mozliwos$ci innej aranzacji tetrad, sktadajgcych sie nie tylko
z oddziatujgcych ze sobg reszt guaninowych [54], ale po-
wstajacych w wyniku oddziatywan dwuniciowych DNA,
kiedy jedna z podwdjnych helis stanowi ligand ulokowany
w bruzdzie wiekszej (zachowane sg wigzania Watsona-Cri-
cka, stabilizujgce obydwie helisy) drugiej helisy (Ryc. 13).

Tworzenie struktur wieloniciowych in vivo jest proce-
sem ztozonym, uwarunkowanym zaréwno superhelikal-
ng strukturg chromosomalnego DNA, jak i oddziatywa-
niami DNA z biatkami (np. strukturalne biatka histonowe,
czynniki transkrypcyjne oraz inne biatka enzymatyczne i
regulatorowe). Scharakteryzowano szereg biatek, ktére
oddziatujg specyficznie z fragmentami DNA zdolnymi
do wytworzenia struktur tetrapleksowych [55,56]. Biatka
z orzeskéw Tetrahymena thermophila [57] i Oxytricha [58],
oprdcz funkcji wigzania do G-tetrapleksu, sg czynnikami
utatwiajagcymi tworzenie tych struktur. Zidentyfikowano
rowniez egzonukleaze z drozdzy, kodowang przez gen
KEM1, wykazujacg preferencyjng aktywnos$¢ w stosunku
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Rycina 13. Potencjalne motywy tetrady GCGC (pary CG Watsona-Cricka) oraz
ATAT (pary AT Watsona-Cricka) o architekturze wynikajacej z (A,C) bezposred-
niego (B,D) przesunietego oddziatywania krawedzi bruzdy wiekszej helikalne-
go DNA. Oddziatywanie przesunietych krawedzi (B) wymaga zaangazowania
jednowarto$ciowego kationu, koordynujacego skierowane do wewnatrz tleny
akceptorowe [54].

do pozycji 5' fragmentu zaangazowanego w strukture te-
trapleksowa [59]. Ponadto, znana jest cytoplazmatyczna
egzorybonukleaza myszy mXRNIp, rozpoznajgca pre-
ferencyjnie tetrapleksy RNA jako substraty [60]. Trakty
guaninowe wystepujg nie tylko w sekwencjach telome-
rycznych. Zidentyfikowano je réwniez w regionach ko-
dujacych geny supresorowe, ktore zapobiegajg transfor-
macji nowotworowej komorek glejaka (retinoblastoma)
[61], w regionach kodujgcych insuline cztowieka [62],
czy w regionach kontroli onkogenu c-myc [63]. Do ba-
dan klinicznych dopuszczone juz obecnie sg zwigzki,
ktorych funkcja polega na niedopuszczeniu do tworzenia
struktur tetrapleksowych w regionach promotorowych
sekwencji kodujacej szereg biatek onkogennych, w tym
VEGF, PDGF-A, HIF-la, H-Ras, c-myc [64], Dalszego wy-
jasnienia wymaga rowniez funkcja niektérych biatek m.
in. podjednostki p biatka wigzgcego sekwencje telome-
rowe wyizolowanego z orzeska Oxytricha [65] czy biat-
ka Rapl drozdzy [66], wykazujgcych wtasciwosci biatek
opiekufczych oraz przyspieszajagcych tworzenie struktur
tetrapleksowych. Nadal jednak stosunkowo niewiele wia-
domo na temat molekularnych aspektéw rozpoznawania
i degradacji enzymatycznej roznych struktur tetraplekso-
wych DNA i funkcji biologicznych tych struktur.

PODSUMOWANIE

Powyzsze opracowanie, z koniecznos$ci bardzo skréto-
we, ma na celu pokazanie, dlaczego pomimo ponad 50
letniej historii intensywnych studiow, DNA jest ciagle
bardzo intensywnie badang biomolekulg. Zbudowany
ze stosunkowo prostych monomerdw (cztery zasady nu-
kleinowe), DNA cechuje sie nadzwyczaj wysoka rézno-
rodnoscig funkcjonalna i strukturalng. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze ciggle sg odkrywane nowe motywy
strukturalne, np. opisany w 2000 roku przez Patela i wsp.
motyw heksady, ktoéry tworzg cztery guaniny oraz dwie
adeniny, utozone w jednej ptaszczyznie i powigzane za
pomocg dodatkowych wigzan wodorowych (Ryc. 14)
[67].
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Rycina 14. Schemat heksady, ktérej rdzen stanowi tetrada-G potaczona
potozonymi mostkowo dwoma resztami adeninowymi; przygotowano na pod-
stawie [67].

Z badan NMR wynika, ze motyw heksady jest trwaty, a
zatem utworzenie takiej struktury moze stanowic interesu-
jaca droge do hamowania aktywnos$ci telomerazy. Wynik
ten wskazuje na potencjalne mozliwosci wykorzystania
roznych ligandow (w tym nukleotydow) oddziatujgcych
z fragmentami chromosomoéw o sekwencjach telomerycz-
nych, zdolnymi do wbudowania si¢ pomiedzy ptaszczyzny
tetrad tetrapleksu i w ten sposob zaburzajacymi oddziaty-
wania koncéw chromosomoéw z telomeraza, jako potencjal-

Rycina 15. ,Rozciaggnieta” (B) podwdjna helisa o sekwencji (dG)B(dC)lgprzyj-
muje zaskakujaca konformacje, w ktérej zasady utozone sa na zewnatrz taficucha
i eksponowane do rozpuszczalnika; dla poréwnania B-DNA (A) o tej samej sek-
wencji; reprodukowano za zgoda [69].
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nych czynnikéw terapeutycznych [68]. Jest réwniez dobrym
przyktadem $cistego powigzania pomiedzy znajomosciag
struktury i organizacji DNA in vitro i in vivo a poszukiwa-
niem nowych terapii przeciwnowotworowych oraz zapo-
biegajacych zmianom neurodegeneracyjnym zwigzanym ze
starzeniem DNA.

Elastyczno$¢ i zdoIno$¢ do zmian strukturalnych przy
zachowaniu sekwencyjnej integralnosci DNA odgrywaja
kluczowg role dla funkcji biologicznych. Oprdcz omoé-
wionych struktur, w ktérych tworzenie zaangazowane
jest szereg tancuchoéw, helikalny i superhelikalny DNA
ulega procesom zginania, tamania i rozciggania. Skraj-
nym przyktadem mozliwosci adaptacyjnych DNA jest
posta¢ rozciagnietej pod wptywem sit zewnetrznych nici
DNA o sekwencji (dG)B+ (dC)lg [69]. W przypadku P-
DNA (nazwa pochodzi od nazwiska L. Paulinga, ktory w
1953 roku zaproponowat model helisy, w ktorej zasady
bytly utozone na zewnatrz helisy) rozcigganie podwojnej
helisy wzdtuz jej osi doprowadzito do catkowitej zmiany
utozenia taficuchéw wzgledem siebie, przy zachowaniu
kanonicznych regut komplementarnosci (Rye. 15B) [70],
Pozostaje otwarte pytanie o mozliwo$¢ wystgpienia P-
DNA in vivo oraz o czynniki, ktére mogtyby stabilizowac
taka strukture.
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ABSTRACT

Deoxyribonucleic acid (DNA) is a biopolymer of nucleotides, usually adopting a double-stranded helical form in cells, with complementary
base pairing holding the two strands together. The most stable is B-DNA conformation, although numerous other double helical structures
can occur under specific conditions (A-DNA, Z-DNA, P-DNA). The existence of multiple-stranded (triplex, tetraplex) forms in vivo and their
biological function in cells are subject of intensive studies.
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Naprawa chemicznie metylowanego DNA
w Escherichia coli —rola biatka AIkB

STRESZCZENIE

zynniki metylujgce nalezg do najbardziej rozpowszechnionych mutagenéw $rodowi-
Cskowych. Zwigzki te metyluja gtéwnie zasady w DNA i RNA i powodujg zmiany ich
funkcji. W E. coli alkilowane zasady sg naprawiane przez biatka i enzymy, ktoére znajduja
sie stale w komdérkach (Ogt, Tag) lub pojawiajg sie okresowo (Ada, AlkB, AIkA, Aid) po
indukcji systemu obronnego Ada. W E. coli czynniki alkilujace indukujg réwniez system
SOS, obejmujacy ekspresje okoto 40 réznorodnych biatek, a wéréd nich i te, ktére biorg
udziat w naprawie, rekombinacji, replikacji i mutagenezie DNA. Cato$¢ oddziatywan, mo-
dyfikacja-naprawa, stanowi zadziwiajacy i bardzo sprawnie dziatajacy system komoérkowy.
WSrdéd biatek i enzymoéw zadziwia fakt wystepowania rzadko obserwowanych w przyrodzie
niekonwencjonalnych mechanizméw naprawy alkilowanych zasad. Szczegélnie zdumiewa
mechanizm dziatania dioksygenazy AIkB, ktéra tgczy naprawe metylowanych, etylowanych
i etenowanych zasad w DNA z oksydacja i dysocjacja grupy modyfikowanej, co prowadzi do
bezposredniego odzyskania zasad naturalnych. Przeglad ten usituje oceni¢ role poszczegdl-
nych biatek uczestniczacych w procesach naprawy metylowanego DNA.

WPROWADZENIE

Ze zdziwieniem i zaskoczeniem przyjmowano gromadzone fakty, z ktérych
wynikato, ze materiat genetyczny DNA wzglednie tatwo ulega uszkodzeniom,
a zachowanie statosci genetycznej jest wynikiem aktywnosci licznych systemoéw
naprawczych. Pomystowos$¢ ewolucji w generowaniu réznych systeméw kory-
gujacych uszkodzenia w DNA jest zadziwiajgca, a biatka o podobnej budowie i
specyficznosci dziatania wystepujag w taksonomicznie odlegtych organizmach,
takich jak bakterie i cztowiek. Czynniki alkilujgce sg w naturze szeroko rozpo-
wszechnione, a mechanizmy naprawy alkilowanego DNA sg bardzo zr6znico-
wane. Alkilowane DNA w E. coli jest naprawiane dzieki produktom 6-ciu gendw,
ekspresja dwoch, tagiogt, przebiega stale w komadrce (ekspresja konstytutywna)
a pozostatych czterech, ada, alkB, alkA iaidB, zachodzi po indukcji systemu adap-
tacyjnego Ada (ang. adaptive- lub Ada- response). Indukcja systemu Ada nastepuje
po zetknieciu sie komorek nawet z bardzo niskimi dawkami czynnikéw metylu-
jacych, a induktorem ekspresji jest 39 kDa biatko Ada, w ktdrym reszta cysteiny
w pozycji Cys-38 zostata zmetylowana [1-3]. Czynniki alkilujgce, oprécz ekspre-
sji gendw potaczonych systemem Ada, powodujg takze ekspresje systemu SOS
obejmujacego synteze okoto 40-tu ré6znych biatek, wsrdd ktérych sg rowniez te
zwigzane z rekombinacja, replikacjg, mutagenezg i naprawa DNA [4-7],

Rola i mechanizm dziatania biatka AlkB zostaty opisane pod koniec roku 2002
[8,9], Jego funkcje przez dwie dekady pozostawaty nieznane. Obecnie ustalono,
ze biatko AIkB katalizuje nowy i dotad niespotykany typ naprawy alkilowanych
zasad, ktory taczy oksydacje 2-oksyglutaranu (20G) do bursztynianu z oksy-
dacja i demetylacjg reszt ImeA i 3meC w DNA i RNA [8-10], W wyniku reakcji
grupy alkilowe zostajg usuniete, a pierwotna struktura zasad zostaje odzyska-
na. Ostatnio stwierdzono, ze w ten sam oksydacyjny sposéb AlkB katalizuje na-
prawe reszt NeetenoA i3, N4tenoC w DNA [11,12]. Eteno-podstawione zasady
powstajg w wyniku reakcji zasad naturalnych z dwu weglowymi fragmentami
lipidowymi wytwarzanymi w czasie stresu oksydacyjnego. Warto wiec jeszcze
raz zastanowié¢ sie nad tym co wiemy o chemicznych i biologicznych skutkach
alkilacji DNA, strategii komorek przeciwstawiajgcych sie tym uszkodzeniom i
mechanizmach naprawy alkilowanego DNA.

MECHANIZMY DZIALANIA ALKILANOW NA KWASY NUKLEINOWE

Czynniki alkilujagce (alkilany) powoduja alkilacje (metylacje, etylacje) zasad
i powstawanie alkilo-trojestrow fosforu w strukturze DNA, a niekiedy alkilacje
lipidéw i biatek. Uwaza sie, ze obecnos¢ alkilowanych zasad jest przyczyng ge-
notoksycznych i mutagennych zmian w komorkach. Wszystkie azoty (N) i tleny
(0), wystepujace w zasadach kwaséw nukleinowych, mogg ulega¢ alkilacji, ale
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proporcje w jakich one powstajg s zalezne od rodzaju czyn-
nika alkilujgcego [13-15]. Zaleznie od mechanizmu dziata-
nia, czynniki alkilujgce dzielg sie na dwie grupy zwiazkow,
na te ktdre reaguja z zasadami zgodnie z typem SN lub z
typem SN2. W reakcji alkilacji typu SNL (mono-molekular-
nej) podstawienie miejsc N czy O alkilem nastepuje wtedy,
gdy grupa alklilowa atakuje nukleofilowe miejsca zasad. W
reakcji alkilacji typu SN2 (bi-molekularnej) do miejsc ulega-
jacych alkilacji przytaczaja sie przejsciowo obydwie grupy
czynnika alkilujgcego i nastepnie grupa alkilowa wypie-
ra anionowg. Na przyktad, po reakcji zasady z chlorkiem
metylu (CH3CL zwigzek typu SN2) i utworzeniu zwigzku
przejsciowego, gazowy chlor (Cl2 zostaje wyparty, a centra
nukleofilowe zasad zostajg zmetylowane [16].

Do alkilanéw typu SNL nalezg np.: N-methyl-N'-nitro-N-
nitrozoguanidina (MNNG) i N-methyl-N'-nitrozo-mocznik
(MNU). Sa to zwigzki nitrozowe ktére wymagaja aktywacji
w komorkach. Do alkilanow typu Sx2, nalezg rézne halid-
ki metylu (CH3Br, CH31, CHJ), siarczan dwumetylowy
(DSM), siarczan metylo-metanowy (MMS). Natomiast siar-
czan etylo-metylowy (EMS) reaguje z zasadami DNA w
sposOb mieszany, zgodny z typarni SNL/ Sx2. Obydwa typy
alkilanow powodujg akilacje azotéw itlenéw zasad w DNA,
ale wystepujg znaczace réznice w proporcjach wytwarza-
nych produktéw.

Podziat alkilanow wedtug typow reakcji (SNL, SN2) znacz-
nie uporzagdkowat te grupe mutagenow. Zwroécit uwage na
korelacje miedzy zmianami chemicznymi i ich efektami bio-
logicznymi i poma&gt w zrozumieniu przyczyn zréznicowa-
nego dziatania alkilanow. W obecnej pracy omawiane beda
gtdwnie skutki dziatania czynnikéw metylujacych na E. coli,
oraz wptyw metylacji DNA na metabolizm, mutacje i letal-
no$¢ komorek.

ALKILANY WYSTEPUJACE W
SRODOWISKU NATURALNYM

Czynniki alkilujagce sg szeroko rozpowszechnione w
naturze i prawdopodobnie stanowig najliczniejszg grupe
naturalnych  mutagenéw S$rodowiskowych. Najliczniej
wystepujacymi alkilanami sg chlorki halidkéw (metylu,
bromu, jodku). Znaczne ilosci chlorku metylu (CH3Cl) po-
wstajg w wyniku dziatalnosci przemystowej i naturalnych
przemian abiotycznych. Chlorek metylu wytwarza sie w
czasie detrofizacji starzejacych sie lisci, po spalaniu odpa-
déw organicznych, w gnijacych srodowiskach wodnych.
Dawcg grupy metylowej jest powszechnie wystepujgca
w ros$linach pektyna [17]. Niektore algi i grzyby produku-
jag CH3X1 » wyniku detoksyzacji chloru. Chlorek metylu
stanowi gtéwng przyczyne destrukcji ozonu i sprzyja po-
wstawaniu dziur ozonowych w stratosferze. Chlorek bro-
mu jest wytwarzany w znacznych iloSciach w srodowisku
morskim.

Zwiazki metylujace sg immanentnym sktadnikiem or-
ganizméw zywych. Na przyktad S-adenozylo-metionina
(SAM), ktora stuzy jako donor metylu dla wielu reakcji
biologicznych, jako czynnik SN2, moze chemicznie mety-
lowaé azoty zasad kwaséw nukleinowych. Zwigzki mety-
lujgce typu nitrozoamin powstajg w tkankach po konden-
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sacji azotyn6éw z aminokwasami i amidami. Na przyktad
kondensacja metyloaminy (katabolit amin) z karbamy-
lo-fosforanem (prekursor pirymidyn) powoduje powsta-
wanie metylomocznika (MU), ktdry po nitrozacji tworzy
metylo-nitrozomocznik (MNU) [18]). R6znorodne silnie
rakotwdércze pochodne nitrozoamin powstajg w wyniku
palenia wyrobéw tytoniowych. Niektore zwigzki alkilu-
jace typu SNL (ale nie typu SN2), jak czynniki metylujace,
temozolomid, dakarbazyna, wytwarzany przez grzybnie
Streptomyces achromogenes antybiotyk streptozotocyna lub
chloroetylowe pochodne BCNU i CNU, jak chlorambucyl,
karmustyna, lomustyna i inne tego typu zwiazki, sg po-
wszechnie uzywane jako leki cytotoksyczne i przeciwno-
wotworowe [15,16,19]

PRODUKTY CHEMICZNEJ METYLACJI DNA

Metylacja DNA powoduje powstawanie wielu ré6znorod-
nych metylowanych zasad oraz metylo-tréjestrow fosforu
taczacych nukleotydy w taficuch DNA. Dane o procento-
wym rozmieszczeniu metylowanych produktdw otrzy-
manych po dziataniu MMNG, MNU lub MMS na jedno i
dwuniciowe DNA sg zgromadzone w Tabeli 1. Te alkilany
sg najczesciej stosowane do badan laboratoryjnych. W Ta-
beli 1 umieszczone sg tez informacje jakie znaczenie biolo-
giczne wywierajg poszczegdlne produkty alkilacji ijaka jest
ich potencjalna specyficzno$¢ mutacji. W dolnej czesci tabeli
znajdujg sie dane, ktore wykazujg w jakich stosunkach wy-
twarzane sg reszty OlalkiloG i N7alkiloG w alkilowanym
DNA. Z tych poréwnanh wida¢, ze znacznie wyzszy procent
reszt ChmeG wytwarza si¢ po metylacji DNA czynnikami
typu SNL (MNU i MNNG) niz czynnikami typu SN2 (MMS).
Natomiast po alkilacji siarczanem etylo-metanowym EMS
(typ reakcji mieszany, SNL/SN2) stosunek wytwarzanych
reszt 0 GalkiloG do N7alkiloG jest posredni. Dane te sg wy-
nikiem kompilacji wielu prac [14-15,19-21],

METYLOWANE ZASADY BIOLOGICZNIE
NIESZKODLIWE

NajczesSciej wystepujagcymi metylowanymi zasadami
w DNA sg reszty 7meG. Stanowig one od 67% do 83 %
wszystkich zmodyfikowanych struktur DNA. Ta modyfi-
kacja jest raczej nieszkodliwa, gdyz zar6wno zasada natu-
ralna G jak i metylowana 7meG maja jednakowe zdolnosci
do wytwarzania komplekséw par zasad i w czasie replika-
cji DNA tworzg pary z substratem dCTP. Nieszkodliwymi
modyfikacjami sg rowniez metylacje fosfo-dwuestréow do
metylo-fosfo-trojestrow i prawdopodobnie metylacja A —
TmeA.

Czynniki metylujace typu SNL powodujg wytwarzanie
dwoch diasterecizomeréw metylo-fosfo-trojestrow w DNA,
formy: Sp i Rp. Tylko forma Sp jest biologicznie aktywna
i powoduje metylacje Ada —» meCys38-Ada. Mozna wiec
uzna¢, ze biatko Ada jest demetylazg stereocizomeru mety-
lo-fosfo-trojestrowego w DNA, wystepujacego w formie Sp.
Na temat naprawy stereoizomeru Rp brak jest danych.

Zmetylowane biatko meCys38-Ada, po przeksztatceniu

i przytgczeniu do miejsc promotorowych, jest pozytywnym
regulatorem transkrypcji wszystkich genéw regulonu Ada.
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Tabela 1. Rozmieszczenie produktéw metylacji (%) uzyskanych po dziataniu MMS (typ SN2) lub MNU i MNNG (typ SNL) na jedno lub dwuniciowe DNA.

Produkty MMS + DNA MNU + DNA MNNG + DNA Biologiczne znaczenie produktéow Specyficznos$é

metylacji DNA jedno- i dwuniciowe jedno- idwuniciowe dwuniciowe (%) mutacji
(%) (%)

NImeA 18,0 3,5 2,8 1,3 1,0 toksyczne i mutagenne AT—-»TA (GC)

N3meA 1,4 10,8 2,6 9,0. 12,0 toksyczne i mutagenne AT-» TA

N7meA 3,8 1,8 1,8 1,7 — nieszkodliwe —

N3meG «1 0,6 0,4 0,8 toksyczne i mutagenne GC-» ?

OhmeG nw 0,3 3,0 6,3 7,0 mutagenne i toksyczne nieszkodliwe GC-» AT

N7meG 68,c 83,0 69,0 67,0 67,0 —

0 2meT nw nw nw 0,11

N3meT nw nw 01 03 - mutagenne AT-» TA

CdmeT nw nw 04 — toksyczne i mutagenne AT-»GC

OzmeC nw 0,1

N3meC 10 <1 0,6 2,0 toksyczne i mutagenne GC-»AT

metylo-fosfo- Nieszkodliwe. Forma SRjest

tréj-ester (<1%) 0,8 donorem CH, dla Cys-38-Ada,

[0=P-(0)2 -10 17 ktore przeksztatca sie w regulator

Orne] transkrypcji gendw Ada-response

ALKILANY TYP REAKCJI 0 GalkilG/7alkilG

MMS \V; 0,0035

EMS SNV Sn2 0,03

MNU SNL 01

MNNG SNL 0,1

Wyniki zgromadzone w tabeli pochodzg z [14,15,18-21, 43], Skr6t: nw, oznacza nie wykryto; (-) oznacza, nie sprawdzano.

Natomiast czynniki metylujgce typu SN2 (np. MMS), w od-
réznieniu od czynnikow metylujagcych typu SN1 metyluja
wprost reszte Cys38 w biatku Ada i w sposdb bezposredni
przeksztatcajg Ada w regulator transkrypcji [22], Zwigzanie
reszt cysteinowych z grupami metylowymi sg bardzo silne
i raz zmetylowane biatka Ada i Ogt nie ulegajg demetyla-
cji. Czynniki metylujagce sg dobrymi induktorami systemu
Ada. Czynniki etylujace, w odréznieniu od metylujacych, sg
stabymi induktorami systemu Ada [23], Biatko Ada spetnia
kilka funkcji. Inne jego funkcje zostang opisane w dalszej
czesci pracy.

MUTACJE WYWOLANE METYLACJA ZASAD W DNA

Metylowanymi zasadami w DNA o znaczeniu muta-
gennym sg reszty 0 6meG (silnie mutagenna) oraz 3meA,
ImeA i 3meC (silnie cytotoksyczne i mutagenne). Reszty
0 4meT, 3meG, 3meT sg wytwarzane w mniejszych ilos-
ciach i efekty biologiczne wynikajace z ich obecnosci sg
prawdopodobnie znacznie stabsze. Przyczyng mutagen-
nosci 0 6meG jest fakt jej dwuznacznosci komplementarnej.
W czasie replikacji kierowanej przez polimeraze DNA 1lI
(gtéwny enzym replikujacy DNA w E. coli) reszty 0 meG
w matrycowym DNA w tym samym stopniu tworzg wig-
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zania komplementarne z resztami dCTP (brak mutacji) jak
i z resztami dTTP, co moze prowadzi¢ do tranzycji GC—»
AT [21]. Pary zasad OhneGiiT w DNA moga byé rozpozna-
wane przez zespot biatek, ktory bierze udziat w naprawie
zle sparowanych zasad (ang. mismatch repair, MMR) i usu-
waniu Zzle dopasowanej zasady z nowo-syntetyzowanej
nici DNA. Usytuowanie reszt 0 GneG w nici matrycowej
uniemozliwia ich naprawe, a proby naprawy moga prowa-
dzi¢ do podwyzszenia letalnosci komadrek [24].

Przyczyng mutagennosci 0 4meT moze by¢ tworzenie
sie par zasad 0 4meT:G, co prowadzi do tranzycji AT—
GC [21]. Natomiast N-metylowane zasady, jak 3meA
(substrat dla glikozylaz DNA) oraz ImeA i 3meC (sub-
straty dla AIlkB) silnie hamujg synteze DNA a dalsza
synteza (oraz mutacje) DNA moga zaj$¢ tylko z udzia-
tem mutagennej polimerazy DNA V (poi V) kodowanej
przez geny umuCD isyntetyzowanej po indukcji systemu
SOS. W szczepach bakteryjnych z uszkodzonymi genami
umuD lub umuC, mutacje wywotywane dziataniem MMS
sg silnie lub catkowicie supresorowane [25-27], Polime-
raza V umozliwia replikacje uszkodzonego DNA (ang.
translesion synthesis) gdy w matrycowej nici DNA zasada
zostata usunieta lub, gdy w skutek modyfikacji, utracita
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swe naturalne witasciwosci do wytwarzania komplemen-
tarnych par zasad [28], Polimeraza V w komaérkach E. coli
jest wytwarzana tylko po indukcji systemu SOS [4-7,28].
Alkilany (zwigzki metylowe i etylowe) sg dobrymi in-
duktorami systemu SOS.

Zmianami mutagennymi wynikajacymi z obecnosci
3meA w DNA s3 wytacznie transwersje AT-»TA, a z obec-
nosci ImeA i 3meC, gtéwnie transwersje AT—»TA i tranzy-
cje GC-> AT [25, 27, 29], Nalezy zaznaczy¢, ze mutacje wy-
nikajace z obecnosci ImeA i 3meC w DNA (substraty dla
enzymu AIkB) mozna $ledzi¢ tylko w mutantach E. coli z
uszkodzonym genem alkB, a r6znice w poziomach mutacji
wystepujacych po dziataniu MMS na komorki bakteryjne
alkB' i alkB+wyznaczajg potencjat mutacyjny reszt ImeA i
3meC w DNA.

Biatka AlkB w normalnych komoérkach typu dzikiego
alkB+nie sg syntetyzowane. Ich synteza nastepuje po in-
dukcji systemu Ada. To sugeruje, ze w komorkach alkB+
pod wptywem MMS biatka AlkB sg szybko indukowane, a
reszty ImeA i 3meC sg szybko i wydajnie przeksztatcane
do zasad wyjsciowych A i C. Z danych umieszczonych w
Tabeli 1 wynika, ze ilo$¢ i jako$¢ zmetylowanych produk-
tow zalezy nie tylko od czynnika metylujacego, ale i od
struktury DNA, np.: po reakcji DNA z MMS (typ reakcji
SN2) ilos¢ wytwarzanych reszt ImeA jest znacznie wyzsza
w jedno- niz w dwuniciowym DNA (18% vs 3.8%; rzad 1,
kolumna 2). Dlatego uwaza sie, ze mutacje wynikajace z
metylacji A do ImeA zachodzg gtdwnie w widetkach re-
plikacyjnych lub podczas transkrypcji, gdy nici DNA s3
rozplecione [29], Taka zalezno$¢ nie wystepuje gdy czyn-
nikiem metylujgcym jest MNU (typ reakcji SN1). 1lo$¢ pro-
dukowanych reszt ImeA w jedno- i dwuniciowych DNA
sg znacznie nizsze (2.8% us 1.3%;) a ich wartosci sg do sie-
bie zblizone (rzad 1, kolumny 2i 3). Czyli reasumujac, me-
tylacja reszt A do ImeA w jednoniciowym DNA zachodzi
szczegoOlnie tatwo gdy czynnikiem metylujgcym jest MMS
ijest ponad 6-krotnie nizsza gdy czynnikiem metylujgcym
jest MNU. Z analizy danych w tabeli 1 wynika jeszcze jed-
na, czesto pomijana w dyskusjach informacja. Produkcja
reszt 3meA (odwrotnie niz ImeA), bez wzgledu na to czy
czynnikami metylujacymi sg zwigzki typu SN2 (MMS) czy
SN (MNU, MNNG), jest zawsze znacznie wyzsza w dwu-
niz w jednoniciowym DNA.

MUTACJE WYNIKAJACE ZWTORNYCH
USZKODZEN DNA

Zmiany mutacyjne moga by¢ wynikiem tworzenia sie
apuryno-apirymidynowych (AP) miejscw DNA. Miejsca AP
w DNA moga powstawac spontanicznie w wyniku oderwa-
nia sie puryn (modyfikacja zasad przyspiesza rozpad wig-
zania N-glikozydowego) lub w wyniku dziatania glikozy-
laz, enzymow usuwajgcych zmodyfikowane zasady z DNA.
Miejsca AP, ktére powstaja w wyniku dziatania glikozylaz
3meA DNA 1i Il na alkilowane DNA stanowig pierwszy
etap naprawy tych alkilowanych zasad. Gdy poziom miejsc
AP w DNA przewyzsza zdolno$é komorek do ich naprawy,
miejsca apurynowe moga wywotywac¢ mutacje, ale dla wy-
wotania mutacji wymagany jest udziat SOS-zaleznej, kodo-
wanej przez umuD utnuC, polimerazy DNA V.
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BIALKA | ENZYMY NAPRAWIAJACE
SKUTKI ALKILACJI DNA

BIALKA SYNTETYZOWANE KONSTYTUTYWNIE

W czasie normalnego wzrostu komdrek w E. coli syn-
tetyzowane sg dwa biatka Tag i Ogt, ktore sg zwigzane z
naprawg alkilowanych zasad w DNA. 21,1 kDa biatko Tag
(produkt genu tag) ma aktywno$¢ enzymatyczng glikozyla-
zy 3meA DNA I. Enzym ten usuwa gtéwnie reszty 3meA i
w mniejszym stopniu reszty 3meG z DNA, pozostawiajgc
miejsca AP. Jest to pierwszy etap naprawy. Odrebne en-
zymy kolejno, przecinajg tafncuch DNA i usuwajg resztki
uszkodzonego nukleotydu (AP- i 5'dRP-liazy) i po resyn-
tezie utraconego nukleotydu (polimeraza DNA 1) wiacza-
ja odbudowany fragment (ligaza) w strukture DNA [2,3].
Natomiast biatko 19 kDa Ogt (produkt genu ogt) fide bona
nie jest enzymem. Biatko Ogt ma funkcje metylotransfera-
zy 06@meG DNA, ktéra przenosi grupe metylowg z reszt
0 6meG (jak réwniez z reszt ChetyloG i 0 4meT) w alkilowa-
nym DNA na reszte cysteinowg wiasnego biatka. W wyniku
reakcji, pierwotna struktura naturalnej zasady G (i T) zosta-
je odzyskana, a biatko Ogt ulega bezpowrotnej inaktywacji.
Ta reakcja jest bardzo szybka ale nieodwracalna [30].

BIALKA INDUKOWANE W SYSTEMIE Ada

Po indukcji systemu Ada syntetyzowane sg cztery biatka
zwigzane z naprawg uszkodzen alkilacyjnych w DNA. Sa to
biatka: 39 kDa Ada, AIkB, AIKA i AidB. Geny ada i alkB two-
rza jeden operon isg transkrybowane z jednego promotora
Ada. Ostatni nukleotyd A w tryplecie UAA, ktory koniczy
synteze biatka Ada stanowi pierwszy nukleotyd w tryple-
cie AUG, zaczynajacym synteze biatka AIkB [31]. Pozostate
geny alkA iaidB, tworzg pojedyncze operony i kazdy z nich
jest transkrybowany oddzielnie. Szacuje sie, ze w stanie
podstawowym ilo$¢ biatek Ada wynosi od 2-4, a ilo$¢ Ogt
od 20-30 czastek na komadrke. Po indukcji systemu Ada ilos¢
transkrybowanego biatka Ada wzrasta 1000- krotnie, biatka
AlkB 100-krotnie, a AIKA 10-krotnie [16,18] Sadzac po sile
indukcji, biatko AIkB w stanie podstawowym komorki nie
jest syntetyzowane (gdyz 4-rem czgstkom biatka Ada odpo-
wiadajg 0.4 czastki AlkB). Ilo$¢ biatek AidB w komérce nie
zostata oszacowana.

WIELOFUNKCYJINE BIALKO Ada

Biatko Ada spetnia kilka funkcji 39 kDa biatko Ada (pro-
dukt genu ada) ma dwie reszty cysteiny (sposrod 12-tu), kto-
re sg zdolne do akceptacji grup metylowych z alkilowanego
DNA. Sa to reszty Cys38 i Cys321. Reszta Cys38 w biatku Ada
jest zwigzana (poprzez Zn) z 3 innymi resztami Cys42, Cys69
i Cys72 i ta struktura utatwia metylag'e Cys38 [32], Dawcami
grup metylowych dla Cys38 sg w DNA metylo-fosfo-tréjestry
w formie Sp, a dla reszt Cys321, reszty OhneG i CTmeT w
DNA [2,3]. Zmetylowane 39 kDa biatko meCys38-Ada (i tez
podwdjnie-zmetylowane meCys38, meCys321-Ada) po prze-
ksztatceniu konformacyjnym staje sie pozytywnym regulato-
rem transkrypcji wszystkich genéw regulonu Ada i po przy-
taczeniu sie do odpowiednich miejsc promotorowych urucha-
mia transkrypcje wszystkich genéw regulonu Ada: ada, alkB,
alkA iaidB. Natomiast nadprodukowane, ale nie zmetylowane
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biatko Ada jest negatywnym regulatorem i powoduje zmniej-
szenie poziomu transkrypcji genéw Ada [33],

KONTROLOWANY ROZPAD 39 kDa BIALKA Ada

39 kDa biatko Ada (metylowane lub nie) pod wptywem
proteaz komdérkowych rozpada sie na dwa odrebne biatka:
20 kDa N-Ada i 19 kDa C-Ada. Funkcja regulatora tran-
skrypcji zostaje bezpowrotnie utracona, ale kazde z biatek
zachowuje swe poprzednie zdolno$ci akceptacji grup me-
tylowych na reszty cysteinowe [34], Cys38, znajdujgca w
20 kDa biatku N-Ada (cze$¢ Ada z grupg NH,), w dalszym
ciggu moze akceptowac grupy CH3wystepujgce w metylo-
fosfo-tréjestrach w formie Sp, a Cys321, znajdujgca sie w
19 kDa C-Ada (cze$¢ Ada z grupa karboksylowg) jest ak-
ceptorem grup alkilowych z reszt 0 GmeG i 0 4meT. Okazato
sie, ze 19 kDa biatko C-Ada wytwarzane na skutek rozpadu
39 kDa Ada i 19 kDa biatko Ogt sg strukturalnie i funkcyj-
nie podobne. Obydwa spetniajg role transferazy 0 @&lkiloG
DNA i dealkilujg zasady w DNA przez przeniesienie reszt
alkilowych na Cys321, ale wystepujg znaczne rdznice w
kinetyce dealkilacji. Biatko Ogt, z podobng szybkoscig jak
C-Ada, demetyluje 0 6meG (1,1:1) ale dealkiluje 0 GtylG i
0 4meT z szybkosciag, odpowiednio 173- i 84-krotnie wyzszg
niz C-Ada [35],

By¢ moze przyczyng tego jest fakt, ze czynniki etylujace
sg stabymi induktorami systemu Ada [23], W takim przy-
padku biatko Ogt pozostaje jedynym biatkiem w komor-
kach £. coli, ktére ma zdolno$¢ do naprawy reszt OhmeG,
0 GtylG i04meT w DNA.

ROLA | MECHANIZM DZIALANIA BIALKA AlkB

Biatko AlkB zostato wykryte w komoérkach E. coli w
roku 1982 [36] po izolacji pierwszego mutanta alkB22, ale
jego funkcje zostaty ustalone pod koniec roku 2002 [8,9],
Wczesniej ustalono wiele cech mutantéw. Stwierdzono, ze
mutanty alkB (w stosunku do alkB4) majg znacznie wyzszga
letalno$¢, gdy rosng w obecnosSci MMS, ale ich wzrost ha-
mowany jest nieznacznie, gdy rosng w obecnosci MNNG.

Stwierdzono, ze jedno-niciowe fagowe DNA jest znacznie
bardziej podatne na uszkodzenie pod wptywem dziatania
MMS, niz MNNG;,a fagi uszkodzone przez MMS sg reak-
tywowane gdy wzrastajg w szczepach E. coli alkB+ale nie sg
reaktywowane gdy wzrastajg w szczepach alkB\ Zauwazo-
no tez, ze réznice w przezywalnosci i reaktywacji dwunicio-
wego fagowego DNA, bez wzgledu na to czy czynnikiem
uszkadzajacym jest MMS, MNU czy MNNG, sg nieznaczne.
Te wszystkie cechy fagow i bakterii staty sie zrozumiate gdy
okreslono funkcje biatka AIkB jako enzymu naprawiajgcego
reszty ImeA/3meC w DNA izwrécono uwage, ze brak lub
wystepowanie opisywanych cech w fagach lub bakteriach
jest skorelowana z iloscig reszt ImeA/3meC, wystepuja-
cych w metylowanym DNA. Juz we wczesnych pracach za-
uwazano, ze w budowie biatka AIkB wystepujg sekwencje
homologiczne do hiatek z rodziny superoksydaz z tkanek
ssakow [31]. Jednak dopiero zakwalifikowanie AIkB do bia-
tek z grupy oksydaz zaleznych od (Fe(ll) i 2-oksoglutaranu
(20G) [37] spowodowato jego szybkg identyfikacje. Okaza-
to sie, ze biatko AIKB jest zalezna od Fe(ll) dioksygenaza,
ktora taczy utlenienie 20G do bursztynianu z utlenieniem
grup metylowych w resztach ImeA i 3meA. W wyniku re-
akcji powstajg grupy hydroksymetylowe, ktore tatwo dyso-
cjujg w postaci formaldehydu, a w DNA zostajg odzyskane
zasady naturalne A i C (Ryc. 1). Gdy substratem dla AlkB sg
reszty letyloA w DNA, grupy etylowe zostajg utlenione do
hydroksy-etylowych i uwalniane w postaci acetaldehydu
CH3CHO [8-10],

Odkrycie funkcji biatka AIKB i mechanizmu jego dziata-
nia wzbudzito ogromne zainteresowanie. Biatko AlkB ma
zdolnos$é do odzyskania zasad naturalnych z reszt ImeA/
3meC, znajdujacych sie w DNA i RNA [8-10]. Najmniejszym
substratami dla AIkB sg reszty ImedAMP i ImedATP [42].
Substratami dla AIkB sg rowniez reszty ImeG i 3meT, ktdre
jednak rzadko wystepujg w metylowanym DNA [43]. Resz-
ty ImeA i 3meC w DNA zatrzymujg replikacje DNA i sg
silnie genotoksyczne. Poniewaz metylacji ulegajg réwniez
zasady znajdujace sie w RNA (MRNA tRNA) mozliwe jest,
ze genotoksyczne dziatanie MMS jest wynikiem chemicznej
metylacji mMRNA i tRNA co powoduje zahamowania syn-
tezy biatka. Wykazanie, ze

NH, 2-Oksoglutaran Bursztynian NH.
.~.CH o ? N~
N N o""'l\‘( ~ A 0L~ L / ‘1
o ) N=SN
N |
N DNA
DNA 0=0 O0=C=0
A
1MeA 1-ohMeA
NH, AlkB NH
I Speel, Fe(ll)
N N
N~ 0 N
DNA DNA
3MeC
3-ohMeC

chemicznie  metylowane
NH, tRNA traci swe funkcje
e NNy biologiczne, ktére nastep-
(o nie po inkubacji z biatkiem
N AIKB zostajg odzyskane,
Formaldenyd A potwierdzajg te przypusz-

H,C=0 A czenia [44],

1

e - Ostatnio  stwierdzono,
H, ze AIKB utlenia i usuwa
OH XN rowniez cykliczne grupy
N o etenowe, wystepujace w
1¥e I,N &tenoA i 3,N4tenoC-

DNA [11,12], Etenowe za-
C sady powstajg po reakcji
reszt A lub C z produkta-

Rycina 1. Przebieg reakcji demetylacji reszt ImeA i 3meC w DNA. W reakcji, oprécz substratéw ImeA i 3meC udziat biora: AlkB, Mi rozpadu oksydacyjnie
Fe(ll), 2-oksoglutaran i O,, ubocznymi produktami reakcji sa bursztynian i COv a produktami posrednimi hydroksymetylowe po- uszkodzonych zwigzkow

chodne A'i C, z ktérych, po uwolnieniu grupy hydroksymetylowej w postaci formaldehydu, zostajg odzyskane zasady naturalne A
i C. Gdy substratami sg etylowe pochodne zasad, zamiast formaldehydu uwalnia si¢ acetaldehyd. Opracowano na podstawie prac

[19, 39-421.
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lipidowych lub rakotwor-
czym chlorkiem winylu i
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Rycina 2. Reakcje utlenienia i deetenozacji reszt etenowych z I,N GetenoA w DNA. Reakcja przebiega w sposéb analogiczny jak reak-
cja demetylacji zasad przedstawiona na Ryc. 1 i wymaga dioksygenazy AlkB, Fe(ll) 20G i Or Grupa etenowa z |,N &tenoA zostaje
utleniona, uwodniona i odczepiona w postaci glioksalu, a zasada naturalna zostaje odzyskana. Opracowane wedtug [11,12].

jego metabolitami (np chloroacetaldehydem, (CCA)). Reak-
cja deetenozacji przy udziale biatka AIkB przebiega w spo-
séb analogiczny jak procesy demetylacji i wymaga, oprdcz
biatka AIKB i Fe(ll), 20G i tlenu czasteczkowego. Nastep-
nie egzocykliczne grupy etenowe zostajg utlenione do grup
epoksydowych, uwodnione do grup glikolowych i odcze-
pione w postaci glioksalu, co prowadzi do odzyskania pier-
wotnych zasad naturalnych (Ryc. 2).

Reakcje utlenienia 20G do bursztynianu wystepujg cze-
sto w metabolizmie komérek. Te zwigzki pojawiajg sie w
cyklu utlenienia kwaséw ttuszczowych i utlenienia kwasu
cytrynowego (dawniej cykl Krebsa) oraz w wielu innych
reakcjach syntetycznych [45], Potaczenie proceséw oksy-
dacyjnych z modyfikacja zasad i z procesami naprawy me-
tylowanych i etenowanych zasad w DNA jest intrygujace.
Wydaje sie, ze AIKB jest jednym z wazniejszych biatek syn-
tetyzowanym w systemie Ada. W komoérkach bakteryjnych
wystepuje jedno biatko AlkB. W tkankach cztowieka wy-
kryto 8 roznych biatek homologicznych do biatka AlkB [46],
ale tylko dla dwoch, ABIT2 i ABH3, stwierdzono aktywno$¢
enzymatyczng. ABH2 demetyluje reszty ImeA/3meC w
dwuniciowym DNA, a ABH3, podobnie jak AlkB, demety-
luje reszty ImeA/3meC w DNA iz mniejszg aktywnoscig
w RNA i w niewielkim stopniu deetyluje reszty l-etyloA.
[38,47].

ROLA BIALKA ALKA

Biatko AlkA (glikozylaza 3meA DNA Il), podobnie jak
konstytucyjny enzym Tag (glikozylaza 3meA DNA ), usu-
wa reszty 3meA DNA, pozostawiajagc miejsca AP w DNA i
jest to jedyna cecha wspdélna dla tych obydwdéch enzyméw.
AIKA rozni sie od Tag ciezarem czasteczkowym (31.4 kDa
versus 21,1 kDa) i specyficznosciag substratowa, a w ich bu-
dowie brak jest sekwencji homologicznych. Ewolucja tych
biatek przebiegata wiec w sposéb catkowicie odmienny. En-
zym Tag jest wysoce specyficzny, usuwa z DNA gtdwnie
reszty 3meA i, z niskg aktywnoscig, reszty 3meG z DNA
[48]. Enzym AIKA jest mato specyficzny i oprécz 3meA usu-
wa z DNA metylowane zasady purynowe ipirymidynowe,
3meG, 7meG, 7meA, 7-hydroxy-etyloG, 0 2neT, 0 2meC, ich
pochodne etylowe, atakze hipoksantyne (produkt deamina-
cji A), ksantozyne i oksanine (produkty reakcji tlenku azotu
z guaning), 5-fluorouracyl oraz uwaga! zasady naturalne
(gtownie guaning) oraz etenowane pochodne zasad: 1,N6
etenoA, I,N202meC, I,N 2etenoG i 3,N4tenoC z DNA [49,
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50]. AIKA jest wiec nastep-
nym (poza AIkB) biatkiem
indukowanym w systemie
| Ada, ktéry moze uczestni-
czyé W naprawie etenopo-
chodnych zasad w DNA.

Usuwanie z DNA eteno
pochodnych zasad przez
glikozylaze DNA AIKA jest
bardziej wydajne, niz od-
wracanie reakcji etenozacji
przy udziale biatka AIkB.
Wydaje sie, ze wytwarza-
nie w komérkach, w cza-
sie szoku oksydacyjnego,
pochodnych etenozasad jest reakcjg czesto wystepujgcg w
DNA, gdyz w E. coli istnieje jeszcze jeden enzym, glikozy-
laza MUG (mug) ktéra wydajnie usuwa etenowane zasady
z DNA [51,52]. By¢ moze procesy etenozacji zasad ulegaja
natezeniu w obecnosci czynnikow alkilujacych.

Glioksal

Biatko Tag usuwa 3meA gtéwnie z dwuniciowego DNA,
natomiast biatko AIkA usuwa 3meA z dwuniciowego DNA,
i z 10-20-krotnie wyzsza wydajnosciag niz Tag z jednonicio-
wego DNA [53]. Reszty 3meA w DNA stuzg jako sygnat do
indukcji systemu SOS w E. coli [54], Usuwanie 3meA z DNA
wptywa wiec na obnizenie indukcji systemu SOS. W orga-
nizmie cztowieka zidentyfikowano wiele biatek naprawia-
jacych alkilowane DNA, o sekwencjach homologicznych do
biatek Ada, AlkB i AidB E. coli, ale nie znaleziono biatek ho-
mologicznych do biatka AIkA. Budowa glikozylaz APNG
(zwana rdznie, AAG, MPG), usuwajacych alkilowane zasa-
dy z DNA tkanek cztowieka, jest catkowicie odmienna od
budowy biatka AIKA E. coli.

ROLA BIALKA AidB

Rola biatka AidB jest najmniej znana. Jego sekwencja jest
zblizona do sekwencji dehydrogenaz koenzymu A (CoA),
wystepujacych u ssakéw i faktycznie biatko to wykazuje
stabg aktywnos$¢ dehydrogenazy izowaleryl-CoA [55]. Wie-
my tez, ze nadekspresja aidB ochrania komorki E. coli przed
mutagennym dziataniem MNNG. Ostatnio niespodziewa-
nie stwierdzono, ze w sktadzie z AidB (1:1) znajduje sie fla-
wina (z6to zabarwiony barwnik, pochodna izoalloksazyny,
sktadnik enzymow oddechowych), a biatko jest tetramerem
i ma zdolno$¢ do wigzania sie z dwuniciowym DNA co
ochrania znaczng cze$¢ biatka przed proteoliza. Przypusz-
cza sie, ze rolg biatka jest detoksyfikacja czynnikéw alkilu-
jacych typu SNL i byé moze naprawa niesprecyzowanych
dotad produktow alkilacji DNA [56]. Obecnos$¢ flawiny su-
geruje udziat proceséw oksydo-redukcyjnych, przypuszcza
sie, ze rowniez i w tym przypadku naprawa alkilowanych
zasad zachodzi w wyniku redukcji (oksydacji) alkilowanych
zasad i przebiega w sposob bezposredni. Rozwigzanie tego
zagadnienia wydaje sie byé bardzo bliskie.

PODSUMOWANIE

Naprawa alkilacyjnych uszkodzen w DNA przedstawia
niezwykle rozbudowany system metaboliczny. Czynniki al-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

kilujagce moga indukowa¢ dwa globalne systemy naprawy
uszkodzen w DNA: SOS i Ada. Zardwno przy wytwarzaniu
uszkodzeh w DNA, jak i w naprawie alkilowanego DNA,
procesy oksydacyjne przeplatajg sie z procesami alkilacji i
dealkilacji. Jest to chyba pierwszy przyktad tak bliskiego
powigzania i przenikania odmiennych proceséw metabo-
licznych
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Chemically methylated DNA repair in Escherichia coli

—the role of AIkB protein
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ABSTRACT

Methylating agents belong to mutagens occurring most frequently in our environment. They methylate mainly the nitrogen bases in DNA
and RNA, affecting their functions. In E. coli the alkylated bases are repaired by proteins and enzymes either permanently present in the cells
(Ogt, Ada) or produced transiently (Ada, AlkB, AIkKA, Aid), after induction of the Ada defence system. Alkylating agents induce also the SOS
system, which enhances the synthesis of about 40 proteins, including those participating in recombination, replication and mutagenesis of
DNA. All DNA interactions, modifications and repairs constitute an amazing and highly efficiently functioning cellular system. Among the
repair proteins there are some which affect the alkylated bases in a non-conventional way, very rarely occurring in nature. Especially amazing
is the mechanism of action of dioxogenase AIkB, which combines the repair of methyl-, ethyl- and etheno-base derivatives with oxidation and
dissociation of the modified groups, leading to direct recovery of natural bases. This review attempts to elucidate the role of the individual

proteins involved in the repair processes.

246

www.postepybiochemii.pl


mailto:celina@ibb.waw.pl
http://www.postepybiochemii.pl

Redagowanie retrowirusowego DNA jako przyktad
mechanizmu obronnego komorek cztowieka

STRESZCZENIE

Proces redagowania DNA moze petni¢ istotng funkcje w mechanizmach obronnych komoé-
rek cztowieka przed wirusem HIV. Deaminaza cytydyny cztowieka, APOBEC3G, katali-
zujac reakcje deaminacji deoksycytydyny do deoksyurydyny w (-)DNA wirusa HIV, moze
prowadzi¢ do zaburzen w cyklu zyciowym wirusa. Mutacje tego typu obserwuje sie gdy
wiriony infekujgce komorki, w ktorych syntezie ulega biatko APOBEC3G, pozbawione sa
wirusowego biatka Vif. Sporadyczne mutacje wystepujace w trakcie infekcji wirusem HIV-1
typu dzikiego moga by¢ przyczyng zmiennoS$ci wirusa a tym samym jego opornosci na leki.
W ponizszym materiale przeglagdowym przedstawiamy wyniki najnowszych badan dotycza-
cych samego mechanizmu deaminacji, katalizowanej przez biatko APOBEC3G, specyficzno-
$ci jego dziatania, a takze oddziatywania pomiedzy deaminaza a wirusowym biatkiem Vif.
Opisane procesy moga okazac¢ sig istotne przy projektowaniu nowoczesnych terapii skiero-
wanych przeciwko wirusowi HIV.

WPROWADZENIE

Zjawisko redagowania RNA znane jest od 1986 roku. Proces ten powoduje
powstawanie réznic miedzy genem obecnym w DNA a powstatym na jego ma-
trycy transkryptem, czyli czgsteczkg RNA. Ostatnie badania wykazaly jednak,
ze redagowanie moze odbywac sie rowniez na poziomie DNA, spetniajac istotna
funkcje w procesach obronnych organizmu. Jednym z biatek odpowiedzialnych
za proces redagowania DNA jest biatko APOBEC3G cztowieka (ang. apolipopro-
tein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G). Biatko to, nalezace do
rodziny enzymoéw katalizujacych reakcje deaminacji zasady —cytozyny do ura-
cylu, bierze udziat w modyfikacji materiatu genetycznego wirusa HIV-1, co pro-
wadzi do tranzycji G—A Zjawisko to, nazywane hipermutacja, zaobserwowano
w genomach wiruséw HIV-1 pochodzacych z komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej pacjentéw zakazonych wirusem HIV, po dtugookresowej hodowli
tych komérek w warunkach in vitro. Cho¢ wczeéniej zjawisko hipermutacji pro-
bowano wyjasni¢ réznicami w dostepnosci substratéw niezbednych w procesie
odwrotnej transkrypcji, bagdZz mechanizmem zwanym mutagenezga dyslokacyjna
[1-3], obecnie wiadomo, ze zmiany w genomie wirusa HIV-1 wynikajg z ukie-
runkowanego procesu obronnego komérek, majacego doprowadzi¢ do muta-
cyjnej inaktywacji wirusa i degradacji kopii jego genomowego DNA, powsta-
jacych w procesie odwrotnej transkrypcji. W zwigzku z nieustajagcymi préobami
opracowania skutecznej terapii przeciw infekcji wirusem HIV, odkrycie biatka
APOBEC3G i sposobu jego dziatania zwieksza szanse na opracowanie tak poza-
danego leku przeciw wirusowi HIV.

PROCES REDAGOWANIA

Redagowanie okre$lane jest czesto jako proces potranskrypcyjnej modyfikacji
specyficznych miejsc w czasteczce RNA. Obecnie wiadomo, ze modyfikacjom
moze ulega¢ rowniez DNA. Skutki redagowania przejawiajace si¢ zmianami
w sekwencji RNA zostaty zidentyfikowane u wielu organizméw, poczynajac
od jednokomoérkowych pierwotniakéw (delecje urydyny w mitochondrialnym
mRNA Trypanosoma brucei [4]), koficzac na cztowieku (m. in. deaminacja rybo-
nukleozydu —cytydyny w transkrypcie apolipoproteiny B [5]).

Za redagowanie mozna uzna¢ takie zmiany w niedojrzatym transkrypcie, jak
insercja, delecja oraz przeksztatcenie/modyfikacja jednego nukleotydu na inny.
Takim nowo pojawiajagcym sie nukleotydem, moze by¢ ester fosforanowy ade-
nozyny, cytozyny, inozyny, guanozyny lub urydyny. Delecje zaobserwowano
jedynie dla urydyny [6]. Modyfikacja zasady azotowej — cytozyny do uracylu
jest dobrze poznanym przyktadem redagowania RNA. Ten rodzaj modyfikacji,
jako jedyny tez pojawia sie w czasteczkach jednoniciowego DNA.
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Modyfikacje cytydyny do urydyny zaobserwowano po
raz pierwszy u kregowcow w czasteczce mRNA apolipopro-
teiny B (apoB), gdzie nastepuje zamiana kodonu kodujgcego
aminokwas glutamine (CAA) na kodon stop (UAA) [5]. Gen
dla tego biatka koduje polipeptyd ztozony z 4536 aminokwa-
séw, zwany apolipoproteing B100. Ta forma biatka jest syn-
tetyzowana w komérkach watroby i wydzielana do krwio-
obiegu, a nastepnie transportowana do réznych tkanek or-
ganizmu. W komaorkach jelita powstaje krétsza forma apoli-
poroteiny, Btj. apolipoproteina B48 o dtugosci zaledwie 2152
aminokwasOw. Jest ona syntetyzowana na matrycy mRNA
dla biatka petnej diugosci, poddanym jednak procesowi
redagowania. W jego wyniku dochodzi do wcze$niejszego
zatrzymania translacji, co prowadzi do powstania krotszego
polipeptydu [7]. Do redagowania apolipoproteiny Bwyma-
gana jest obecno$¢ specjalnego, tréjdzielnego motywu re-
gulatorowego, wystepujgcego w drugorzedowej strukturze
RNA, otaczajgcego docelowg zasade (ztozony jest on z trzech
elementéw: ang. efficiency element, spacer, mooring sequence).
Potrzebne jest tez dziatanie multiproteinowego kompleksu,
zwanego editosomem, w sktad ktérego wchodzi enzym o
masie Tl kDa nazywany deaminazg cytydyny (APOBEC1)
oraz wiele pomocniczych czynnikéw biatkowych [6]. Dea-
minaza cytydyny wystepuje wytacznie w komdrkach jelita
cienkiego. Mechanizm modyfikacji C—»U stwierdzonej w
transkrypcie kodujacym neurofibromine, biatko komorek
nowotworowych nerwiakowtdkniakowatosci typu | (NFI),
wydaje sie by¢ podobny [8],

Do rodziny deaminaz cytydyny zaliczamy wiele biatek,
przy czym wszystkie one majg zachowang w ewolucji do-
mene cynkowo-zalezng, ktora jest miejscem katalitycznym
reakcji [9], Na szczeg6lng uwage zastuguje tu biatko APO-
BEC3G zaangazowane w proces redagowania jednonicio-
wego (-)DNA (ssDNA, ang. single stranded DNA) wirusa
HIV-1, hamujgce rozszerzanie sie infekcji wirusa HIV-1 w
organizmie.

REDAGOWANIE CZASTECZKI (-)DNA WIRUSA HIV-
1 PRZY UDZIALE BIALKA APOBEC3G CZL OWIEKA

Deaminaza APOBEC3G ma wptyw na proces replikacji
retrowirusdw w komdrkach gospodarza. Czasteczki retro-
wirusa po zaatakowaniu komérki, integracji DNA wirusa
HIV z genomem gospodarza, powieleniu swojego genomu
i syntezie biatek wchodzacych w skiad wirionu, ulegajg
sktadaniu i odpaczkowujg od zainfekowanej komarki. Je-
zeli w zainfekowanej komérce jest produkowane biatko
APOBEC3G, zostanie ono wigczone do kapsydu podczas
procesu pagczkowania i uwalniania wirionéw. Dziatanie de-
aminazy ujawnia sie przy infekcji kolejnej komorki, gdy wi-
rusowa odwrotna transkryptaza kopiuje genomowy RNA
wirusa do dwuniciowej czgsteczki DNA. Synteza zaczyna
sie od przytaczenia startera tRNA”YsN i prowadzi do synte-
zy pierwszej nici (-()DNA, a nastepnie nici (+)DNA. Biatko
APOBEC3G (Ryc. 1) katalizuje deaminacje 2'-deoksycyty-
dyny na nici (-()DNA, dajac w efekcie produkt w postaci 2'-
deoksyurydyny [10].

Na skutek deaminacji, w nici (+)DNA pojawia sie mu-
tacja typu G—»A, poniewaz podczas syntezy, uracyl ulega
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Rycina 1. Deaminacja deoksycytydyny na ssDNA wirusa i jej prawdopodobne
skutki: inaktywacja wirusa poprzez utrwalenie rozlegtych i szkodliwych dla
wirusa mutacji (1); dezintegracja cDNA wirusa na skutek dziatania glikozydazy
DNA uracylu (2). Wg. Harris iwsp. [24], oraz Gu i Sundauist [10].

komplementarnemu sparowaniu z adening, a nie z gua-
ning, jakby to byto w przypadku, gdyby cytozyna na nici
(-)DNA nie ulegata deaminacji. Sekwencjonowanie poszcze-
goélnych fragmentéw wirusowego genomu wykazato, iz
liczba mutacji G—A wzrasta stopniowo w kierunku 5'—»
3", przy czym znacznie spada w rejonie 3'LTR (ang. long
terminal repeats) [11]. Sugeruje to, ze deaminacja dotyczy
szczegblnie 5' regionu nici (-()DNA. Co ciekawe, zidenty-
fikowano réowniez trzy mutacje C—»U, dwie w rejonie U3
5'LTR oraz jedng w rejonie wigzania startera PBS (ang. pri-
mer binding site).

Przyczyna nierbwnomiernie pojawiajacych sie muta-
cji G—A oraz C—U, moze by¢ swoisto$¢ dziatania APO-
BEC3G na ssDNA. Autorzy jednego z ostatnich doniesien
[12] ttumaczg to sposobem, w jaki genomowy RNA wirusa
HIV ulega przepisaniu na DNA. Synteza taricucha (-)DNA
przebiega na matrycy wirusowego, genomowego RNA.
Po wykorzystaniu, RNA ulega degradacji przez RNaze H
(RNnaza H trawi czasteczki RNA wystepujagce w hetero-
dupleksach z DNA), tym samym odstaniajgc deaminazie
APOBEC3G jednoniciowy (-)DNA. Przyczyng nieréwno-
miernego rozmieszczenia produktéow deaminacji wzdtuz
czasteczki DNA moga by¢ réznice w czasie, w jakim nowo-
powstate odcinki (-)DNA pozostajg w postaci jednonicio-
wej. Poniewaz odcinek (+)DNA jest przejsciowo odstoniety
dla APOBEC3G, moze on by¢ poddany dziataniu deamina-
zy, co w konsekwencji prowadzi do mutacji C—»U (Ryc. 2).
Ostatnie dane pokazujg, ze APOBEC3G dziata jako dimer
na jednoniciowym DNA. Przy czym jeden z monomeréw
jako pierwszy przytacza sie do DNA. To wigzanie ma
charakter przypadkowy. Posuwajgc sie ruchem bedacym
kombinacja ruchu $lizgowego i skokowego enzym prze-
prowadza reakcje deaminacji. Jednak proces ten wystepu-
je wytgcznie, gdy enzym przesuwa sie w kierunku 3'—5
[13].
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Rycina 2. Proponowany mechanizm deaminacji odwrotnego transkryptu, ka-
talizowany przez APOBEC3G. (I) Synteza (-)DNA po przytaczeniu i wydtuzeniu
przez odwrotng transkryptaze startera tRNALgS (lI) Jednoniciowy Kkoniec
DNA taczy sie z 3LTR, a RNAza H degraduje fragment matrycy (+)RNA; (Ill)
APOBEC3G katalizuje reakcje deaminacji C— U na (-)DNA (rézowe kotka). Syn-
teza (+)DNA zostaje zainicjowana w sekwencji polipurynowej (PPT) i jest utrzy-
mywana do momentu przepisania informacji z sekwencji przytaczonej ((-)DNA)
wraz ze starterem tRNA; (IV) RNAza H trawi tRNALgL eksponujac fragment nici
(+)DNA w miejscu wigzania startera na deaminacje; (V) Cyrkularyzacja DNA na
skutek przeniesienia zsyntetyzowanego fragmentu (+)DNA na koniec 3'(-)DNA;
(V1) Kontynuacja syntezy. Koniec 5' tancucha (+)DNA staje sie tymczasowo jed-
noniciowy iulega deaminacji; (VII) Kompletna czagsteczka DNA wraz z LTR. Wg.
Navarro i Landau [12].

MECHANIZM HAMOWANIA FUNKCJI BIALKA
APOBEC3G PRZEZ BIALKO Vif WIRUSA

Badajac przyczyny ograniczonych zdolnos$ci infekcyj-
nych mutanta wirusa HIV-1, okre$lanego jako Aiy/HIV-I
(mutant ten nie posiadat biatka Vif wirusa, ang. viral infec-
tivity factor), zidentyfikowano gen, nazwany CEM15 [14].
Kodowat on biatko bardzo podobne do enzymu redaguja-
cego mRNA apolipoproteiny B, dlatego okreslono je mia-
nem APOBEC3G [15]. Zaobserwowano takze, ze efektywna
infekcja wirusem HIV-1 komdrek, w ktoérych wirus natu-
ralnie sie namnazat (ij. limfocytéw T CD4+, makrofagow),
byta uzalezniona od biatka Vif [16]. Niektdre komorki oraz
ich pochodne nowotworowe linie komérkowe, uniemozli-
wiaty replikacje wirusa AvifHW-1. Nazwano je komdrka-
mi niepermisywnymi. Takimi komdrkami sg limfocyty T
CD4+, makrofagi oraz nowotworowa linia komoérkowa H9
pochodzaca z biataczki limfocytow T. W komorkach permi-
sywnych (np. nowotworowej linii limfocytéw T-293T) po-
wielanie wirusow AvifHW -l nie byto hamowane [14,16,17],
Wyniki fuzji obu typéw komoarek pozwolity wnioskowac, iz
niepermisywno$¢ komdrek jest cechg dominujaca, co $wiad-
czytoby o obecnosci czynnika wptywajacego na nature ko-

Postepy Biochemii 52 (3) 2006

maérek [16]. Ustalono, ze czynnikiem hamujacym rozwdj
wirusa Au(/HIV-I byto biatko APOBEC3G [14].

Poniewaz wiriony HIV-1 typu dzikiego (zawierajace biat-
ko Vif), paczkujagce w komaérkach niepermisywnych zawie-
raty 140-krotnie nizszy poziom biatka APOBEC3G niz wirio-
ny AvifHW-I [18], wysunieto hipoteze iz biatko Vif wigzac
biatko APOBEC3G, w jaki$ sposob zapobiega jego inkor-
poracji do kapsydu. Stosujagc metody immunoprecypitacji
udowodniono, iz miedzy tymi biatkami zachodzg interak-
cje [18]. Na podstawie kolejnych eksperymetéw, w ktorych
blokowano komdérkowy system degradacji biatek (protea-
som), dowiedziono, iz biatko Vif hamuje pakowanie biatka
APOBEC3G do paczkujacych wirionéw, poprzez interakcje
zaréwno z deaminazg, jak i z czynnikami komérkowymi,
ktore indukuja ubikwitynacje enzymu i przeznaczajg go do
degradacji proteolitycznej [19]. Inni badacze udowodnili, ze
oprocz potranslacyjnej degradacji z udziatem proteosomu
26S, biatko Vif zaburza translacje mMRNA APOBEC3G [20].

Znany jest mechanizm pakowania biatka APOBEC3G
do wiriondw Au//HIV-I [21]. W nieobecnosci biatka Vif, w
komdrkach, w ktorych syntezie ulegato biatko nukleoka-
psydu HIV-1 Gag zaobserwowano, iz APOBEC3G ulega
zwigzaniu z biong komdrkowga, a nastepnie inkorpora-
cji do czastek wirusowo podobnych (VLPs, ang. viral like
particles) zbudowanych z biatka Gag. Jednak w obecnoSci
biatka Vif, badz tez zmutowanego biatka Gag niezdolnego
do wigzania z btong, nie zaobserwowano takiego procesu.
Wynika z tego, iz nukleokapsyd zbudowany z biatka Gag
jest czynnikiem niezbednym do inkorporacji biatka APO-
BEC3G do wirionu [21].

AKTYWNOSC PRZECIWWIRUSOWA
BIALKA APOBEC3G

Dowodéw na dziatanie przeciwwirusowe biatka APO-
BEC3G dostarczyty badania nad zdolnoscig integracji pro-
wirusowego AvifHW DNA do genomu komérek cztowieka,
replikacji, a w efekcie produkcji wirionéw. Wiele informacji
dostarczyty tez studia nad stopniem infekcyjnosci wirusa
wstepnie hodowanego w komorkach, w ktérych powstawa-
to biatko APOBEC3G. Rozpatrzono miedzy innymi przy-
padki, w ktérych kom@érki linii permisywnej zostaty zainfe-
kowane dzikg formag wirusa HIV-1 (wtHIV, ang. wild type)
lub Ai’zyHIV. Wirusy wczes$niej namnozono w komorkach,
ktore produkowaty, badz nie produkowaty deaminazy
APOBEC3G. Biatko otoczki wirusa HIV-1 Env (ang. envelo-
pe) zostato zastgpione biatkiem powierzchniowym G wirusa
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej VSV (ang. vesicu-
lar stomatitis virus) [22], Metoda ta pozwala osiggna¢ wyzsze
miano wirionéw i zgromadzié wiekszy zapas wirusowych
czastek [23]. Z wynikéw eksperymentu wywnioskowano,
iz defektywno$¢ wirusow, po okresie powielania w komar-
kach niepermisywnych, objawia sie nawet, jesli kolejng ko-
morka zainfekowang jest komorka w petni permisywna, na
dodatek defektywnos$¢ ujawnia sie juz na poczatku, poprzez
obnizong zdolno$¢ powielania materiatu genetycznego wi-
rusa. Koncowym efektem jest ich praktyczna niezdolno$é
do produkcji wirionéw [21]. Dalsze badania pozwolity
stwierdzi¢, ze gdy zawarto$¢ zintegrowanego prowiruso-
wego AvifHTV DNA spada okoto 50 krotnie, to az 800 krot-
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nie spada produkcja prawidtowego biatka transgenicznego,
wprowadzonego do genomu retrowirusa. Oznacza to, ze
zaledwie w 1 na 16 komorek biatko kodowane przez wirus
bedzie produkowane [22],

SPEKTRUM DZIALANIA BIALKA APOBEC3G

W zwigzku z sugestiami iz biatko Vif stymuluje infekcje i
replikacje onkoretrowirusa MLV (ang. murine leukemiavirus),
postanowiono sprawdzié, czy biatko APOBEC3G oddziatu-
je na wirus MLV. Do tego celu wykorzystano zrekombino-
wany wirus MLV, kodujacy biatko zottej fluorescencji YFP
(ang. yellowfluorescent protein). Wirus namnazano w komor-
kach, w ktérych dochodzito albo nie dochodzito do syntezy
biatka APOBEC3G. Nastepnie rekombinanty postuzyty do
infekcji mysich fibroblastéw. Poziom infekcji oszacowano
poprzez analize fluorescencji komorek za pomocg cytome-
tru przeptywowego i dowiedziono, iz stopien zahamowa-
nia infekcji wzrasta wraz z poziomem biatka APOBEC3G.
Biatko APOBEC3G zlokalizowano rowniez w wirionach
MLV [24], Powyzsze wyniki $wiadczg o szerokim zasiegu
dziatania biatka APOBEC3G [24],

Zbadano takze czy APOBEC3G uczestniczy w kontro-
li retrotranspozycji jednego z retrotranspozonéw genomu
cztowieka, okreslanego jako LINE-1 (ang. long interspersed
element-1). Nie udowodniono jednak takiej aktywnosci. Jed-
nym z wyjasnien moze by¢ fakt, iz synteza DNA retrotrans-
pozonu LINE-1 zachodzi w jadrze, a APOBEC3G jest gtow-
nie biatkiem cytoplazmatycznym [25], Poniewaz spektrum
dziatania enzymu jest na tyle rozlegte, ze hamuje replika-
cje zar6wno wirusa HIV jak i innych retrowirus6w, mozna
whnioskowac, iz reakcja deaminacji nie jest specyficzna tylko
dla sekwencji DNA wirusa HIV-1 [22],

PREFERENCYJNE MIEJSCA MUTACJI

Kolejne doSwiadczenia dostarczyty informacji dotycza-
cych samego mechanizmu deaminacji. Analiza sekwencji
DNA AvifHW-i po kontakcie z biatkiem APOBEC3G do-
wiodta, iz deaminacja preferencyjnie zachodzi w miejscu
5'-T/CCG-3' na nici (-)DNA, gdzie deaminowana deok-
sycytydyna poprzedzona jest deoksyrybonukleotydami
5'-T/C (pirymidyna) — C, co na nici (+)DNA daje doce-
lowy trideoksynukleotyd 5'-GGA lub 5'-GGG [24]. Z kolei
niedawno odkryta deaminaza APOBEC3F, dokonuje dea-
minacji cytozyny znajdujacej sie w uktadzie 5'-TC na nici
(-)DNA, co prowadzi do powstania tranzycji typu 5-GA—
5'-AA na nici (+)DNA [26]. Sekwencje te sg zgodne z migj-
scami, w ktérych pojawiata sie mutacja podczas dtugoter-
minowej hodowli komérek jednojgdrzastych krwi obwo-
dowej [1,3] zakazonych wirusem HIV-1. Prawdopodobne
jest wiec, ze oba te biatka biorg udziat w mutowaniu retro-
wirus6w in vivo. Badania potwierdzity, ze wspdéine dziata-
nie obu enzymoéw zwieksza znacznie czesto$¢ pojawiania
sie mutacji [26].

W przesztosci sadzono, iz pojawiajgce sie hipermutacje w
sekwencjach wirusa HIV-1, wyizolowanych od zainfekowa-
nych osobnikéw, byty wynikiem braku rownowagi pomie-
dzy dostepnymi substratami dTTP a dCTP niezbednymi
do syntezy wirusowego DNA [2,3]. Dowiedziono jednak,
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ze hipermutacje nie byty wywotane r6znicg w dostepnosci
wspomnianych deoksynukleotydéw, albowiem w momen-
cie, w ktorym doszto do zachwiania réwnowagi pomiedzy
substratami nie dochodzito do hipermutacji [27],

Pojawianie sie hipermutacji G—A w materiale genetycz-
nym wirusa typu dzikiego w trakcie hodowli dtugotermino-
wej, zainspirowato badaczy do kolejnych badan. Poréwna-
no zmiany mutacyjne pojawiajagce sie w DNA wirusowym
po infekcji komdrek permisywnych formg wirusa typu dzi-
kiego, transfekowanych, badz nie, genem kodujagcym biatko
APOBEC3G. Po czterech pasazach DNA wirusa zamplifiko-
wano i zsekwencjonowano, dowodzac, iz istotnie czestosé
mutacji G—Aw materiale genetycznym wiruséw typu dzi-
kiego, hodowanych w komérkach, w ktérych APOBEC3G
byt produkowany, byta znacznie wyzsza od czestosci w
wirusach hodowanych w komérkach pozbawionych biatka
APOBEC3G [27]. Réwniez mniejsza wydajno$¢ wbudowy-
wania biatka Vif do wiriondw podczas chronicznej infekcji,
mogta by¢ przyczyng niewydajnej inaktywacji deaminazy
[27], Podobne doswiadczenie wykazato, iz supresja infek-
cyjnosci wirusow HIV-1 typu dzikiego jest zalezna od po-
ziomu deaminazy w komarce [28]. Interesujgce jest, ze biat-
ko APOBEC3F okazato sie czeSciowo odporne na dziatanie
Vif, cho¢ ta sprawa pozostaje kontrowersyjna [25,29,30].

MUTACJE TYPU G-+A A ZMIENNOSC WIRUSA HIV

Warto sie zastanowi¢, jaki jest realny wptyw hipermu-
tacji G—A na zywotno$¢ wirusa, w czasie dtugotrwatej in-
fekcji HIV-1. Prawdopodobnie, ograniczone dziatania APO-
BEC3G na materiat genetyczny HIV-1 ma istotne znaczenie
dla zwiekszania zmiennosci pierwotnej populacji wirusa, aw
konsekwencji dla zwiekszenia opornosci wirusa na dziatanie
mechanizméw obronnych organizmu oraz na leki [27].

PROCESY PROWADZACE DO
NIESTABILNOSCI WIRUSA HIV

Omawiajgc mechanizm mutacyjny, zachodzacy w czga-
steczce (-)DNA wirusa Az//HIV-l, warto sie zastanowic,
jaki wptyw na dalsze losy wirusa majg procesy nastepuja-
ce po zjawisku deaminacji. Po pierwsze o ile prowirusowy
DNA zintegruje sie z genomem gospodarza, to hipermuta-
cje mogg okazac sie dla wirusa letalne, np. moze powstac
przedwczesny kodon stop w mRNA kodujgcym biatko wi-
rusowe [24,31] lub tez zmutowane biatka wirusowe. Moze
takze dojs¢ do sytuacji, w ktdrej wirusowa ni¢ (-)DNA be-
dzie na tyle niestabilna, ze prowirus w ogdle nie ulegnie
integracji do genomu gospodarza. Deoksyurydyna zawarta
w nici (-)DNA moze zosta¢ rozpoznana przez glikozydaze
DNA uracylu (enzym ten réwniez ulega inkorporacji do wi-
rionu podczas pgczkowania) i wycieta, tworzac miejsce AP
(apirymidynowe) rozpoznawane z kolei przez endonukle-
aze. Nastepnie w szlaku charakterystycznym dla naprawy
DNA — BER (ang. base excision repair) dojdzie do usuniecia
cukru z miejsca AP. Poniewaz zmutowanych miejsc w cza-
steczce (-)DNA bedzie na tyle duzo, iz zostanie ona wielo-
krotnie przecieta przez nukleaze, taki DNA nie bedzie mdgt
dalej stuzy¢ jako matryca do syntezy drugiej nici (+)DNA i
ulegnie stopniowej degradacji w cytoplazmie. Intrygujacy
pozostaje cel, dla ktérego wirus pakuje do kapsydu czastecz-
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ki glikozydazy DNA uracylu. Prawdopodobnie, enzym ten
ma zapobiega¢ spontanicznej deaminacji deoksycytydyny w
DNA HIV-1 (Ryc. 1) [24], Pozostaje jeszcze trzecia mozliwa
przyczyna niestabilnosci wirusa, a mianowicie, zmiana spe-
cyficznosci inicjacji syntezy drugiej nici (+)DNA, ze wzgle-
du na obecnos$¢ deoksyurydyny w pierwszej nici (-)DNA.
Kazda z wymienionych sytuacji moze by¢ prawdopodobng
przyczyna zmniejszenia produkcji wiruséw w komorkach,
w ktérych APOBEC3G ulega syntezie wzgledem tych, w
ktorych deaminaza nie wystepuje [24].

SPECYFICZNOSC BIALKA VIF

Mimo entuzjazmu, jaki wzbudzito odkrycie biatka APO-
BEC3G i poznanie jego roli w procesie redagowania, czestos$¢
mutacji G—A prowirusowego DNA HIV-1 typu dzikiego
jest dowodem, iz wirus dobrze sobie radzi z redagowaniem
obronnym w komodrkach cztowieka. Badania prowadzone
nad biatkiem APOBEC3G pochodzgcym od innych przedsta-
wicieli ssakdw, daty ciekawe wyniki. Okazato sie bowiem, iz
czasteczka Vif wirusa HIV-1 jest bierna w stosunku do biat-
ka APOBEC3G pochodzacego z myszy. Nie zapobiega ona
pakowaniu do wirionu ani biatka myszy, ani matpy (Matpy
Starego Swiata, tu: Makaki, AGM (ang. African Green Mon-
key) - Zielone Matpy Afrykanskie), tym samym dowodzjc,
ze APOBEC3G z tych organizméw silnie hamuje infekcje
wirusem HIV-1. Vif hamuje jednak aktywnos$¢ biatka kodo-
wanego przez matpy cziekoksztattne (tu: szympansa) [18].
Specyficzno$¢ gatunkowa interakcji, zachodzacych pomie-
dzy APOBEC3G a Vif, moze by¢ barierg zawezajacg infekcje
wirusem HIV-1 do organizméw gatunku ludzkiego.

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA WRAZLIWOSC
BIALKA APOBEC3G NA BIALKO VIF

Powyzsze odkrycia pociggnety za sobg kolejne pytanie,
a mianowicie, jakie réznice w biatku pochodzacym z czto-
wieka, myszy i matpy, powodujg tak odmienny wptyw na
infekcje wirusem HIV-1? OdpowiedZ jest dos¢ zaskakujaca.
Okazato sie, iz zaledwie jeden aminokwas (kwas asparagi-
nowy — D) w pozycji 128 biatka APOBEC3G cztowieka i
biatka pochodzacego z Zielonej Matpy Afrykanskiej —AGM
(lizyna —K) warunkuje gatunkowo-specyficzng wrazliwos¢
tych biatek na proteolityczng degradacje z udziatem biatka
Vif wirusa [32], Warto wspomnie¢, ze niewielkie ilosci biat-
ka APOBEC3G cztowieka oraz AGM, ale zmutowanego w
pozycji 128 (mutacja ta powoduje wrazliwos$¢ na biatko Vif),
ulegaty wbudowaniu do wirionéw, nawet w obecnosci Vif,
co jednak mogto byé skutkiem sztucznych warunkéw do-
Swiadczalnych z udziatem wektoréw do nadekspresji. Po-
ziom z jakim infekcyjnos¢ wirusa HIV-1 typu dzikiego ule-
ga hamowaniu jest tu ciagle na znacznie nizszym poziomie
niz w przypadku wirusa defektywnego lub tez w uktadzie z
udziatem biatka AGM typu dzikiego [32]. Co wiecej, mutant
biatka APOBEC3G cztowieka z substytucjg D128K, podobnie
jak AGM APOBECS3G, wykazywat oporno$é na neutralizujg-
ce dziatanie biatka Vif wirusa HIV-1 [33,34,35]. Wbrew ocze-
kiwaniom, zmutowane biatko APOBEC3G D128K tworzyto
kompleksy z biatkiem Vif, co wykazano za pomocg immu-
noprecypitacji biatek pochodzacych z lizatow komoérkowych
po kotransfekcji wektorami niosagcymi geny Vifi APOBEC3G
D128K [33,35]. Dodatkowo biatko APOBEC3G z substytucjg

Postepy Biochemii 52 (3) 2006

D128K okazato sie wrazliwe na dziatanie biatek Vif pocho-
dzacych od wirusdw SIVmac239 (ang. simian immunodeficien-
cy virus) oraz HIV-2, ktére wchodzgc w kontakt z deaminazg
od razu kierowaty biatko APOBEC3G na droge degradacji
proteolitycznej [35]. Wydaje sig, ze oddziatywania zachodza-
ce miedzy biatkiem APOBEC3G D128K cztowieka a biatkiem
Vif HIV-1 sg rézne od tych miedzy czynnikiem wirusowym
a naturalng formg deaminazy i ze sg one niewystarczajgce
by zainicjowac degradacje enzymu. By¢ moze, biatko Vif po-
przez kontakt z APOBEC3G inicjuje jego zmiany konforma-
cyjne, co w konsekwencji prowadzi do rozpoznania go przez
system ubikwitynujacy jako Zle sfatdowane i nastepuje jego
degradacja. Mozliwe, ze mutacja typu D128K zapobiega ta-
kiemu dziataniu.

Z terapeutycznego punktu widzenia, wprowadzenie ta-
kiego zmienionego biatka do komdérek mogto by okazac sie
pomocne w leczeniu infekcji wirusem HIV-1.

PODSUMOWANIE

Odkrycie biatka APOGEC3G, katalizujagcego reakcje de-
aminacji deoksycytydyny w czasteczce (-)DNA, powstajga-
cej podczas procesu odwrotnej transkrypcji genomowego
RNA wirusa HIV-1, rzuca nowe $wiatto na procesy obron-
ne organizmu, uczestniczace w zwalczaniu infekcji HIV-1.
Cho¢ mechanizm ten jest niewydolny ze wzgledu na neu-
tralizujgce dziatanie czynnika Vif wirusa, poznanie jego, a
takze Zzrodta wrazliwosci APOBEC3G na biatko Vif, moze
sie okazac istotne w celu uskuteczniania walki z wirusem i
zapobiegania skutkom jego infekcji. Uwage warto zwrocié
miedzy innymi na inhibitory biatka Vif oraz zwigzki zakto-
cajace jego oddziatywanie z czynnikami komorkowymi Kie-
rujagcymi APOBEC3G do degradacji. Nalezato by rowniez
zastanowi¢ sie nad opracowaniem terapii genowej, wyko-
rzystujacej jako transgen sekwencje biatka APOBEC3G z
mutacja D128K, o ile biatko to nie bedzie powodowaé odpo-
wiedzi immunologicznej organizmu.

Swiat wiruséw jest jednak bardziej skomplikowany niz
moze sie to wydawac, dlatego warto sobie uzmystowic, ze
nawet, jesli terapia genowa okazalaby sie skuteczng bronig
przeciw HIV-1, najprawdopodobniej nie zapobiegataby ona
zakazeniu wirusem HIV-2. Ponadto, ciezko jest przewidzieé
skutki takiej ingerencji cztowieka w organizm, tym bardziej,
gdy nie dysponuje sie odpowiednim zwierzecym modelem
doswiadczalnym.
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ABSTRACT

The editing process may play an essential role in the antiviral cell defense. The human cytidine deaminase APOBEC3G, that catalyses the de-
oxycytidine to deoxyuridine deamination reaction in the reverse transcript of the HIV-1 genome, leads to instability of the viral DNA, if only
HIV-1 virion is defective and lacks the Vif protein. This mechanism has an affect on G—Ahipermutation appearing in the provirus DNA and
defective HIV-1 viral RNA, yielded in infected cell. Such hipermutation has previously been discovered in the viral HIV-1 genome, produced
in peripheral blood mononuclears that were long-term cultured after collection from infected patient. Probably, the deamination reaction that
is inhibited in the wild type HIV-1 by the Vif protein, occurs rarely during infection and thus increases viral diversity and drug's resistance.
In this review, we present the results of latest studies concerning the mechanism of viral DNA deamination, specifity of this process and
APOBEC3G - HIV-1 Vif interactions, that may be useful in designing the new anti-HIV therapies.
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Krotkie interferencyjne RNA dziatajace in trans

STRESZCZENIE

becnie RNA uwazany jest za jeden z gtéwnych czynnikéw kontrolujacych proces eks-
Opresji informacji genetycznej. Przeprowadzone w ostatnich latach badania pozwolity
wyroéznié¢ kilka typow krotkich regulatorowych RNA biorgcych udziat w potranskrypcyjnym
wyciszaniu gendw, a takze w epigenetycznej modyfikacji DNA. Najpdzniej poznang grupa
sg krotkie interferencyjne RNA dziatajace in trans (tasiRNA). Jak dotad zidentyfikowano
jedynie 5 gen6éw kodujacych tasiRNA u Arabidopsis thaliatia. TasiRNA powstajg w oparciu
o niekodujace prekursorowe RNA. W pierwszym etapie czasteczki prekursorowe podda-
wane sg ukierunkowanej hydrolizie w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez specyficzne
miRNA. Nastepnie polimeraza RNA zalezna od RNA (RDR6) przeksztatca oba fragmenty
prekursora do formy dwuniciowej (dsRNA). W kolejnym etapie endorybonukleaza typu Di-
cer (DCL4) ,,wycina" z dsRNA funkcjonalne 21-nukleotydowe tasiRNA. TasiRNA, podobnie
jak wiekszo$¢ miRNA, biorg udziat w potranskrypcyjnym wyciszaniu genéw. Stwierdzono,
ze tasiRNA uczestnicza w regulacji ekspresji genéw kodujacych biatka odpowiedzi na au-
ksyny (ARF) i biatka PPR zawierajace charakterystyczny 35-aminokwasowy motyw.

WPROWADZENIE

Przetom XX i XXI wieku obfitowat w wiele niezwykle istotnych dokonan w
dziedzinie biologii molekularnej. Jednym z najbardziej fascynujacych wydaje sie
by¢ odkrycie krotkich czasteczek RNA odpowiedzialnych za regulacje procesu
ekspresji informacji genetycznej. W rezultacie podjetych badan zidentyfikowano
wiele tego typu czasteczek zar6wno w organizmach zwierzecych, jak i roslin-
nych. Stwierdzono, iz zazwyczaj sg one wyzwalane z wiekszych dwuniciowych
lub cze$ciowo dwuniciowych prekursorowych RNA. W pierwszym etapie czg-
steczka prekursorowa cieta jest na 20-28 nukleotydowe dupleksy, posiadajgce
dwa niesparowane nukleotydy na obu koncach 3' i grupe fosforanowga na obu
koncach 5'. Nastepnie jedna z nici dupleksu witgczana jest do kompleksu biatko-
wego, w ktérym stuzy jako sonda umozliwiajaca precyzyjne rozpoznanie kom-
plementarnych sekwencji obecnych w DNA lub RNA. W zaleznosci od rodzaju
kompleksu, do jakiego wbudowany zostat krétki RNA, zhybrydyzowana z nim
czagsteczka jest cieta lub modyfikowana [1-9].

Poczatkowo wszystkie identyfikowane 20-28 nukleotydowe czasteczki okre-
$§lano mianem krétkich interferencyjnych RNA (siRNA, ang. smali interfering
RNA). Doktadniejsze analizy ujawnity jednak istotne réznice zarébwno w po-
chodzeniu, jak i sposobie dziatania poszczegdlnych czasteczek. Okazato sie,
iz znaczna ich cze$¢ zakodowana jest w genomie, podczas gdy pozostate po-
wstajg w oparciu o egzogenne RNA lub DNA (np. wprowadzone do komorki
w wyniku infekcji wirusowej). Stwierdzono, ze dtuzsze czasteczki (ok. 24-28 nt)
wptywajg na strukture genomowego DNA, a nieco krétsze (20-23 nt) indukujg
degradacje mRNA lub hamujg translacje. Biorgc pod uwage zaréwno biogene-
ze, jak i sposdb funkcjonowania krotkich regulatorowych RNA podzielono je na
dwie zasadnicze grupy; pierwszg tworzg siRNA drugg mikro RNA (miRNA;
ang. micro RNA). Jednakze wraz ze wzrostem naszej wiedzy na temat krétkich
regulatorowych RNA proponowane sg ich dalsze podziaty na mniejsze, bardziej
wyspecjalizowane podgrupy [10].

Obecnie postuluje sie, iz w komoérkach roslin obok miRNA wystepuja trzy
typy siRNA: rasiRNA (siRNA zwigzane z sekwencjami powtérzeniowymi; ang.
repeat-associated siRNA), egzogenne siRNA oraz tasiRNA (siRNA dziatajgce in
trans; ang. trans-acting siRNA) [10-13]. MiRNA stanowig najliczniejszg grupe
krétkich regulatorowych RNA. Wiekszos$¢ z nich kodowana jest przez specjalne
geny (tzw. geny MIR) wystepujace w genomie jadrowym. Niekiedy jednak sek-
wencje kodujace miRNA ulokowane sg w intronach genéw biatkowych [1,14,15].
W procesie powstawania w petni funkcjonalnych miRNA wyrézni¢ mozna dwa
podstawowe etapy. W pierwszym, transkrypt genu MIR zwany pri-miRNA tra-
wiony jest przez endorybonukleaze typu Dicer (u Arabidopsis thaliana DCLI, ang.
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Dicer-like protein). W rezultacie uwolniony zostaje tzw. pre-
miRNA przyjmujacy charakterystyczng strukture spinki do
wtoséw (ang. hairpin). W drugim etapie pre-miRNA staje sie
substratem dla rybonukleazy DCLI, ktéra wycina z niego
21-nukleotydowy miRNA [16,17]. W przypadku A. thaliana
w biogeneze miRNA zaangazowane jest takze biatko HYLI
(biatko wigzace dsRNA; ang: Hyponastic leaves), HENI (me-
tylotransferaza; ang: Hua enhancer) oraz HASTY (transportu-
je miRNA z jadra do cytoplazmy) [18-22]. Dojrzate miRNA
wigczane sg do kompleksu RISC (kompleks wyciszajacy in-
dukowany przez RNA; ang. RNA-induced silencing complex)
i uczestniczg w hydrolizie komplementarnych mRNA [23].
Regulacja ekspresji gendw roslinnych przez miRNA ma za-
tem charakter potranskrypcyjny.

RasiRNA s3a odpowiedzialne za wyciszanie sekwencji
powtdérzeniowych, z ktérych sie wywodzg. W A. thaliana
czasteczki te powstajg przy udziale polimerazy RNA zalez-
nej od RNA (RDR2) oraz biatka typu Dicer —DCL3. Funk-
cjonalne 24-nukleotydowe czasteczki rasiRNA wchodzg w
kompleks z biatkiem AGO04 iuczestniczg w tworzeniu hete-
rochromatyny. Wstepny etap tego procesu polega na mety-
lacji reszt cytydynowych w DNA oraz lizyn 9 w histonach
H3 [24,25,26]. W nastepstwie infekcji wirusowej lub wpro-
wadzenia do komorki transgenu tworzone sg egzogenne
siRNA. Podobnie jak rasiRNA wptywajg one na funkcjono-
wanie sekwencji, z ktérych sie wywodzg. Ich pojawienie sie
prowadzi zatem do wyciszenia genéw wirusowych (VIGS;
ang: virus induced gene silencing) lub transgenéw (TIGS; ang:
transgene induced gene silencing) [24,27-30].

TasiRNA sg najpézniej odkrytym typem krotkich regula-
torowych RNA [31-35], W przeciwienstwie do pozostatych
rodzajow siRNA, wpltywajg one na ekspresje innych genow,
anizeli te, z ktérych sie wywodzg. TasiRNA podobnie jak
miRNA kodowane sg przez specjalne geny jagdrowe, tzw.
geny TAS. W biogeneze tasiRNA zaangazowane jest biat-
ko: RDR6 (polimeraza RNA zalezna od RNA —w starszych
publikacjach okreslana takze jako SGS2/SDE1), SGS3 i
DCL4 oraz co najdziwniejsze miRNA.

ODKRYCIE tasiRNA

W 2004 roku ukazaty sie dwie publikacje [31,32] informu-
jace o odkryciu krotkich regulatorowych RNA réznigcych
sie od wczesniej poznanych siRNA [24,25,36] oraz miRNA
[1,37]. Autorzy pierwszej z prac starali sie zidentyfikowaé
czynniki kontrolujgce procesy rozwojowe u A. thaliana [31].
W tym celu poszukiwali mutantéw A. thaliana podobnych
fenotypowo do roélin z niefunkcjonalnym genem z/pl (w
literaturze okres$lany takze jako: zippy, argonaute 7, agoT).
Wczesniej zaobserwowano bowiem, ze mutant zip-l cha-
rakteryzuje sie przedwczesnym wystgpieniem cech zwig-
zanych ze zmiang fazy wzrostu, m.in. dwa pierwsze liscie
rozety u zip-l1 sag wydtuzone i podwijajg sie ku dotowi w
przeciwienstwie do roslin typu dzikiego, u ktérych sg one
okragte i ptaskie. Dodatkowo, u zip-l szybciej pojawiaja
sie wihoski na gdrnej powierzchni lisci, a takze wystepuja
charakterystyczne zmiany w obrebie kwiatostanu [38]. W
rezultacie, zidentyfikowano mutanty rdr6-1l1 i sgs3-II, u

ktorych stwierdzono zwiekszong ilos¢ transkryptow ge-
now Atlg63130 i At5gl8040. U mutantéw rdr6-Il i sgs3-Il,
podobnie jak u zip-l, w zwiekszonej iloSci wystepowaty
rowniez transkrypty gendéw z rodziny ARF (ARF3 i ARF2).
Wykazano, ze u rdr6-Il i sgs3-1l wzrostowi akumulacji
transkryptu At5gl8040 towarzyszy zanik trzech krétkich
interferencyjnych RNA (siRNA255, siRNA289 i siRNA752).
Zaobserwowane zmiany nie wptywaty jednak na proces po-
wstawania miRNA. Zidentyfikowano takze 3 loci, z ktérych
kazde, koduje Kilka réznych siRNA oraz jedng wspdlng
dla wszystkich czasteczke zwang siR255. Uzyskane wyni-
ki wskazywaty, ze nowo scharakteryzowane siRNA wpty-
wajg na ekspresje innych gendw niz te, z ktoérych sie wy-
wodzg, stad zostaty okre$lone jako dziatajace in trans (ang.
trans-acting). Podobne obserwacje poczynili autorzy drugiej
publikacji [32]. Badajac mutanty sgs3-1 isgs2-1 (rdro) ziden-
tyfikowali oni sze$¢ gendw (Tabela 1), ktérych transkrypty
ulegaty kilkukrotnie wyzszej akumulacji niz u roslin typu
dzikiego. Z zaskoczeniem stwierdzono, ze w obrebie jedne-
go z tych transkryptéw (At2g27400) wystepujg sekwencje
catkowicie identyczne lub komplementarne do dwunastu
wczesniej sklonowanych 21-nukleotydowych RNA. Co
wazne, czasteczki te wystepowaty u roslin typu dzikiego,
byty jednak nieobecne u mutantéw sgs3-1 i sgs2-I (rdr6). W
roslinach typu dzikiego wykryto takze produkty degrada-
cji trzech z sze$ciu wspomnianych powyzej transkryptow
(At5g18040, At4g29760, At4g29770). Do ich ciecia dochodzi-
to zawsze w obrebie sekwencji komplementarnej do jedne-
go z 21-nukleotydowych RNA pochodzacych z At2g27400.

GENY KODUJACE tasiRNA

Jak dotad w genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowa-
no 5 loci, z ktérych kazde koduje kilka tasiRNA [31-34,39].
Allen i wsp. zaproponowali aby sekwencje DNA kodujace
tasiRNA nazwaé¢ genami TAS: TASla (At2g27400), TASIb
(Atlg50055), TASIc (At2g39675), TAS2 (At2g39680) i TAS3
(At3gl17185) [33], Wystepujace w ich obrebie sekwencje 21-
nukleotydowych tasiRNA bezposrednio ze sobg sasiaduja,
ale nie zachodzg na siebie [32-34], Gen TAS3 w przeciwien-
stwie do TASla, b, ci TAS2 jest silnie konserwowany ewolu-
cyjnie zaréwno u roslin jedno-, jak i dwulisciennych [33,39].
Wszystkie wymienione geny TAS ulokowane sg pomiedzy
rejonami kodujacymi biatka, a ich transkrypcja zachodzi
najprawdopodobniej przy udziale polimerazy HI [33].

Dotychczas najpetniej scharakteryzowano transkrypty
TASla i TAS2. W obrebie 926 nt TASla wyrézniono dwa
egzony oraz centralnie ulokowany intron o dtugosci 572 nt.
Stwierdzono, ze dojrzaty transkrypt podobnie jak mRNA
posiada kap na koncu 5'ijest poliadenylowany na kofcu 3'.
Nie koduje jednak biatka, lecz co najmniej 10 tasiRNA. Do-
datkowo 2 tasiRNA powstajg z nici komplementarnej, za
synteze ktorej odpowiedzialna jest roslinna polimeraza
RNA zalezna od RNA [32], Tworzenie krotkich regulato-
rowych RNA zaréwno z transkryptu TASIa, jak i z kom-
plementarnego RNA umozliwia opisany w dalszej czesci
pracy mechanizm powstawania tasiRNA. Transkrypt TAS2
wykazuje szereg podobienistw do TASla: ma kap, jest po-
liadenylowany oraz posiada umieszczony centralnie intron

'‘Dalej w tekscie termin ,mutant” odnosi sie do roslin posiadajacych mutacje typu delecji, insercji lub substytucji. Zmutowane rosliny cechuja sie brakiem, lub prawie cat-
kowita utratg aktywnosci biatka kodowanego przez dany gen. Dodatkowe oznaczenia numeryczne sg zgodne ze stosowanymi przez autoréw cytowanych publikacji.
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Tabela 1. Geny iregulujace ich ekspresje tasiRNA.

Locus TasiRNA (TAS) ldentyfikacja Odnos$nik
(kodowane tasiRNA literaturowy
biatko)
At5g62000 tasiR2141 (TAS3) a. k. 33,39
(ARF2) tasiR2142 (TAS3)
At2933860 tasiR2141 (TAS3) a. k. i eks. 31, 33,39
(ARF3) tasiR2142 (TAS3)
At5960450 tasiR2141 (TAS3) a. k. i eks. 31, 33,39
(ARF4) tasiR2142 (TAS3)
Atlgl2770 ( tasiR2140 (TAS2) a. k. ieks. 33,34
biatko PPR)
Atlg63130 tasiR2140 (TAS2) a. k. ieks. 31,33, 34
(biatko PPR)
Atlg63230 (TAS2) a. k. i eks. 34
G
Atlg62930 (TAS2) a. k. i eks. 34
™
At4g29760 tasiR255 (TASIc) a. k. i eks. 32
6] tasiR752 (TASla)
At4g29770 tasiR850 (TASIc) a. k. ieks. 32, 33
? tasiR255 (TASla,b,c)

tasiR752 (TASla)
At5g18040 tasiR850 (TASIc) a. k. i eks. 31,32
?) tasiR255 (TASla,b,c)

tasiR752 (TASIa)

? —gen o nieznanej funkcji; a. k. —analiza komputerowa, eks.
—eksperymentalnie; wg http://asrp.cgrb.oregonstate.edu/db/ [67]

o dlugosci 569 nt [34]. Niezwykle interesujgcq cecha obu
transkryptéw jest to, iz czasteczki tasiRNA sg kodowane w
obrebie ich introndw. Dodatkowo zasugerowano zwigzek
pomiedzy produkcja tasiRNA, a enzymami zaangazowany-
mi w biogeneze i/lub funkcjonowanie miRNA [32,33].

ROLA miRNA W TWORZENIU tasiRNA

Analizujagc zidentyfikowane wcze$niej miRNA Allen i
wsp. stwierdzili, ze miR173 i miR390 sg komplementarne
do pieciu transkryptéw TAS [33], Wykryto produkty ciecia
transkryptow TASIa, TASIb, TASIc i TAS2 w srodku sek-
wencji komplementarnej do miR173 [33,34]. Zidentyfiko-
wano takze dwa produkty trawienia TAS3 RNA, z ktorych
jeden odpowiadat fragmentowi powstajgcemu w efekcie
ciecia w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez miR390. W
przypadku drugiego fragmentu zasugerowano, iz powstaje
on na skutek trawienia zachodzgcego z udziatem hipote-
tycznej czasteczki 5'D2(-) [33] (Ryc. 1).

tasiR2141 tasiR2142

Obecnie uwaza sie, iz proces tworzenia tasiRNA (Ryc. 2)
zostaje zainicjowany przez ukierunkowane ciecie pierwot-
nego transkryptu TAS, zachodzace doktadnie pomiedzy 10
a 11 nukleotydem 21-nukleotydowej sekwencji rozpozna-
wanej przez miR173 lub miR390. W rezultacie wygenerowa-
ne zostajg dwie nowe czasteczki: jedna zwana fragmentem
5' (posiada kap na koncu 5, druga fragmentem 3' (posiada
poli(A) na konicu 3'). Sg one rozpoznawane przez polimera-
ze RNA i wykorzystywane jako matryce do syntezy dwu-
niciowego RNA. Nastepnie endorybonukleaza typu Dicer
tnie dwuniciowe RNA na 21-nukleotydowe odcinki [33,34],
Trawienie nie zachodzi jednak w spos6b przypadkowy, lecz
sekwencyjny. Biatko typu Dicer odcina krotkie dupleksy
RNA poczynajgc od koricow powstatych w wyniku ukie-
runkowanego trawienia pierwotnego transkryptu TAS (na
koncach tych nie wystepuje kap ani ogon poli(A)) [40], Po-
wyzszy model tlumaczy, dlaczego sekwencje poszczegol-
nych tasiRNA nie zachodza na siebie, lecz bezposrednio ze
sobg sagsiadujg oraz dlaczego powstawanie tasiRNA uwa-
runkowane jest obecnosciag miRNA. Zgodnie z przyjetym
scenariuszem powstawania tasiRNA sg one nieobecne u
mutantdw hyll, henl i agol, u ktérych biogeneza lub funk-
cjonowanie miRNA jest zaburzone. Znacznie zmniejszong
ilos¢ tasiRNA wykrywa sie natomiast u mutanta dcll-7, kté-
ry posiada zredukowang aktywnos$¢ DCLI [41].

Analiza sekwencji zidentyfikowanych tasiRNA ujawnita,
iz w przypadku TAS3 powstajg one z fragmentoéw 5', nato-
miast w przypadku TASIa, b, ¢c oraz TAS2 sg generowane
z fragmentow 3' [33], Wyniki szczegétowych badan TAS2
RNA pozwalajg sadzi¢, iz jego ciecie przez kompleks
RISCniRIB ma miejsce dopiero po zakoAczeniu transkryp-
cji [34], Stwierdzono ponadto, ze zaréwno z fragmentu 5',
jak i 3' wytwarzane sg dtuzsze 24-nukleotydowe siRNA. Su-
geruje sie, ze powstajg one przy udziale innego biatka typu
Dicer anizeli 21-nukleotydowe tasiRNA.

UDZIAL BIALEK RDR6, SGS3 | DCL4
W TWORZENIU tasiRNA

Biatko RDR6 jest jedng z szesciu polimeraz RNA zalez-
nych od RNA wystepujacych w A. thaliana. Z dostepnych
obecnie danych wynika, ze kodujacy ja gen rdré ulega kon-
stytutywnej ekspresji [27,29]. Znacznie stabiej poznane jest
biatko SGS3. Posiada ono domene zwang palcem cynko-
wym i stad przypuszcza sie, ze SGS3 jest zdolne do wigza-
nia RNA [42], Biatko DCLA4 jest jedng z czterech endorybo-
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Rycina 1. Przyktadowy odcinek dwuniciowego RNA, z ktérego generowane sa tasiRNA. Pierwotny transkrypt TAS3 podlega cigciu w Srodku sekwencji rozpoznawane;j
przez miR390 (kursywa, podkreslenie). Powstaty fragment 5' stuzy jako matryca do syntezy dwuniciowego RNA przez polimeraze RNA zaleznag od RNA (RDR6). Na-
stepnie endorybonukleaza typu Dicer (DCL4) generuje 21-nukleotydowe tasiRNA. Klamry obejmujg sekwencje dwuniciowych tasiRNA. Nad klamrami umieszczone sg
nazwy tasiRNA [wg 67]. Sekwencja tasiRNA1778 i fragment rozpoznawany przez miR390 sag wyr6znione kursywa i podkre$leniem.
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Rycina 2. Biogeneza tasiRNA (jasnoniebieskie tto) i miRNA (jasnozielone tlo) —szczegétowy opis obu proceséw przedstawiony zostat w tekscie.

nukleaz typu Dicer obecnych u Arabidopsis [2,43]. Wykaza-
no, ze biatka RDR6 i SGS3 biora udziat w potranskrypcyj-
nym wyciszaniu genéw indukowanym obecnos$cig obcych
sekwencji (np. transgenéw) wprowadzonych do genomu w
orientacji sens lub pojawieniem sie wirusa DNA. Nie biorg
one natomiast udziatu w wyciszaniu indukowanym przez:

(i) transgeny o charakterze odwréconych powtdrzen, (ii) wi-

rusy RNA oraz (iii) sekwencje powtorzeniowe bedace zréd-
tem rasiRNA [25,27,29,30,44], TasiRNA nie zostaty wykryte
w mutantach rdro i sgs3 co sugeruje, iz biatka RDR6 i SGS3
odgrywaja zasadnicza role w biogenezie tych krétkich re-
gulatorowych RNA [31-34], Prawdopodobng funkcjg SGS3
jest stabilizacja fragmentow 3' i 5' powstatych w wyniku
ukierunkowanego ciecia transkryptow TAS. Produkty tra-
wienia TAS2 RNA nie sg bowiem obecne lub ich ilos¢ jest
znacznie zredukowana w mutancie sgs3. Przeciwny efekt,
tj. podwyzszong akumulacje fragmentéw 3' i 5' powstatych
w wyniku ciecia TAS2, obserwowano u mutanta rdré [34],
Wydaje sie zatem, ze fragmenty TAS stanowig odpowiednig
matryce dla RDR6, ktora przeksztatca je w dsRNA, bedacy
substratem dla endonukleazy typu Dicer [33,34], Jak do-
tad nie wiadomo jednak w jaki sposéb roslinna polimeraza
RNA rozpoznaje czasteczki matrycowe. Zaproponowano
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dwa mechanizmy ich selekcji [45,46]. Pierwszy zaktada, ze
dostarczenie polimerazy do konca 3' czasteczki RNA zacho-
dzi dzieki specyficznym oddziatywaniom RDR6 z komplek-
sem RISCmRNA Drugi przyjmuje, ze polimeraza preferencyj-
nie wigze uszkodzone mRNA, tj. czasteczki pozbawione
kapu lub ogona poli(A). Niezaleznie jednak od sposobu, w
jaki RDR6 rozpoznaje matryce, uwaza sie, ze to wtasnie ona
jest odpowiedzialna za dobudowanie komplementarnej nici
RNA do fragmentow 3'i5'".

Funkcjonalne tasiRNA sg uwalniane z dwuniciowych
prekursoréw RNA przez DCL4. Biatko to odcina sekwencyj-
nie 21-nukleotydowe dwuniciowe tasiRNA, poczynajgc od
koncéw powstatych w wyniku ukierunkowanego trawienia
TAS RNA [34,47,48], Czasteczki tasiRNA pochodzace z nici
komplementarnej sg przesuniete o 2 nukleotydy wzgledem
tasiRNA z tzw. nici kodujacej [32,33,34], DCL4 dziata zatem
analogicznie jak pozostate, wczesniej poznane i scharakte-
ryzowane enzymy typu Dicer [40], Dwuniciowe tasiRNA
witgczane sg do kompleksu RISC, nastepnie jedna z nici jest
usuwana zgodnie z tzw. zasadg asymetrycznosci [49-51].
Mowi ona, ze w kompleksie RISC pozostaje ta ni¢ duplek-
su, ktérej koniec 5' tworzy termodynamicznie mniej stabilne
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pary zasad. Druga ni¢ (czesto oznaczana jako siRNA* lub
miRNA*) jest natomiast cieta, przez co tatwiej dochodzi do
jej uwolnienia [52,53].

Pomimo, ze u mutanta dcl4 nie stwierdzono obecno-
§ci 21-nukleotydowych tasiRNA, wykryto u niego 22- i
24-nukleotydowe RNA pochodzace z transkryptéow TAS
[34,47,48], Sugeruje sie, ze w tworzeniu 22-nukleotydowych
RNA uczestniczy DCL2, natomiast 24-nukleotydowe RNA
powstajg przy udziale DCL3 [48], Na podstawie badan
transkryptu TAS2 zaproponowano ponadto, ze 24-nukleo-
tydowe RNA moga powstawac¢ z TAS2 RNA nawet takze i
wowczas, gdy nie doszto do jego ukierunkowanego ciecia,
w ktorym uczestniczy miR173 [34], Osobnym zagadnieniem
jest czy 22- i 24-nukleotydowe fragmenty sg zdolne do pet-
nienia funkcji analogicznej do 21-nukleotydowych tasiRNA.
W tym przypadku najistotniejszg wydaje sie byé komple-
mentarno$é 22- i 24-nukleotydowych RNA do docelowych
transkryptow.

tasiRNA FUNKCJONUJA PODOBNIE JAK miRNA

Czasteczki miRNA dziatajg jako negatywne regulato-
ry ekspresji genow, szczegdlnie tych, ktérych produkty
petnig rdznorakie funkcje w procesach rozwojowych, a
takze odpowiedzi na stres [1,13,15,54,55]. W przeciwien-
stwie do zwierzecych, roslinne miRNA sg niemal w petni
komplementarne do docelowych transkryptéw i indukuja
ich ciecie w $rodku rozpoznawanej sekwencji [1,56]. U A.
thaliana proces ten katalizowany jest przez biatko AGOI
bedgce zasadniczym elementem kompleksu RISC [23,57],
Ostatnio dowiedziono jednak, ze analogiczng funkcje moze
takze petni¢ AGO07 [58,59]. Uwaza sig, ze czasteczki tasiR-
NA dziataja w podobny sposob jak miRNA, biorgc udziat
w ukierunkowanym cieciu mMRNA. TasiRNA pochodzace z
TAS3 wykazujg niemal petng komplementarno$¢ do tran-
skryptow ARF1, ARF2, ARF3 (okreslany rowniez jako ET-
TIN lub ETT) i ARF4 isg odpowiedzialne za ich degradacje
[33,39]. Wykazano, ze transkrypty ARF2, ARF3 i ARF4 sg
ciete za 10-tym nukleotydem liczac od konca 3' tasiRNA,
czyli w charakterystycznym dla miRNA i siRNA miejscu
[33,56]. Wykryto ponadto produkty trawienia tych mRNA
w innych pozycjach w obrebie, a takze blisko sekwencji roz-
poznawanych przez odpowiednie tasiRNA [39], TasiRNA
wywodzgce sie z TAS2 wpltywajg na poziom ekspresji
genow kodujgcych biatka z rodziny PPR [34]. U A. thaliana
stwierdzono wystepowanie az 441 tego typu gendéw. Czesé
biatek PPR jest odpowiedzialna za potranskrypcyjng obrdb-
ke RNA w organellach [60,61], Funkcja pozostatych genow
regulowanych przy wspétudziale tasiRNA nie zostata jak
dotad poznana (Tabela 1).

Petnienie zaréwno przez miRNA, jak i tasiRNA roli ne-
gatywnych regulatorow ekspresji genéw nasuwa pytanie
0 powod ich wspotistnienia w roslinie. Jest prawdopodob-
ne, ze mechanizmy dziatania miRNA i tasiRNA r6znig sie
miedzy sobg. Ostatnio wykazano, ze wspomniane wcze$-
niej biatko HEN1 posiada zdolno$¢ metylacji 3'-konnicowych
grup hydroksylowych w siRNA imiRNA [20,21,62], Badania
przeprowadzone w warunkach in vitro sugeruja jednak, ze
SiRNA sg metylowane z mniejszag wydajno$cig od miRNA.
Najprawdopodobniej, zar6wno w przypadku miRNA, jak i
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siRNA, metylacji poddawana jest gtdwnie grupa 2'-OH [21].
Wczesniej zaproponowano, ze siRNA stuzg jako startery dla
polimerazy RNA zaleznej od RNA [63,64], Obecnos$¢ grupy
metylowej na koncu 3' siRNA lub miRNA moze wptywaé
na zdolnos$¢ polimerazy do ich wydtuzania, tym samym za$
na produkcje tzw. drugorzedowych siRNA (ang. secondary
siRNAs) [21,64],

tasiRNA SA GRUPA NIEJEDNORODNA

Pomimo wyodrebnienia tasiRNA sposréd innych kroét-
kich regulatorowych RNA, nie jest do konca przesadzone,
czy czasteczki te stanowig catkowicie jednorodng grupe.
Stwierdzono bowiem, ze TAS3 r6zni sie od pozostatych ge-
néw TAS. Podobnie tasiRNA powstate w oparciu o TAS3
réznig sie sposobem dziatania od pozostatych tasiRNA.
Dwie 21-nukleotydowe sekwencje oraz miejsce rozpozna-
wane przez miR390 w transkrypcie TAS3 sg silnie konserwo-
wane ewolucyjnie u roslin jedno- i dwulisciennych. Dodat-
kowo wysoka zachowawczo$¢ genéw ARF w przebadanych
roslinach wskazuje, ze mechanizm ich regulacji przy udzia-
le tasiRNA rozwingt sie jeszcze przed oddzieleniem linii
ewolucyjnych jedno- i dwulisciennych [33,39], Tymczasem
geny MIR173, TASIla, h, c oraz TAS2 nie sg konserwowane
ewolucyjnie i rozwinety sie prawdopodobnie ,catkiem nie-
dawno" [33], Rozny jest takze sposoh, w jaki DCL4 generuje
tasiRNA z TAS3 i pozostatych transkryptow. W przypadku
TAS3 powstajg one z fragmentu 5', a w przypadku TASIa,
b, c i TAS2 z fragmentu 3'. Nie bez znaczenia wydaje sie
takze fakt, ze w ukierunkowanym cieciu pierwotnych tran-
skryptow TASla, b, c i TAS2 uczestniczy ta sama czgstecz-
ka miRNA- miR173. Co wiecej, zaréwno transkrypt TASIa,
jak i TAS2 koduje sekwencje tasiRNA w obrebie centralnie
usytuowanego intronu [32,34], W obrebie intronu dochodzi
tez do ukierunkowanego ciecia TASla i TAS2 RNA, a wiec
niezgodnie z zasadg, w mys$l ktérej miRNA uczestniczg je-
dynie w trawieniu sekwencji kodujgcych lub niekodujacych
konicow 3' [1,56].

W przypadku transkryptu TAS3 zaproponowano, ze
jego dziatanie oparte jest o tzw. mechanizm sprzezenia
zwrotnego [33], TAS3 jest ciety w dwdch miejscach: pierw-
sze znajduje sie w Srodku sekwencji rozpoznawanej przez
miR390, drugie, przesuniete o 33 nukleotydy w kierunku
5', wykazuje komplementarno$¢ do hipotetycznej czastecz-
ki regulatorowej zwanej 5'D2(-). Wydaje sie, ze czasteczka
5'D2(-) powstaje z TAS3 (zgodnie z opisanym powyzej mo-
delem tworzenia tasiRNA, patrz Ryc. 1), a nastepnie uczest-
niczy w jego cieciu. Zgromadzone dotad dane pozwalaja
przypuszczaé, iz istniejg dwie przyczyny, dla ktérych TAS3
jest ciety przy udziale 5'D2(-): (i) regulacja funkcji TAS3
poprzez mechanizm sprzezenia zwrotnego, (ii) uzyskanie
dodatkowych tasiRNA, np. tasiR1778, ktéry zostat ziden-
tyfikowany u roslin typu dzikiego. Niewykluczone, ze oba
powyzsze zatozenia sg prawdziwe. Regulacje poprzez me-
chanizm sprzezenia zwrotnego zaproponowano takze dla
transkryptow DCLI i AGOI znajdujagcych sie pod kontrolg
odpowiednio miR162 i miR168 [57,65], Biatka DCLI i AGOI
odgrywaja kluczowg role w biogenezie (DCLI) i dziataniu
(AGOI) miRNA, tym samym ich regulacja poprzez miR162
i miR168 ma wptyw na powstawanie i funkcjonowanie
wszystkich innych tego typu czasteczek. Kontrola funkcji
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TAS3 przez 5'D2(-) miataby jednak bardziej subtelny cha-
rakter, ograniczony tylko do TAS3 i pochodzgcych z niego
tasiRNA. Niezwykle ciekawe spostrzezenia dotyczgce funk-
cjonowania tasiRNA zostaty ostatnio poczynione przez ze-
spoty Vauchereta oraz Carringtona [58,59]. Sugerujg oni, iz
krotkie RNA pochodzace z TAS3 rdznig sie od pozostatych
tasiRNA, gdyz wchodzg w kompleks z biatkiem AGO07, a
nie jak wczesniej sgdzono AGOI. Co wiecej, wykazano, ze
AGO07, podobnie jak AGOI, jest zdolne do katalitycznego
ciecia mMRNA tworzacego dupleks z tasiRNA.

PODSUMOWANIE

Niewiele czasu uptyneto od momentu odkrycia czaste-
czek tasiRNA do chwili, gdy zaproponowany zostat sche-
mat ich biogenezy. Najbardziej zaskakujgcym jego elemen-
tem jest rola jakg przypisano mikro RNA. Szczegdétowa ana-
liza uzyskanych danych nasuwa jednak wiele pytan doty-
czacych zaréwno biogenezy, jak i funkcjonowania tasiRNA
m. in: (i) dlaczego tasiRNA wchodzg w kompleks z AGO07
(ZIP), a nie tylko z AGOI; (ii) w jaki sposob przeciety tran-
skrypt TAS jest rozpoznawany przez RDR; (iii) czy tasiRNA
stuzg jako startery dla polimerazy RNA zaleznej od RNA?
Rozwigzanie powyzszych probleméw moze przynie$¢ od-
powiedZ na najbardziej fundamentalne pytanie dotyczace
pochodzenia tasiRNA. Jak dotagd niewiadomo bowiem dla-
czego czasteczki te wyewoluowaty w roslinie skoro role
negatywnych regulatoréw ekspresji genow peinig powstate
wcze$niej miRNA [66]? Jest niemal pewne, ze juz wkrétce
poznamy szereg nowych fascynujacych faktéw pozwala-
jacych lepiej zrozumie¢ zjawiska zwigzane z funkcjonowa-
niem tasiRNA.
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ABSTRACT

RNA is now considered a key factor in the regulation of gene expression. There are several classes of small regulatory RNAs in plants, fun-
ctioning in posttranscriptional gene silencing (PTGS) or epigenetic DNA modification. Trans-acting short interfering RNAs (tasiRNAs) form
a class of small regulatory RNAs which has been distinguished only recently. To date, five genes encoding tasiRNAs have been identified in
Arabidopsis thaliana. TasiRNAs derive from non-coding RNA precursors which are initially targeted for cleavage by a miRNA. Cleavage pro-
ducts are then converted into dSRNAs by a RNA dependent RNA polymerase and sequentially cleaved into 21-nt tasiRNAs. Like the majority
of plant miRNAs, tasiRNAs regulate gene expression at the posttranscriptional level, guiding cleavage of ARF and PPR transcripts. Here, we
briefly present tasiRNAs and speculate whether they form a homogeneous class of siRNAs.
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Wykaz stosowanych skrétéw: cDNA (ang.
complementary DNA) — komplementarny

DNA; DNA — kwas dezoksyrybonuklei-
nowy; dsDNA (ang. double stranded DNA)
— dwuniciowy DNA; ELISA (ang. enzyme
linked immunosorbent assai) — test immu-
noenzymatyczny; FITC (ang. fluorescein
isothiocyanate) — izotiocyjanian fluoresce-
iny; FMN — mononukleotyd flawinowy;
HIV (ang. human immunodeficiency virus)
— wirus nabytego niedoboru odpornosci;
HNE (ang. human neutrophil elastase) —ela-
staza neutrofilowa cztowieka; hTSH (ang.
human thyroid stimulating hormone) — hor-
mon uwalniajacy tyreotroping u cztowieka;
PAGE (ang. polyacrylamide gel electroforesis)
— elektroforeza w zelu poliakryloamido-
wym; PBMCs (ang. peripheral blood mono-
nuclear cells) — komérki jednojadrzaste
krwi obwodowej; PCR (ang. polymerase
chain reaction) — tafcuchowa reakcja poli-
merazy; RT-PCR (ang. reverse transcriptase
polymerase chain reaction) — tafncuchowa
reakcja polimerazy sprzezona z odwrotng
transkrypcja; RTK (ang. receptor tyrosine
kinase) — receptorowa kinaza tyrozynowa;
ssDNA (ang. single stranded DNA) — jedno-
niciowy DNA; TNFa (ang. tumor necrosis
factor alpha) —czynnik martwicy nowotwo-
réw alfa; TTF (ang. thyroid transcription fac-
tor) —tarczycowy czynnik transkrypcyjny;
VEGF (ang. vascular endothelial growthfactor)
—czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn
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STRESZCZENIE

ptamery to jednoniciowe oligonukleotydy DNA lub RNA, selekcjonowane in vitro z

kombinatorycznych bibliotek w procesie zwanym SELEX (ang. Systematic Evolution of Li-
gands by Exponential Enrichment). Petnig one funkcje syntetycznych, nukleinowych ligandéw
zdolnych rozpoznawac¢ specyficznie i wigza¢ z wysokim powinowactwem organiczne lub
nieorganiczne czasteczki docelowe. Aptamery potrafig rozpoznawac¢ nawet bardzo podobne
strukturalnie molekuty. Podlegaja réwniez tatwo chemicznym modyfikacjom, jak znakowa-
nie radioaktywnymi izotopami, konjugowanie z barwnikami fluorescencyjnymi i enzymami
czy poprawianie biostabilnosci. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci aptamery moga konkuro-
waé z przeciwciatmi o miano uniwersalnych receptoréw i by¢ wykorzystywane jako narze-
dzie rozpoznania molekularnego w metodach diagnostycznych. Do tej pory opisano szereg
zastosowan aptamerdéw w detekcji ré6znego rodzaju nisko- lub wysokoczasteczkowych mo-
lekut za pomocg cytometrii przeptywowej, metod immunochemicznych oraz technik diag-
nostyki obrazowej.

WPROWADZENIE

Aptamery definiuje sie jako kilkunasto- lub kilkudziesiecionukleotydowe
sekwencje RNA lub DNA, charakteryzujgce sie wysokim powinowactwem i
specyficznoscig wigzania ze Scisle okre$long czasteczka docelowg [1]. Nazwa ich
wywodzi sie od tacinskiego stowa ,,aptus” — co oznacza dost. ,,dopasowany,
przyczepiony". Zawdzieczaja ja niezwyktemu dopasowaniu struktury prze-
strzennej do budowy czasteczki docelowej, osigganemu w drodze kombinato-
rycznego procesu syntezy i cyklicznej selekcji in vitro [2]. Aptamery peinig role
ligandéw wigzacych inne molekuty. Moga one wigza¢ mate czagsteczki chemicz-
ne, m.in. jony metali, barwniki organiczne, aminokwasy, witaminy, antybiotyki,
nukleotydy, lipidy, czy peptydy. Dotaczajg sie rowniez do duzych molekut, jak
biatka, wsréd ktorych sa enzymy, czynniki wzrostu, biatka regulatorowe, prze-
ciwciata, a takze czynniki adhezyjne komérek i lektyny [3,4]. Lista czasteczek,
dla ktérych wyr6zniono swoiste dla nich aptamery, wydtuza sie sukcesywnie z
roku na rok.

W ciggu 15 lat rozwoju technologii aptamery okazaty sie wygodnym narze-
dziem badawczym w dziedzinach proteomiki i genomiki, uzupetniajagc metody
konwencjonalne. Swoisto$¢ rozpoznawania réznych klas molekut stawia apta-
mery co najmniej na rowni ze stosowanymi w diagnostyce przeciwciatami mo-
noklonalnymi [3]. Jednak unikalne wtasnosci fizykochemiczne i ogromne mozli-
wosci modyfikacji ligandéw nukleinowych, sktaniajg do poszukiwan i rozwoju
nowych technik diagnostycznych, zwitaszcza wobec substancji dotad niewykry-
walnych metodami z uzyciem przeciwciat. Duze nadzieje wigze sie rowniez z
wykorzystywaniem aptamerow w celach terapeutycznych. Aptamery mogtyby
odgrywac role leku lub by¢ no$nikami czynnikéw terapeutycznych, rozroznia-
jacymi komarki zmienione chorobowo od zdrowych [5], Wigzac sie specyficznie
z danym czynnikiem patologicznym w warunkach fizjologicznych, aptamery
potrafig skutecznie blokowac jego dziatanie [6],

Celem niniejszej pracy przegladowej jest charakterystyka wtasciwosci apta-
merow pod katem ich uzyteczno$ci w diagnostyce klinicznej. W pracy przed-
stawiono podstawowe informacje dotyczace produkcji, struktury, modyfikacji
i mechanizmdw dziatania nukleinowych ligandow. W dalszej cze$ci artykutu
dokonano przegladu literatury naukowej z ostatnich lat, prezentujgcej wyniki
badan nad wykorzystaniem aptameréw w powszechnie stosowanych metodach
diagnostyki klinicznej. Opréocz prac oryginalnych, przytoczono szereg interesu-
jacych artykutéw pogladowych, ktorych lektura umozliwi czytelnikowi posze-
rzenie zakresu wiadomosci zawartych w obecnej publikacji.
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SELEX

W 1990 roku Tuerk i Gold oraz Ellington i Szostak [7,8]
rownoczes$nie przedstawili metode generowania in vitro
oligorybonukleotydowych ligandéw zdolnych do specy-
ficznego wigzania sie do wybranych nisko- badz wysoko-
czasteczkowych biomolekut. Proces ten okreslany jest w
literaturze jako ,selekcja in vitro™ lub SELEX (ang. Syste-
matic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Pole-
ga on na identyfikacji i wybidrczej amplifikacji czasteczek
0 pozadanych witasciwosciach sposrod bardzo licznej puli
krotkich losowych sekwencji DNA, nasladujac w ten sposéb
mechanizmy naturalnej ewolucji, tzn. zmiennos¢, selekcje i
replikacje [7], Dwa lata p6zniej tg samg metodg otrzymano
rowniez ligandy o strukturze DNA [9].

W pierwszym etapie SELEXu, drogg syntezy chemicznej,
tworzy sie tzw. kombinatoryczng biblioteke jednonicio-
wych oligomeréw DNA. Jest to zbidr (zazwyczaj 1041015
wszystkich mozliwych do zsyntetyzowania oligodeoksy-
rybonukleotydéw o okreslonej dtugosci n [10], Kazdy taki
oligonukleotyd zawiera fragment $rodkowy — o przy-
padkowej sekwencji nukleotydow (ang. random sequence)
— oflankowany na koncach 5' i 3' sekwencjami statymi
oraz zawiera region promotorowy dla polimerazy RNA na
koncu 5'. Proporcje dodawanych do mieszaniny reakcyjnej
monomeréw A, T, G i C dobierane sg w taki sposob, aby
prawdopodobienstwo wystgpienia kazdego z nich w danej
pozycji sekwencji losowej byto podobne [3].

Aptamery selekcjonuje sie zarowno z puli oligonukleoty-
dow DNA jak i RNA. W przypadku drugim, zsyntetyzowa-
na chemicznie biblioteka jednoniciowych DNA jest najpierw
amplifikowana metodg PCR (startery przytaczaja sie do sek-
wencji statych), a nastepnie transkrybowana enzymatycznie
w analogiczng biblioteke RNA. Najczesciej wykorzystuje
sie tu polimeraze RNA T7, rozpoznajaca sekwencje pro-
motorowa na koncu 5' kazdego oligomeru DNA [11], Pod-
czas selekcji, calg pule zréznicowanych oligonukleotydow
(DNA lub RNA) inkubuje sie z interesujacg nas czasteczkg
docelowg w $cisle ustalonych warunkach pH, temperatury i
sktadu buforu. Wybrane biatko zazwyczaj immobilizuje sie
na btonie nitrocelulozowej, a wigzanie sie frakcji swoistych
do niego oligonukleotydéw nastepuje podczas filtracji mie-
szaniny przypadkowych sekwencji przez pory [7], Frakcje
czasteczek nukleinowych niezwigzanych z matryca nitroce-
lulozowg mozna tatwo usungc poprzez ptukanie filtru. Opi-
sano szereg alternatywnych metod rozdziatu aptamerow, w
zaleznosci od natury biomolekuty wigzanej przez aptamer.
Wykorzystuje sie kolumnowg chromatografie powinowa-
ctwa [12], immunoprecypitacje [13], elektroforeze w zelu
poliakryloamidowym (PAGE) [14], kuleczki magnetyczne
[15] oraz elektroforeze kapilarng [16]. Ekspozycja ,puste-
go" nos$nika (bez immobilizowanej substancji docelowej)
na dziatanie aptameréw moze stanowi¢ dodatkowg selekcje
negatywna, eliminujaca sekwencje wigzace sie niespecyficz-
nie z samym nos$nikiem [4], Populacje aptameréw wykazu-
jacych powinowactwo do czasteczki docelowej amplifikuje
sie metodg PCR (biblioteka DNA) lub PCR sprzezong z re-
akcjg odwrotnej transkrypcji (biblioteka RNA) w celu uzy-
skania dwuniciowego DNA, ktére postuzy jako matryca do
syntezy zawezonej puli oligonukleotydow.
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Podczas kolejnych cykli selekcji, w ktérych stopniowo
zaostrza sie warunki reakcji, powtarza sie opisang wyzej
procedure a stosunek sekwencji aktywnych, tj. wigzgcych
czasteczke docelowg, do nieaktywnych w mieszaninie suk-
cesywnie wzrasta [3]. Waznym jest, aby podczas kazdego
cyklu istniat wyrazny (10-1000-krotny), ilosciowy nadmiar
ligandu wzgledem czasteczki docelowej. Zapewnia to ak-
tywng konkurencje aptamerdw o specyficzne miejscawiaza-
nia i przez to uskutecznia selekcje [7], Po zakoiczeniu kilku
kolejnych cykli sprawdza sie powinowactwo otrzymanych
aktywnych aptameréw do czasteczki docelowej, np. me-
todg radiograficzng (znakowanie nukleotydéw izotopem
3P) [14] lub enzymatyczng (reakcja peroksydazy). Ponad-
to okresla sie site oddziatywania miedzy aptamerem iczg-
steczka docelowg, wyznaczajac statg dysocjacji Kdpowstate-
go kompleksu [15]. Po kilku lub kilkunastu cyklach osigga
sie stan, w ktdrym populacja oligonukleotydow sktada sie
w wiekszej czesci z sekwencji najlepiej wigzacych czastecz-
ke docelowga. Nastepnie aptamery klonuje sie w komaérkach
bakteryjnych i sekwencjonuje, aby pozna¢ unikalng struktu-
re kazdego z nich. Gdy sekwencja aptameru jest znana, jego
dalsza produkcja odbywa sie na drodze syntezy chemicznej
[3]. Czestym zabiegiem, zwiekszajacym wydajnos¢ syntezy,
jest skrocenie pierwszorzedowej struktury aptameréw, po-
przez usuniecie z nich sekwencji statych —o ile te nie hiorg
udziatu w tworzeniu konformacji przestrzennej aptameru i
wigzaniu czasteczki docelowej [17] Ryc. 1.
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\DCR
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy alternatywne etapy selekcji invitroaptameréw
o strukturze RNA i DNA. T7 oznacza proces transkrypcji z udziatem polimerazy
T7, RT oznacza proces odwrotnej transkrypcji.
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Liczba cykli potrzebnych do identyfikacji aptameréw
zalezy przede wszystkim od wilasciwosci czastki docelo-
wej oraz od doboru warunkéw reakcji dla kazdego cyklu.
W wiekszosci przypadkéw selekcja aptameréw odbywa
sie w 8-15 cyklach. Klasyczny proces SELEX wykonywany
recznie, wiaczajagc klonowanie i sekwencjonowanie, trwa
$rednio od 2 do 3 miesiecy. Jednakze uzyskanie kilku na-
nomoli oczyszczonego aptameru o znanej sekwencji drogg
syntezy chemicznej zabiera zaledwie kilka dni [3]. Petna
automatyzacja procesu pozwolita znacznie skréci¢ czas se-
lekcji in vitro i generowa¢ z duzg wydajnoscig aptamery o
wysokiej czystosci i powinowactwie do wybranej czgsteczki
docelowej nawet w ciggu kilku dni [18,19]. Nowoczesne ro-
boty pipetujagce, odpowiednio zaprogramowane, zdolne sg
samodzielnie przeprowadzi¢ kompletny proces SELEX, nie
wymagajac dodatkowych czynnosci manualnych. Zautoma-
tyzowana, multipleksowa selekcja in vitro, prowadzona na
wielu ptytkach mikrotitracyjnych jednoczes$nie, poprawia
wydajnos¢ i znacznie skraca czas generacji aptamerow [13].

ROZPOZNANIE MOLEKULARNE

Aptamery wykazujg niezwykle wysoka specyficznos¢
rozpoznawania i wigzania czasteczek docelowych. Ligan-
dy wygenerowane w procesie zwanym ,counter-SELEX"
(identyfikacja i odrzucanie aptameréw wigzacych mole-
kuty podobne strukturalnie do witasciwej czasteczki doce-
lowej) [20] mogg rozrdznia¢ poszczegdblne izoformy danej
czasteczki, np. biatka enzymatycznego [21], wigzaC stereo-
specyficznie D- lub L-enancjomery [22], jak réwniez iden-
tyfikowa¢ molekuty o bardzo subtelnych réznicach struk-
turalnych, np. z obecnoscia lub brakiem grupy metylowej
[18] czy hydroksylowej [23,24]. Powinowactwo aptamerdw
do czasteczek docelowych zawiera sie¢ w zakresie od mikro-
molarnych do niskich pikomolarnych wartosci statej Kdi jest
poréwnywalne, a niekiedy wrecz lepsze, do przeciwciat mo-
noklonalnych [20]. Wtasciwosci te wynikajg przede wszyst-
kim z unikalnej sekwencji nukleotydéw aptameru, a co za
tym idzie, z konformacji przestrzennej oraz molekularnego
mechanizmu wigzania czgsteczki docelowej [25]. Krystalo-
graficzne i spektroskopowe badania struktury komplekséw
aptamer-czasteczka docelowa stwarzajg mozliwos¢ wgla-
du w tréjwymiarowa architekture kwaséw nukleinowych.
Wskazujg takze te elementy ich budowy, ktére odgrywajg
kluczowaq role w tzw. procesie rozpoznania molekularnego
(ang. molecular recognition), stanowiagcym podstawe metod
analitycznych idiagnostycznych oraz dziatania lekéw w or-
ganizmie [26].

Kwasy nukleinowe zbudowane sg z pojedynczego tan-
cucha nukleotydéw, ktoéry fatdujac sie tworzy oprécz frag-
mentéw helikalnych szereg drugo- i trzeciorzedowych
motywow strukturalnych [27], W procesie identyfikacji i
wigzania czasteczki docelowej przez aptamer uczestniczg
okres$lone elementy struktur obu molekut. Zazwyczaj frag-
ment wigzacy, biorgcy bezposredni udzial w tworzeniu
kompleksu aptamer-czasteczka docelowa liczy 10-15 nu-
kleotydéw. Zauwazono réwniez, ze przecietna powierzch-
nia rozpoznawania aptameréw ma podobng wielko$¢ do
powierzchni rozpoznawania fragmentéw Fab przeciwciat
[28]. Selekcja in vitro ma na celu znalezienie takiej unikal-
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nej sekwencji sposrdd biblioteki kombinatorycznej, ktorej
liniowy uktad nukleotydéw purynowych i pirymidyno-
wych pozwoli utworzy¢ odpowiedni motyw strukturalny,
dopasowany do budowy czasteczki docelowej na zasadzie
klucza i zamka.

Zwiazki matoczasteczkowe, m.in. ATP, FMN, teofilina,
badz aminokwasy z reguty inkorporuja w dwuniciowe
struktury szpilkowe (ang. hairpins) aptameréw RNA, wy-
korzystujac takie motywy strukturalne, jak wybrzuszenia
jednostronne (ang. bulges) i dwustronne (ang. internal loops),
pseudowezty (ang. pseudoknots) oraz oddziatywania zasad
innych niz Watsona-Cricka (ang. mismatches). W przypadku
bardzo duzych biomolekut, peptydow i biatek, to aptame-
ry musza wpasowac sie swojg strukturg w ztozong budo-
we przestrzenng czasteczki docelowej za pomocg réznego
rodzaju oddziatywan chemicznych. Interesujagcym zjawi-
skiem jest tez tworzenie kompleksow miedzy aptamera-
mi i aminoglikozydami, np. tobramycyna lub neomycyna,
gdzie, oprocz komplementarnos$ci strukturalnej, motywow
wigzacych i wigzan chemicznych, znaczaca role odgrywa-
ja oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy kationowymi
grupami amoniowymi antybiotykéw a ujemnie natadowa-
nym RNA [26,29,30],

Sposréd DNA-aptamerdw niezwykte, pod wzgledem
strukturalnym, sa ligandy wigzace sie z trombing [31] i in-
tegrazg HIV-1 [32], ktérych sekwencje bogate sg w reszty
guaninowe. Moga one przybiera¢ konformacje czteronicio-
wych, prawoskretnych helis (tetraplekséw), zbudowanych
z powtarzajgcych sie czterech reszt guaninowych lezacych
w jednej plaszczyznie, tzw. kwartetow guaninowych. Kaz-
da z tych guanin jest zaréwno donorem jak i akceptorem
wigzan wodorowych Hoogsteena [33].

W tworzeniu i stabilizacji struktur przestrzennych apta-
merow biorg udziat rézne rodzaje oddziatywan chemicz-
nych. Najbardziej typowymi sg wigzania wodorowe Wat-
sona-Cricka, ktore powstajg miedzy komplementarnymi
zasadami A i T (U) oraz G i C. Determinujg one przede
wszystkim trwato$¢ dupleksdw w strukturach RNA i DNA
[30]. Réznorodnosé topologii przestrzennych i motywow
strukturalnych oraz trwato$¢ komplekséw z czgsteczkami
docelowymi aptamery zawdzieczajg gtdwnie nietypowym
wigzaniom wodorowym (odwrdcone wigzania Watsona-
Cricka, wigzania Hoogsteena i odwr6conego Hoogsteena),
a takze oddziatywaniom elektrostatycznym i oddziatywa-
niom warstwowym (ang. stacking interactions) [26].

Aptamery selekcjonuje sie z puli oligonukleotydéw RNA
lub DNA. Jednak, jak mozna sie spodziewac, aptamery
deoksyrybonukleinowe z reguty nie funkcjonujg po prze-
ksztatceniu ich sekwencji w RNA i odwrotnie —aptamery
rybonukleinowe przetranskrybowane w DNA réwniez nie
sg aktywne [11]. Ponadto, kwasy rybonukleinowe tworzg
bardziej ztozone struktury drugorzedowe niz DNA [30],
Dzieje sie tak miedzy innymi za sprawg grup 2'-OH ryboz,
ktére mogg bra¢ udziat w tworzeniu wigzan wodorowych
nawet miedzy niekomplementarnymi odcinkami tej samej
nici RNA oraz uczestniczy¢ w tworzeniu kompleksu apta-
mer-czasteczka docelowa. Brak tych grup w DNA sprzyja z
kolei tworzeniu i stabilizacji jego struktury helikalnej [11].
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Poza tym, wiekszo$¢ wygenerowanych in vitro aptameréw
RNA przyjmuje przestrzenng konformacje dopiero po zwig-
zaniu sie z czasteczkg docelowa, natomiast drugorzedowe
struktury aptamerdw DNA sg stabilne [34],

APTAMERY JAKO CZASTECZKI DETEKCYJNE

Detekcja biomolekut i ich analiza jakosciowo-ilosciowa
stanowiag podstawe zardwno badan molekularnych jak i
praktyki klinicznej. Postep w medycynie wymusza, a jed-
noczesnie zalezy od wprowadzania nowych, doktadniej-
szych i tanszych metod diagnostycznych, badz ulepszania
obecnie stosowanych. Ligandy stosowane w diagnostyce do
wykrywania i oznaczania okreslonych substancji powinny
cechowac sie wysokim powinowactwem i specyficznoscig
dziatania, trwatoscig w warunkach fizjologicznych i mozli-
woscig znakowania ré6znymi sposobami. Jak dotad, wsréd
najpowszechniej wykorzystywanych czasteczek, zdolnych
do specyficznego rozpoznawania i wigzania danej biomole-
kuty, prymat wiodg przeciwciata.

APTAMERY KONTRA PRZECIWCIALA

Podstawy technologii otrzymywania przeciwciat mono-
klonalnych opracowali w potowie lat 70' ubiegtego wieku
Kohler i Milstein [35], ktérzy w 1984 roku za swoje osiggnie-
cia w dziedzinie immunologii zostali uhonorowani nagro-
da Nobla. Kilkanascie lat p6zniej chemia kombinatoryczna
zaowocowata wynalezieniem nukleinowych aptameréw, w
ktorych upatruje sie najpowazniejszych rywali dla przeciw-
cial wykorzystywanych w metodach diagnostycznych [3],
Przeciwciata monoklonalne udowodnity swojg uzytecznosé
w procedurach wymagajacych rozpoznania molekularnego
i pozyskaty status ,,uniwersalnych receptoréw", wyprowa-
dzonych przeciwko olbrzymiej ilosci réznorodnych ligan-
dow. Istniejg jednak pewne ograniczenia ich technologii, jak

Tabela 1. Poréwnanie wiasciwos$ci przeciwciat i aptamerdw.

1 Przeciwciata

Konieczno$¢ immunizacji zwierzat ogranicza

mozliwos$¢ produkcji przeciwciat wobec czgsteczek nie
tolerowanych przez organizm zwierzecia (toksyn) lub nie
wywotujacych odpowiedzi immunologicznej [3]

Identyfikacja i produkcja przeciwcial monoklonalnych jest

czaso- i pracochtonna (immunizacja zwierzat, tworzenie hybryd
komérkowych, testowanie duzej liczby kolonii komérkowych) [3]

Czesto wystepuje tzw. zmienno$¢ partii produkcyjnych [3]

Immunogen uzywany do generowania i identyfikacji
przeciwciat nie musi by¢ w postaci wysoce oczyszczonej [3]

Koszt produkcji 1 grama przeciwciata wynosi od 1.000 do 10.000 $ [37]
Przeciwciata moga by¢ przechowywane jedynie przez

kilkanascie miesiecy; ulegajg nieodwracalnej denaturacji

w warunkach wysokich temperatur, skrajnych wartosci

pH iobecnosci zwigzkéw chaotropowych [38]

Duzy ciezar molekularny -180 kDa (ogranicza zastosowania

in vivo, m.in. w diagnostyce obrazowej i terapii) [39]

Znakowanie przeciwciat moze powodowaé spadek

ich powinowactwa do antygenu [61]

Dziatajg wytgcznie w warunkach fizjologicznych [3]

Postepy Biochemii 52 (3) 2006

rowniez takie obszary diagnostyki, w ktérych przeciwciata
nie mogg podotaé stawianemu im zadaniu [36], Wydaje sie,
ze wiasnie aptamery mogtyby je w tym zastgpi¢ i wypetnié
istniejgce luki na polu metod diagnostycznych. Porownu-
jac przeciwciata z aptamerami pod katem ich uzytecznosci
jako ,uniwersalnych receptoréw", mozna zauwazy¢, ze te
cechy przeciwciat, ktére limitujg ich zastosowanie, stanowig
gtéwne zalety aptamerdéw i vice versa (Tab. 1).

ZNAKOWANIE APTAMEROW

Wyzwaniem do pokonania przed zastosowaniem apta-
merow w metodach diagnostycznych jest rozwiniecie takie-
go systemu znakowania (ang. labeling system) oligonukleo-
tydowych liganddw, ktéry nie uszkadzatby ich unikalnej
struktury ani nie obnizat wtasnosci wigzacych.

Aptamery mozna znakowa¢ radioaktywnie za pomoca
modyfikowanych nukleotydow, zawierajagcych np. atomy
izotopdw H lub 3P, wigczanych w strukture kwasu nuklei-
nowego podczas replikacji in vitro [25]. Ten sposdb znakowa-
nia oligonukleotydow jest czesto wykorzystywany w proce-
durze SELEX (monitoring kolejnych rund selekcji pod katem
udziatu sekwencji wigzacych czasteczke docelowg w puli)
[14], ale okazuje sie rowniez niezwykle przydatny w meto-
dach diagnostyki obrazowej (ang. in vivo imaging) [39,40].

Aptamery mozna takze konjugowac z barwnikami fluo-
rescencyjnymi, stosowanymi powszechnie do znakowania
przeciwciat [41], Podczas gdy znakowanie radioaktywne
nie wptywa znaczgco na funkcjonalno$¢ aptamerdéw jako
ligandow [42], to konjugowanie oligonukleotydow z fluoro-
chromami wymaga precyzyjnego okre$lenia miejsca i spo-
sobu dotgczenia znacznika. Badania z fluoresceing przyta-
czong do aptameru w réznych pozycjach (do konca 5' badz
3") oraz w rézny sposob (bezposrednio do oligonukleotydu

Aptamery

Aptamery sa generowane niezaleznie od organizmoéw

zywych i warunkéw in vivo; moga by¢ skierowane przeciwko
dowolnej czasteczce chemicznej, bez wzgledu na stopieA

jej toksycznosci i wtasciwoséci immunogenne [3]

Proces chemicznej syntezy i selekcji in vitro aptameréw moze by¢
zautomatyzowany, co skraca czas produkcji, zmniejsza naktady
pracy izapewnia wysoka powtarzalno$¢ i doktadnos$¢ [62]
Chemiczna synteza irygorystyczna selekcja aptamerow
ogranicza zmienno$¢ produkcyjng do minimum [3]

Proces selekcji in vitro aptameréw wymaga obecnosci
w $rodowisku reakcji czasteczki docelowej o

wysokim stopniu czystosci chemicznej [15]

Koszt produkcji 1 grama aptamerdw szacuje sie na 1.000 $ [37]
Aptamery moga by¢ przechowywane przez bardzo dtugi

okres; sg stabilne w temperaturze otoczenia; dziatajg w réznych
Srodowiskach reakcji, ulegaja odwracalnej denaturacji [3]

Maty ciezar molekularny -10 kDa [39]

Istnieje mozliwo$¢ precyzyjnego okre$lenie miejsca i

sposobu dotgczenia czasteczki reporterowej do aptameru,

bez wptywu na jego funkcjonalno$¢ [43]

Manipulowanie warunkami selekcji umozliwia otrzymanie
aptameréw zdolnych do dziatania w danym $rodowisku reakcji [3]
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lub za pomocg tacznika — glikolu polietylenowego) wska-
zuja na konieczno$¢ stosowania czgsteczek pomostowych
do konjugowania aptameru z barwnikiem, przez co zacho-
wywane sg zarobwno wysokie powinowactwo aptameréw,
jak i optymalne wasciwosci fluorescencyjne barwnika [43].
Z kolei poréwnanie wtasciwosci fotofizycznych aptamerow
znakowanych fluoresceing, rodaming i czerwienig teksa-
skg (ang. Texas red), z uzyciem poliweglowych tgcznikéw,
dowiodto, ze rozktad fluorescencji poszczeg6lnych konju-
gatéw moze zaleze¢ od pH, potencjatu elektrostatycznego i
temperatury Srodowiska [41]. Biotynylowane oligonukleo-
tydy sprzegano rowniez z kompleksem streptawidyna-flu-
oresceina i streptawidyna-fikoerytryna [44],

Aptamery skonjugowane z fluorochromami drobnoczg-
steczkowymi, np. fluoresceing, jak rdwniez z duzymi biat-
kami, np. fikoerytryng (masa czasteczkowa 240 kDa) za-
chowujg wysokie powinowactwo i specyficznos¢ wigzania
biomolekut, sugerujgc mozliwosé wspotdziatania rowniez z
innymi czgsteczkami detektorowymi, stosowanymi w diag-
nostyce [3],

BIOSTABILNOSC APTAMEROW

Istnieje szereg sposobow polepszania biostabilnosci oli-
gonukleotydow. Jedng z nich jest podstawienie grupy 2'-
OH rybozy aptameru grupg aminowga (NH,) lub fluorowg
(F). W rezultacie oligorybonukleotydy zawierajgce grupy
2-NFL, badz 2'-F sg przynajmniej tysigckrotnie bardziej
odporne na degradacje w plazmie, niz niemodyfikowane
kwasy nukleinowe [47], Powszechne stosowanie tego typu
aptamerdw in vivo budzi jednak zastrzezenia z powodu ry-
zyka wiaczenia modyfikowanych nukleotydéw w struktu-
ry natywnych kwaséw nukleinowych organizmu. Ponadto,
modyfikacja wasciwosci termodynamicznych oligonukleo-
tydéw tag metodg znacznie zwieksza koszty produkcji.

Tariszym ibezpieczniejszym sposobem jest alkilacja kwa-
sow nukleinowych. Oligonukleotydy zawierajgce 2'-0-me-
tylopirymidyne sg odporne na dziatanie nukleaz, stosunko-
wo niedrogie w produkcji, a przede wszystkim wystepuja
naturalnie w organizmach zywych, wiec nie sg toksyczne
[48].

Tioaptamery majg zmodyfikowane chemicznie reszty
fosforanowe, w ktérych w miejsce jednego (lub wiecej) z
czterech atomow tlenu wprowadzono atom siarki. Tiofosfo-
ranowe analogi oligonukleotydéw sg odporne na dziatanie
3'-egzonukleaz oraz nie sg rozpoznawane jako substraty
przez terminalng transferaze. Jak dowodzg liczne badania,
specyficzno$¢ i powinowactwo tioaptameru wzgledem cza-
steczki docelowej mogg zaleze¢ zaréwno od liczby i pozycji
zmodyfikowanych nukleotydéw w sekwencji oligonukloty-
du jak i liczby podstawionych atomow siarki w kazdej gru-
pie fosforanowej [49],

Interesujgcg z chemicznego punktu widzenia modyfika-
cjag kwaséw nukleinowych, chronigcg przed ich degradacja
nukleolityczng, jest dodawanie mostkéw metylenowych
taczacych atomy 2'-0 i 4'-C w pierscieniu rybozy kazdego
nukleotydu. Czasteczki takie okre$la sie jako ,,usztywnio-
ne kwasy nukleinowe" lub LNA (ang. Locked Nucleic Acids).
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Zmiany tego typu nie powodujg obnizenia powinowactwa
i specyficznosci aptameru wzgledem czasteczki docelowej
[50].

Konstruowanie koliscie zamknietych aptamerdéw (ang.
circular aptamers, captamers) stanowi ciekawg alternatywe
dla metod doskonalenia biostabilnosci tych ligandéw po-
przez modyfikacje chemiczne. Metoda ligacji wolnych kon-
cow oligonukleotydu skutecznie zabezpiecza przed degra-
dacja egzonukleolityczng, jednoczesnie nie wplywajac na
funkcjonalno$¢ ligandéw. Ponadto, do produkcji aptame-
trow mozna wtedy uzywac¢ wytgcznie naturalne nukleoty-
dy [51].

Innym sposobem produkcji aptamerow odpornych na
dziatanie nukleaz jest ich selekcja in vitro z puli fragmen-
tow D-DNA Ilub D-RNA, wigzgcych enancjomer rzeczy-
wistej czasteczki docelowej. Sekwencje takich aptamerow
syntetyzuje sie ponownie w konfiguracji L-enancjomerdéw.
Otrzymane ,aptamery lustrzane" (ang. spiegelmers, mirror-
image aptamers) sa, zgodnie z zasadami symetrii, ligandami
rzeczywistej czasteczki docelowej i pozostajg stabilne w
ptynach fizjologicznych przez wiele godzin [17]. Wypro-
dukowano m.in. aptamery zbudowane z L-DNA, wigzace
wazopresyne [52] oraz czateczki L-RNA przeciwko L-ade-
nozynie [53] i L-argininie [54].

DIMERYZACJA APTAMEROW

Wykorzystywane w diagnostyce przeciwciata klasy 1gG
sg biwalentne, z kolei aptamery uzyskane podczas selek-
cji in vitro majg nature monowalentng [3]. Wykazano, ze
dimeryczne formy aptamerdw odznaczajg sie wielokrotnie
wiekszym powinowactwem do czasteczek docelowych niz
monomery [43,45], a okres pottrwania kompleksu aptamer-
czasteczka docelowa moze byé nawet dwukrotnie dtuzszy
niz komplekséw przeciwciato-antygen [45]. Podstawowg
zaletg aptameréw multiwalentnych jest ich plejotropowos¢.
Czasteczki tego typu majg wiekszg liczbe miejsc wigzacych i
zdolne sg do jednoczesnego oddziatywania z wiecej niz jed-
ng czasteczkg docelowg. Ponadto aptamery heterogeniczne
moga wigzac jednocze$nie rézne czasteczki docelowe [46],

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

Cytometria przeptywowa jest obecnie jedng z najpo-
wszechniej wykorzystywanych metod w diagnostyce
klinicznej. Pozwala rozpoznawa¢ i monitorowaé wiele
schorzen hematologicznych, wrodzone inabyte niedobory
odpornosci, choroby nowotworowe, choroby ptuc, choro-
by autoimmunizacyjne oraz przeszczepy narzagdéw. Oce-
na fenotypu komorek w danej prébce polega na badaniu
ekspresji powierzchniowych determinant charakterystycz-
nych dla poszczegd6lnych subpopulacji i typéw komérek.
Mozna wykona¢ ocene fenotypowg krwi obwodowej, szpi-
ku, weztéw chtonnych, ptynu mézgowo-rdzeniowego czy
poptuczyn pecherzykowo-oskrzelikowych. W rutynowej
analizie, do wyznakowania badanych komdrek badz in-
nych mikrosfer, wykorzystuje sie dostepne komercyjnie
przeciwciata monoklonalne, skonjugowane z fluorochro-
mem [55]. Zasade pomiaru w cytometrze przeptywowym
przedstawia rycina 2.
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy zasade analizy komdrek w zawiesinie w cy-
tometrze przeptywowym.

Davis i wsp. [43] przeprowadzili serie doSwiadczen, w
ktorych dokonali cytometrycznego pomiaru intensywno-
§ci Swiecenia aptameréw DNA, skierownych przeciwko
elastazie neutrofilowej cztowieka, skonjugowanych z fluo-
resceing. W pomiarach uzyto pojedynczych badz zdimery-
zowanych konstruktéw DNA-fluoresceina. We wszystkich
doswiadczeniach uzyto mikrokuleczek polistyrenowych,
optaszczonych czasteczkami elastazy. Cho¢ w kazdym z
przypadkéw wyznakowane fluoresceing aptamery przy-
taczaty sie do kuleczek, intensywnos$¢ sygnatu zalezata od
sposobu przytgczenia fluorochromu. Badania potwierdzity
rowniez przydatno$¢ aptamerdw w procedurze podwojne-
go znakowania, ktéra w przypadku cytometrii przeptywo-
wej stosowana jest w celu wzmocnienia sygnatu.

Elastaza neutrofilowa cztowieka (HNE) jest proteinaza
serynowg, obecng w ziarnistosciach komorek neutrofilo-
wych, zdolng do trawienia biatek tkanki wtoknistej. Infekcja
i stan zapalny sg przyczyng miejscowej akumulacji aktywo-
wanych neutrofilow i uwalniania elastazy do przestrzeni
miedzykomoérkowej. Dodatkowo, czasteczki HNE moga
pozostawaé trwale zwigzane z powierzchnig neutrofilow
[56], Analiza cytometryczna z wykorzystaniem znakowa-
nych fluoresceing DNA-aptamerow, skierowanych prze-
ciwko czasteczkom elastazy, wykazata istnienie liniowej
zaleznosci miedzy aktywnoscig enzymu a intensywnoscia
Swiecenia. Aptamery wybarwity odsetek aktywowanych
neutrofiléw w zawiesinie, co potwierdza obecnos¢ elastazy
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na powierzchni tych komérek [39], Jednocze$nie wykaza-
no, ze aptamery sg skutecznym narzedziem rozpoznajagcym
specyficznie biomolekuty komérowe i mogg stanowi¢ sub-
stytut przeciwciat w metodach barwienia zywych komarek,
a zwtaszcza w analizie fenotypowe;.

Cytometryczna analiza fenotypowa moze by¢ wykona-
na tylko w zawiesinie zywych komoérek, bez zamrazania i
srodkéw konserwujacych [55], W przypadku wykorzysty-
wania RNA-aptameréw do barwienia zywych komorek,
konieczna jest ochrona ich oligonukleotydowej struktury
przed dziataniem nukleaz. Hicke i wsp. [45] zsyntetyzowa-
li aptamery zawierajgce 2'-aminopirymidyne, skierowane
przeciwko selektynie L, btonowej czasteczce adhezyjnej
leukocytéw, odgrywajacej kluczowg role w zapoczatkowa-
niu ich przylegania do aktywowanego $rodbtonka. Kon-
ce 5' aptameréw skonjugowano z fluoresceing za pomocg
tacznikowego glikolu polietylenowego. Aptamery dodane
do mieszaniny komérek jednojgdrzastych krwi obwodowej
(PBMCs) specyficznie barwity tylko leukocyty i neutrofile
wykazujace ekspresje selektyny L. Wyniki pomiaréow cyto-
metrycznych byty podobne dla komérek barwionych zna-
kowanymi przeciwciatami i aptamerami. Jednak aptamery
nieznakowane wykazywaty wieksze powinowactwo do se-
lektyny L, niz aptamery skonjugowane z fluoresceing i blo-
kowaty barwienie komorek.

Aptamery RNA z 2'-F pirymidyna wykorzystano z po-
wodzeniem do identyfikacji subpopulacji limfocytow wy-
kazujacych powierzchniowo ekspresje czasteczki CD4 w
heterogennej zawiesinie PBMCs [44]. Biotynylowane oli-
gonukleotydy konjugowano z kompleksem streptawidy-
na-fluoresceina (SA-F) badz streptawidyna-fikoerytryna
(SA-PE). Obydwa konstrukty miaty nature multiwalentng.
Poréwnawcze pomiary odsetka CD4+limfocytéw Thw mie-
szaninie mononuklearéw krwi obwodowej, barwionych
za pomocg przeciwciat i aptamerdw daty w obydwu przy-
padkach identyczne wyniki. Powinowactwo aptameréw do
czasteczek CD4 byto poréwnywalne do przeciwciat. Ponad-
to przeprowadzone jednoczesne barwienie komdrek prze-
ciwciatami i aptamerami wyznakowanymi réznymi bar-
wnikami i wigzacymi odmienne domeny czasteczek CD4
stwarza podstawy do wykorzystywania obu klas ligandéw
w analizach multiparametrycznych.

Aptamery stanowig atrakcyjny substytut przeciwciat w
analizach, gdzie regiony Fc przeciwciat reagujg w niepoza-
dany spos6b z receptorami Fc, obecnymi na btonach wielu
komorek, fatszujagc tym samym odczyt pomiaru. W dodatku
generowanie aptamerow di- lub multiwalentnych, ktore jest
stosunkowo prostym zabiegiem, moze znacznie polepszy¢
charakterystyke pomiaru [3].

METODY IMMUNOCHEMICZNE

ELISA

Standardowa procedura wykrywania biatek w krwi, mo-
czu, $linie i innych ptynach ustrojowych bazuje na tzw. te-
$cie kanapkowym (ang. sandwich assay) z uzyciem dwdch
przeciwciat monoklonalnych: pierwotnego —swoistego an-
tygenowo oraz wtérnego — detektorowego, wyznakowa-
nego enzymatycznie lub flourescencyjnie [57]. Podstawowg
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metodg diagnostyczna, oparta na tescie kanapkowym jest
test immunoenzymatyczny — ELISA (Ryc. 3a). Zapew-
nia on wysoka czuto$¢ wykrywania i umozliwia iloSciowe
oznaczenie antygenow w probie [58]. W praktyce diagno-
stycznej test ELISA jest uzywany do detekcji m.in. zaka-
zen wirusowych (np. HIV, wirus zapalenia watroby, wirus
opryszczki, wirus ospy wietrznej), toxoplazmozy czy cho-
rob autoimmunologicznych. Dotychczas przeprowadzone
badania potwierdzajg mozliwos$¢ stosowania aptameréw w
tej metodzie.

Naukowcy z firmy farmaceutycznej NexStar (obecnie Gi-
lead Sciences, Foster City California) opracowali i opaten-
towali test kanapkowy z uzyciem oligonukleotydéw, na-
zwany ELONA (ang. enzyme-linked oligonucleotide assay), w
ktorym przeciwciato pierwotne zastgpili aptamerem RNA
[59] (Ryc. 3b). Poréwnano ELONA z klasycznym testem
ELISA pod katem parametréw iloSciowych analizujac izo-
forme VEGF¥w prdbie surowicy krwi cztowieka. Zwigza-
ny z VEGF aptamer, uprzednio wyznakowany na koncu 5'
fluoresceing, wykryto za pomoca fragmentu Fab, skonjugo-
wanego z fosfatazg alkaliczng. Wyniki testu ELONA byty
powtarzalne i niemal identyczne z danymi uzyskanymi
w teScie ELISA. Wysokiej doktadnosci, precyzji, czutosci i
specyficznosci testu ELONA dowiodty rowniez badania ze-
spotu chinskiego, ktory w tesScie ELONA zastosowat bioty-
nylowane aptamery RNA do detekcji przeciwciat monoklo-
nalnych zwigzanych z TNFa w surowicy cztowieka [60], W
tym przypadku aptamery zajety miejsce przeciwciat wtor-
nych (Ryc. 3c). Istnieje rowniez trzeci wariant testu ELO-
NA, w ktérym aptamery petnig funkcje zaréwno ligandow
wigzacych analizowang biomolekute, jak i wyznakowanych
czasteczek reporterowych [61] (Ryc. 3d).

Test konkurencyjny (ang. competitive binding assay) jest ro-
dzajem testu ELISA, stosowanym zazwyczaj do wykrywa-
nia i oznaczen ilosciowych tych antygenéw, ktére dostepne
sg w formie oczyszczonej i wysoce oczyszczonej. Do immo-
bilizowanego na fazie stalej antygenu dodaje sie probe za-
wierajacg nieznane ilosci tego antygenu i roztwor znakowa-
nego przeciwciata. Zachodzi wtedy zjawisko ,wytapywa-
nia przeciwciat" (ang. antibody capture) przez rozpuszczalny
antygen obecny w probie i obnizenie wigzania tego prze-
ciwciata do antygenu immobilizowanego. W analogiczny
sposOb prowadzi sie test konkurencyjny z ,,wytapywaniem
antygenu" (ang. antigen capture) [58]. Ito i wsp. [62] zasto-
sowali aptamery DNA do iloSciowego oznaczenia hormo-
nu tarczycowego T4testem konkurencyjnym ELONA. Aby
zwiekszy¢ specyficzno$¢ wigzania, aptamery poddano do-
datkowej selekcji negatywnej w procesie ,,counter-SELEX".
Oligonukleotydy wyznakowano biotyng lub radioizotopem
3P ipoddano wiazaniu z unieruchomionym w zelu T4 Ilo$¢
uwalnianych z matrycy ligandéw DNA wzrastata liniowo
w miare dodawania préby —rozpuszczalnego hormonu T4
natomiast zjawisko to nie wystepowato, gdy probe stanowit
hormon Ty

WESTERN BLOT

Aptamery mozna wykorzystywac¢ roéwniez do detekcji
biatek immobilizowanych na membranie, w sposdb analo-
giczny do przeciwciat stosowanych w technikach immu-
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy istote testu ELISA (a) oraz testu ELONA, z
uwzglednieniem réznych warianéw (b, c, d). Opis zawarty w tekscie pracy.

nodetekcyjnych typu Western Biot lub dot-blot [3]. Wy-
znakowany radioaktywnie oligorybonukleotydowy Ugand
zawierajacy zasady 2'-amino-pirymidynowe, zastosowano
do detekcji hormonu cztowieka, uwalniajgcego tyreotro-
ping (hTSH) w teScie dot-blot [63]. Aptamer odznaczat sie
nie tylko wysokim powinowactwem do hTSH (Kdrzedu 2,5
nM), lecz rowniez wysokg specyficzno$cig, gdyz rozrézniat
hTSH sposrod innych glikohormonow o bardzo zblizonej
strukturze. Doktadny pomiar poziomu hormonu uwalnia-
jacego tyreotropine w surowicy krwi jest podstawg diagno-
zowania zaburzen czynno$ciowych przysadki mézgowej i
tarczycy.

Murphy i wsp. [15] przeprowadzili pordwnawczy, che-
miluminescencyjny Western Biot unieruchomionego na
membranie czynnika transkrypcyjnego tarczycowego (TTF),
z uzyciem znakowanego przeciwciata anty-PentaHis oraz z
zastosowaniem biotynylowanych aptameréw DNA. Apta-
mery nie wykazywaty reaktywnos$ci krzyzowej z biatkami
kontroli i cechowata je podobna specyficznos¢ dziatania do
tej, obserwowanej u przeciwciat.

DIAGNOSTYKA OBRAZOWA

Radiologia, nazywana rowniez diagnostyka obrazowa,
jest dziatem klinicznym, w sktad ktérego wchodzg rézne
techniki obrazowania, np. tomografia komputerowa, ra-
diografia, ultrasonografia, a takze rezonans magnetyczny.
Stuzg one do okres$lania patomorfologii oraz oceny zmian
w metabolizmie i funkcji obrazowanych narzgdéw. Pomi-
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mo stosowania zaawansowanych metod kontrastowania
wcigz poszukuje sie nowych $srodkéw kontrastujgcych:
zupetnie nieszkodliwych dla pacjenta, o pozadanych para-
metrach emitowanego sygnatu i wyzszej swoistosci tkan-
kowej.

SELEX umozliwia otrzymanie aptameréw zdolnych
wigzac sie in vivo z biatkami obecnymi na powierzchni wy-
branego typu komorek lub okreslonej tkanki. Aptamery
tego rodzaju, odpowiednio wyznakowane i zabezpieczone
przed degradacjg nukleolityczng, stanowig obiecujgce na-
rzedzie diagnostycznego obrazowania radiologicznego w
medycynie. Komoérki i tkanki nowotworowe, ze wzgledu
na swg specyficzng charakterystyke biochemiczng, wyda-
ja sie by¢ wysmienitym celem dla aptameréw — zaréwno
w zakresie diagnostyki jak i terapii. Hicke i wsp. [64] wy-
korzystali cate komoérki (ustalone linie komdrkowe hodo-
wane in vitro) jako matryce do selekcji aptameréw (sym-
bol TTAI) skierowanych przeciwko tenascynie C, biatku
markerowym produkowanym w duzych iloSciach przez
komorki nowotworowe, poczagwszy od transformacji do
metastazy. W podobny sposob, inkubujac pule oligonu-
kleotydow z zawiesing komorek w procesie SELEX, wy-
selekcjonowano aptamery wigzgce zewngtrzkomaérkowg
domene receptorowej kinazy tyrozynowej (RTK) [65]. RTK
jest transbtonowym biatkiem zaangazowanym w rdzne
szlaki sygnatowe procesow regulujacych wzrostiprolifera-
cje pewnych typoéw nowotworow. Lupold i wsp. [66] uzyli
oczyszczonego, rekombinowanego polipeptydu, identycz-
nego z zewnatrzkomorkowym fragmentem biatka PMSA,
do selekcji oligonukleotydéw wigzacych sie do powierzch-
ni bton komérek raka prostaty. PMSA (ang. prostate-specific
membrane antigen) jest specyficznym markerem komoérek
raka prostaty. Ekspresja tego biatka wzmaga sie wraz ze
stopniem zeztos$liwienia nowotworu. Selekcja aptamerow
w obecnosci catych komdrek redukuje ryzyko otrzymania
ligandédw wigzacych dane biatko btonowe jedynie w po-
staci oczyszczonej, podczas gdy natywna, prezentowana
na powierzchni btony komdérkowej proteina pozostawata-
by niewidoczna dla tych oligonukleotydow.

Aptamery przyfaczajace sie do powierzchni komdrek
lub tkanek okreslonego typu mozna selekcjonowaé réwniez
wtedy, gdy specyficzne biatko btonowe, bedace wtasciwym
molekularnym celem aptameru, nie jest znane. W tym przy-
padku aptamery moga stuzy¢ do identyfikacji nowych, biat-
kowych markerow komérek nowotworowych oraz pézniej-
szej diagnostyki in vivo ognisk rakowych, opartej na wska-
zywaniu komorek prezentujgcych dane biatko. Blank i wsp.
[67] wyselekcjonowali oligonukleotydy przytgczajace sie do
mikronaczyn krwionosnych szczurzego guza mézgu. Drob-
ne naczynia krwionosne nowotworu mogg bowiem réznié
sie strukturalnie, biochemicznie i funkcjonalnie od systemu
naczyniowego zdrowej tkanki. Spos$rdd 25 wyselekcjonowa-
nych sekwencji przytgczajacych sie do naczyn krwiono$nych
guza, tylko jedna specyficznie odrézniata tkanke nowotwo-
rowg od zdrowej. Aptamer skonjugowany z FITC uzyto do
wybarwienia skrawkéw mrozakowych guza w celu diagno-
zy histopatologicznej. Przypuszcza sie, ze oligonukleotydy,
wyselekcjonowane w podobny sposob wzgledem nowotwo-
ru mézgu cztowieka, postuzg w przysztosci do diagnozowa-
nia i kontrolowania przebiegu choroby in vivo.
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Badania nad uzyskaniem aptamerow specyficznie rozréz-
niajgcych tkanke zmieniong chorobowo od zdrowej stwa-
rzajg podstawy dla rozwoju metod diagnozowania obrazo-
wego, wykorzystujagcych wyznakowane oligonukleotydy
jako czynniki kontrastujace w organizmie pacjenta. Zanim
jednak aptamery stang sie narzedziem rutynowych analiz
w diagnostyce klinicznej konieczne sg testy ich parametrow
farmakokinetycznych i dystrybucji wewnatrz ustroju. Far-
makokinetyka oligonukleotydéw jest wypadkowg ich pod-
stawowych wiasnosci fizycznych, chemicznych i biologicz-
nych: stabilnosci, wielko$ci czasteczki, rozpuszczalnosci,
zdolnos$ci do pokonywania barier biologicznych, klirensu z
krwi, metabolizmu w nerkach i watrobie itd. [68]. Charlton
i wsp. [69] podali dozylnie aptamery wyznakowane radio-
nuklidem " mTc szczurom, u ktérych kilka godzin wczes$niej
wywotano miejscowy odczyn zapalny (reakcje Arthusa) w
konczynie przedniej. Markerem zapalenia i molekularnym
celem dla aptameréw byta wspomniana wyzej elastaza
nautrofilowa. Dziatanie oligonukleotydéw poréwnywano
z kontrolg pozytywna, ktorg stanowito przeciwciato klasy
IgG, rutynowo stosowane w diagnozowaniu zapalenia. Ap-
tamery charakteryzowat bardzo szybki klirens z krwioobie-
gu konczyn nie objetych zapaleniem, podczas gdy przeciw-
ciata utrzymywaty sie w nich przez dtuzszy czas. Ponadto
ligandy nukleinowe osiggnety istotnie wyzszy stosunek
sygnatu do szumu niz immunoglobuliny.

Trombina jest kompleksowym enzymem osocza, od-
grywajacym kluczowg role w procesie krzepniecia krwi.
Zwiekszona obecnos$¢ trombiny w organizmie, badZ nie-
dobér naturalnych antykoagulantow, prowadza do trom-
bofilii. Pod tym szerokim pojeciem kryjg sie takie przy-
padki chorobowe, w ktérych stwierdza sie predyspozycje
pacjenta do nadmiernej krzepliwosci krwi. Sg to przede
wszystkim choroby zakrzepowo-zatorowe zyt oraz ich po-
wiktania, zatory tetnic, ktore nie leczone mogg konczy¢ sie
zgonem. Podstawg udanej terapii przeciwzakrzepowej jest
z kolei skuteczna diagnoza wczesnego stadium rozwoju
choroby. Poczatki badan nad aptamerami antytrombino-
wymi siegaja juz wczesnych lat 90-tych ubiegtego wieku
[70,71]. Prace z ostatnich lat w duzej czesci dotyczg oceny
dziatania aptamerow antytrombinowych in vivo. Dougan i
wsp. [72] sprawdzali okres trwania znakowanych radioak-
tywnie aptameréw antytrombinowych (ODN 1i ODN 2),
zabezpieczonych przed dziataniem 3'-egzonukleaz, w wa-
runkach zatrzymanego krazenia, jakie wystepujg w miej-
scu zatoru naczyniowego oraz w krwi krazacej. Wyniki dla
obu przypadkow drastycznie roznity sie od siebie. Podczas
gdy w miejscu zatoru zylnego aptamery utrzymywaty sie
przez kilka godzin, to okres ich trwania w krwi krgzacej
wynosit zaledwie minute. Nagty klirens oligonukleotydow
z krwi iich retencja w watrobie ograniczaty mozliwos¢ pe-
netracji zakrzepu i zwigzania sie z trombing. PdzZniejsze
badania tego zespotu dotyczyty obrazowania aktywnych
miejsc powstawania zakrzepéw w naczyniach Kkrwio-
nosnych na podstawie iloSciowego oznaczania trombiny
[73]. DosSwiadczenia in vitro wykazaty, ze aptamer ODN2
moze tworzy¢ potrédjny kompleks z trombing zwigzang z
wioknikiem, przytaczajac sie do niej w tym samym miej-
scu wigzania co heparyna. Wigzanie aptameréw ODN2 do
modelowego skrzepu in vitro wzrastato proporcjonalnie w
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miare dodawania trombiny. Jednak uzyskanie podobnych
wskaznikéw w warunkach in vivo, na modelu zwierzecym,
okazato sie niemozliwe z powodu gwattownego klirensu z
krwi obwodowej. Autorzy sugerujg rowniez istnienie in-
nego biatka wszechobecnego w osoczu, ktére alternatyw-
nie do trombiny moze posiada¢ miejsce wigzania ODN2.

Szybki klirens czynnika kontrastujgcego z ustroju jest
zjawiskiem pozadanym w diagnostyce obrazowej. Jed-
nak optymalny okres utrzymywania sie aptameréw w
krwioobiegu powinien by¢ na tyle diugi, aby mozliwe
byto dotarcie czasteczek do witasciwego miejsca ich dzia-
tania, dostateczne wysycenie obrazowanej tkanki oraz
odpowiednio dtuga emisja sygnatu, umozliwiajaca doko-
nanie pomiaru. Chemiczne modyfikacje moga znacznie
poprawi¢ biostabilno$¢ oligonukleotydéw, lecz zarazem
moga wptywacé niekorzystnie na ich wasciwosci farma-
kokinetyczne, wymagane w technikach obrazowania [68].
Najbardziej obiecujgcymi kandydatami do stosowania w
diagnostyce in vivo wydaja sie zatem by¢ oligonukleotydy
modyfikowane w sposéb, ktéry nie wptywa zar6wno na
ich powinowactwo i specyficzno$¢ wigzania, emitowany
sygnat jak i zdolnos$¢ penetracji chorej tkanki. Niemodyfi-
kowane aptamery RNA skierowane przeciwko tenascynie
C (oznaczone TTAI) poréwnywano w doswiadczeniach
in vivo z ich analogami zawierajagcymi 2'-0-metylopiry-
midyne (TTAL1.1) oraz oligonukleotydami usztywnionymi
(TTAIL.2) pod katem stabilnosci w krwi obwodowej, bio-
dystrybucji w organizmie, klirensu ustrojowego i wychwy-
tu przez nowotwor [74], Wszystkie aptamery wyznakowa-
no izotopem "nilc. Okres poéttrwania aptamerdéw TTAI.2
(53 godziny) w osoczu krwi cztowieka byt niemal o 25%
dtuzszy niz aptamerdéw niemodyfikowanych (42 godziny).
Testy wigzania aptameréw TTAL.1l i TTAI.2 do czastecz-
ki docelowej na drodze konkurencji z TTAI nie wykazaty
istotnych réznic w powinowactwie i specyficzno$ci ligan-
dow. W badaniach nad biodystrybucjg i farmakokinetyka,
aptamery wstrzyknieto dozylnie myszom z rozwinietym
podskdrnie glejakiem cztowieka. Zgodnie z oczekiwania-
mi, TTAL1.2 wykazywaty najlepszy wychwyt przez tkanke
nowotworu, przy jednocze$nie najwolniejszym klirensie
z krwi. Towarzyszyto mu zjawisko retencji modyfikowa-
nych aptameréw w watrobie i nerkach, opisywane row-
niez w innych pracach. Badania z aptamerem TTAI dostar-
czajg unikalnych i kompleksowych danych i predystynuja
usztywnione oligonukleotydy do petnienia roli czynni-
koéw kontrastujgcych w diagnostyce obrazowej. Jednakze
prawdziwie przetlomowe wydajg sie by¢ doswiadczenia
przyzyciowe z wykorzystaniem znakowanych izotopowo
aptamerow, obrazowanych technika pozytronowej emisyj-
nej tomografii komputerowej, PET (ang. Positron Emission
Tomography).

Tomografia pozytronowa jest nieinwazyjng technika
obrazowania, w ktérej rejestruje sie promieniowanie po-
wstajagce podczas rozpadu tzw. krotkozyjacych izotopdw
promieniotworczych (najczesciej 18), podanych pacjentowi.
PET jest uznang metoda diagnostyki i monitorowania cho-
réb nowotworowych na podstawie aktywnosci metabolicz-
nej tkanek. Badanie daje mozliwo$¢ dokiadnego zréznico-
wania miedzy nowotworami zto$liwymi i tagodnymi. Tak-
ze pacjenci cierpigcy na choroby nienowotworowe, takie jak
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przewlekte zapalenia i infekcje, mogg korzystac¢ z osiggnieé
tej metody diagnostyki obrazowej. W badaniach rutynowo
wykorzystuje sie deoxyglukoze znakowang izotopem I8
(preparat 1&-FDG) [75]. Boisgard i wsp. [68] uzyli nieak-
tywnych aptamerow lustrzanych L-RNA i L-DNA, znako-
wanych izotopami 18, 18 oraz I w technice obrazowania
PET. Celem doswiadczenn bylo okreslenie biodystrybucji
i parametréw farmakokinetycznych oligonukleotydéw w
organizmach pawianéw i szczuréw. Zwierzetom podano
dozylnie L-RNA, badZ L-DNA aptamery, po czym pobrano
prébki osocza krwi i moczu. W krwi naczelnych, pobranej
3 godziny po iniekcji, nie stwierdzono degradacji ani cza-
steczek L-RNA, ani L-DNA. Prébki moczu ujawnity po 3
godzinach ograniczong nukleolize aptameréw na poziomie
ok. 30%. Analizy biologicznych prébek od szczuréw dostar-
czyty podobnych wynikdéw. Pomiary tomograficzne, wy-
konywane przyzyciowo pawianom w krétkich odstepach
czasu od momentu iniekcji, ujawnity doskonate wtasciwosci
aptamerow lustrzanych. Nie stwierdzono niespecyficznego
wigzania aptamerow w tkankach. Natomiast wzrastajgca
w miare uptywu czasu retencja tych czasteczek w nerkach,
przy jednoczesnym braku ich biodegradacji do wolnych L-
nukleotydéw, wskazuje na prawidtowy metabolizm apta-
merow lustrzanych w organizmie.

Unikalne wtasnosci aptamerow zachecajg do préb zaad-
aptowania ich do technik obrazowania diagnostycznego.
Aptamery sg czasteczkami o niewielkich rozmiarach (-10
kDa), dzieki czemu krétko pozostajg w uktadzie krazenia,
szybko przedostajg sie do docelowego miejsca dziatania w
organizmie [39] i mogg by¢ podawane zaréwno dozylnie jak
i podskornie [37], Dotad nie stwierdzono, aby wywotywaty
odpowiedz immunologiczng organizmu [76].

PODSUMOWANIE

Swiatowe zainteresowanie technologia aptameréw nu-
kleinowych wynika przede wszystkim z ich uniwersalizmu
aplikacyjnego. Wielomilionwe inwestycje takich duzych
firm farmaceutycznych, jak NOXXON Pharma AG, Gilead
Sciences czy Archemix, na rozwéj technologii SELEX $wiad-
czg o olbrzymim potencjale ukrytym w aptametrach i row-
nie duzych nadziejach na wprowadzenie ich do powszech-
nego stosowania w medycynie. Aptamery znajdujg szereg
potencjalnych i praktycznych zastosowan w badaniach
naukowych, analityce, diagnostyce oraz terapii, jako narze-
dzia rozpoznania molekularnego [4], Niestety, Ugandy nu-
kleinowe wcigz pozostajg w cieniu stosowanych powszech-
nie przeciwciat, ze wzgledu na brak dostatecznie rozbudo-
wanego zaplecza technologicznego i zbyt silnej konkurencji
ze strony firm produkujacych przeciwciata. Wyniki badan
dowodzg jednak, ze aptamery mozna w stosunkowo tatwy
spos6b dostosowywaé¢ do wymogow technicznych metod
diagnostycznych. Autorzy licznych publikacji na temat ap-
tamerow i ich zastosowan przewidujg intensywny rozwoj
tej technologii. Niezwykle przydatnym, usystematyzowa-
nym zrédtem informacji o aptamerach —ich czasteczkach
docelowych, sekwencjach, procesie selekcji —jest interneto-
wa baza danych stworzona przez zesp6t Andrew D. Elling-
tona, dostepna pod adresem: http://aptamer.icmb.utexas.
edu/ [77].
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Aptamers in clinical diagnostics
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ABSTRACT

Aptamers are single-stranded DNA or RNA oligonucleotides selected in vitro from combinatorial libraries in a process called SELEX (Syste-
matic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Aptamers play a role of artificial nucleic acid ligands that can recognize and bind to
various organic or inorganic target molecules with high specificity and affinity. They can discriminate even between closely related targets
and can be easily chemically modified for radioactive, fluorescent and enzymatic labeling or biostability improvement. Aptamers can thus be
considered as universal receptors that rival antibodies in diagnostics as a tool of molecular recognition. To date aptamers have been successi-
vely used instead of monoclonal antibodies in flow cytometry, immunochemical sandwich assays and in vivo imaging as well to detect wide
range of small or large biomolecules.

270 www.postepybiochemii.pl


mailto:adam_szpechcinski@cm.umk.pl
http://www.postepybiochemii.pl

Badania struktury i funkcji prokariotycznych
topoizomeraz klasy Il szansg dla poszukiwania
I syntezy nowych lekow przeciwbakteryjnych

STRESZCZENIE

akteryjne topoizomerazy typu Il sg enzymami niezbednymi dla prawidtowego funkcjo-
Bnowania genomu i wzrostu komoérek. Gyraza jest odpowiedzialna za utrzymanie stanu
negatywnego superskrecenia DNA w komorce, natomiast topoizomeraza 1V za rozdzielanie
splecionych chromosomoéw po replikacji (dekatenacje). Topoizomerazy typu Il posiadaja
miejsce wigzania ATP, ktdre moze by¢ wykorzystane jako cel dla lekéw przeciwbakteryj-
nych. Poznanie struktur krystalicznych fragmentéw biatek zawierajgcych miejsce wigzania
ATP sprzezone z ADPNP czy antybiotykami pozwolito okresli¢ nature tego miejsca i zrozu-
mie¢ mechanizm dziatania obecnych lekéw przeciwbakteryjnych, a takze przyczynia si¢ do
opracowywania nowych antybiotykéw. Kumaryny, chinoliny, cyklotialidyny to rézne klasy
lekéw przeciwbakteryjnych, dla ktérych wspélnym celem sg topoizomerazy typu Il, jednak
mechanizm ich dziatania jest zasadniczo odmienny. Ostatnio scharakteryzowano nowg kla-
se antybiotykéw o nazwie symocyklinony. Dziatajg one w zupetnie inny sposéb na gyraze
DNA, co moze przyczynic¢ sie do wynalezienia nowych skuteczniejszych lekéw przeciwbak-
teryjnych.

WPROWADZENIE

Prawidtowe funkcjonowanie genomu prokariotycznego mozliwe jest, miedzy
innymi, dzieki obecnosci specyficznej grupy enzymdéw zwanych topoizomera-
zami DNA. Topoizomerazy DNA stanowig maszynerie komorkowa, zarzadza-
jaca stanem topologicznym DNA w zywej komoérce. Majg one zdolnos$é relakso-
wania negatywnych i pozytywnych superskretdw oraz wprowadzania zar6wno
negatywnych (bakteryjna gyraza DNA), jak i w niektorych przypadkach, pozy-
tywnych superskretow (odwrotna gyraza). Poza wptywem na poziom super-
skrecenia zamknietej domeny DNA, aktywnos$é topoizomeraz moze prowadzié
do katenacji lub dekatenacji kolistych czasteczek DNA oraz do rozplatywania
nawinietych liniowych chromosomaéw [1,2].

Topoizomerazy to enzymy, ktére speiniajg swe funkcje poprzez przemiesz-
czenie jednej nici przez pekniecie powstate w drugiej nici (typ I) lub przeniesie-
nie fragmentu dupleksu przez przerwe wygenerowang w dwuniciowym DNA
(typ ) [3]. W komdrce Escherichia coli mozna wyrézni¢ cztery enzymy nalezace
do dwdch klas. Sg to topoizomerazy | i lll, nalezagce do klasy IA oraz topoizo-
merazy Il i 1V, nalezace do klasy IlA [4], Topoizomeraza Il, zwana gyraza, jako
jedyna jest w stanie wprowadzaé negatywne superskrety kosztem hydrolizy
ATP ijestodpowiedzialna za globalne generowanie negatywnych superskretéw
w chromosomie bakteryjnym. Z kolei topoizomeraza IV, wykorzystujac energie
z hydrolizy ATP, rozdziela zaplecione wzajemnie siostrzane chromosomy po
replikacji (dekatenacja), moze takze relaksowaé zar6wno pozytywne jak i nega-
tywne superskrety [2-4],

TYP 1l BAKTERYJNYCH TOPOIZOMERAZ DNA

Topoizomerazy nalezgce do typu Il charakteryzujg sie okreslonymi cechami
wspélnymi dla tej grupy enzymoéw. Sg to biatka, ktérych aktywng forme sta-
nowi dimer wigzacy dupleks DNA i tnacy nici w miejscach znajdujacych sie
naprzeciwko siebie. Podczas ciecia DNA kazda podjednostka dimeru wigze sie
poprzez mostek fosfotyrozynowy do konca 5' dupleksu za pomocg wigzania ko-
walencyjnego. Zmiana konformacyjna, powstajagca w wyniku ciecia, powoduje
wygenerowanie przerwy w obszarze DNA zwanym segmentem G (ang. gate).
Drugi fragment tej samej lub innej czasteczki DNA zwany segmentem T (ang.
transport) jest przenoszony przez segment G. Reakcja wymaga obecnosci jonow
Mg+2oraz hydrolizy ATP do prawidtowego przebiegu [4-6].

Wystepujaca powszechnie we wszystkich komérkach bakterii gyraza DNA
jest enzymem sktadajagcym sie z dwoch podjednostek, a mianowicie GyrA i
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550 719

Rycina 1. Poréwnanie organizacji gyrazy DNA i topoizomerazy IV Escherichia coli. Klamra zaznaczono
domene wigzacg i tngcg DNA. DA —domena ATP-azowa, DC —domena C-korficowa.

GyrB. Podjednostki tworza tetrametr AB” stanowigcy ak-
tywng forme enzymu [7],

Podjednostka GyrA kodowana jest przez gen gyrA o dtu-
gosci 2625 pz. Biatko GyrA sktada sie z 874 reszt aminokwa-
sowych, a jego mase czasteczkowg szacuje sie na 97 kDa. W
sktad podjednostki GyrA wchodzg dwie domeny. Domena
N-koricowa, o masie czasteczkowej 59-64 kDa, jest zaanga-
zowana w ciecie DNA ijego p6zniejsze taczenie. Domena C-
koncowa, o masie czgsteczkowej 33 kDa, jest odpowiedzial-
na za przytgczanie enzymu do dupleksu DNA [7,8].

Podjednostka GyrB jest kodowana przez gen gyrB o dtu-
gosci 2412 pz. Biatko GyrB sktada sie z 803 reszt aminokwa-
sowych, ajego masa czasteczkowa wynosi 90 kDa. Podobnie
jak biatko GyrA, podjednostka GyrB sktada sie z dwo6ch do-
men. Domena N-koncowa, o masie 43 kDa, ma aktywnosé
ATP-azy. Domena C-koncowa, o masie 47 kDa, odpowiada
za interakcje z DNA oraz podjednostkg GyrA. W mniejszej
domenie biatka GyrB mozna wyr6zni¢ subdomene o masie
24 kDa, charakteryzujacg sie wysokim powinowactwem do
antybiotykéw kumarynowych [7,8].

Drugim enzymem nalezgcym do tej grupy topoizomeraz
jest topoizomeraza IV, kodowana przez geny parC i parE.
Gen parC koduje biatko sktadajgce sie z 752 reszt aminokwa-
sowych, a jego masa czasteczkowa wynosi blisko 84 kDa.
Gen parE, z kolei, koduje biatko sktadajgce sie z 630 reszt
aminokwasowych, o masie czasteczkowej powyzej 70 kDa
[8,9]. Podjednostki ParC i ParE wykazujg wysoki stopien
podobienstwa organizacji do, odpowiednio, podjednostki
GyrA i GyrB [10] (Ryc. 1).

ParEt 1 MTQTYNADAIEVLTGLEPVRRRPGMYT DTTRPNHLGQEVID: ! SYDEALAGHAKRVD 56
M+ +Y++ +1+VX, GL+ VR+RPGMY D T +H+ EV+DN++DEALAGH K ¢
GyrBt 1 MSNSYDS SSXEVLKGLDAVRERPGMY IGDTDDGTGLHHMVFEWDN XDEALAGHCKE11 60
ParBs 57 VILHADQSLEVXDDGRGMPVD IHPEEGVPAVBLXLCRLHAGGKPSNKKYQFSGGLHGVGI 116
V +HAD S+ V DDGRG+P XHPBBGV A E+X+ LHAGGKF + +Y+ SGGLHGVG+
GyrB» 61 VT IHADNSVSVQDDGRGIPTG IHPBBGVSAABV IMTVLHAGGKFDDNSYKVSGGLHGVGV 120

ParBi 117 SWHALSKRVEVNVRRDGQVTNIAFENGEKVQDLQWGTCGKRErrGTSVHFWPD-ETFFD 175
K TGT V FWP BTF +
GyrB» 121 SWHALSQKLELVIQREGKIHRQIYEHGVPQAPLAVTGETEK--TGTWVRFWPSLETFTN 178

SWHALS+++B+ ++R+G+++ +E+G L VG

ParE» 176 SPRFSVSRLTHVLKAKAVLCPGVBITFKDEIHWTEQRWCYQD 117
F L L+ ++tGVY X +D+ + E + Y+
GyrBt 179 VTEFEYBXLAKRLRELSFLNSGVSXRI.RDKRDGKEDHFHYEG 220

Rycina 2. Poréwnanie N-kofcowych sekwencji ParE i GyrB. Aminokwasy zaznaczone pomiedzy linia-

[ —
(o] =

W roztworach, podjednostki GyrA i
ParC tworzg dimery, natomiast podjed-
oc nostki GyrB i ParE pozostajg w formie
monomerow [10,11]. Funkcjonalne en-
zymy wystepuja jako heterotetramery
w postaci GyrAXyrB” oraz ParCZPare”
874 [3], Podczas wigzania ATP, podjednost-
ki GyrB i ParE dimeryzuja, co praw-
dopodobnie jest jednym z kluczowych
elementow w proponowanym mecha-
nizmie dziatania topoizomeraz DNA
[4,6,12].

752

Podjednostki GyrA i ParC majg znaczenie przy wigza-
niu DNA, a takze jego cieciu i ponownym #gczeniu [10,11].
Dziatanie wszystkich topoizomeraz opiera sie na zasadzie
utworzenia mostka fosfotyrozynowego, pomiedzy tyrozy-
ng znajdujaca sie w aktywnym miejscu, a szkieletem DNA
[3-5]. Podstawnik tyrozynowy znajduje sie w pozycji 122
aminokwasu w przypadku GyrA [8], natomiast w przypad-
ku ParC w pozycji 120 [8,13]. Zaréwno gyraza, jak i topoizo-
meraza IV tng w sposéb specyficzny, tworzac wolny koniec
3'0OH iczteronukleotydowy lepki koniec od strony 5' [8,10].
GyrB odpowiada za wigzanie ATP ijego hydrolize [14], Ba-
zujac na fakcie wysokiego podobienstwa sekwencji amino-
kwasowej pomiedzy GyrB i ParE mozna wywnioskowac, ze
ParE petni podobng role dla topoizomerazy 1V, co GyrB dla

gyrazy [8] (Ryc. 2).

W procesie wprowadzania negatywnych superskretow
przez gyraze, sposob wigzania enzymu z DNA ma klu-
czowe znaczenie. DNA zostaje owiniety wokot enzymu w
orientacji prawoskretnej. Okoto 140 pz DNA bezposrednio
styka sie z enzymem, z czego okoto 40 pz potozonych cen-
tralnie jest najbardziej oporne na trawienie DNazg | [8], Za
wigzanie DNA i wprowadzanie ujemnych superskretow,
odpowiada w gtownej mierze domena C-koncowa podjed-
nostki GyrA [11], Orientacja prawoskretna DNA owiniete-
go na rdzeniu enzymu pozwala wywnioskowac, ze gyraza
powinna wigza¢ sie z najwyzszym powinowactwem do
pozytywnie superskreconego, nastepnie zrelaksowanego i
negatywnie superskreconego DNA [3,15].

Gyraza moze katalizowa¢ reakcje usuwania pozytywnych
superskretow na zasadzie: jeden pozytywny
superskret jest zamieniany na jeden negatyw-
ny superskret. Jednakze jej aktywnos$¢ jest
wowczas co najmniej 30-krotnie mniejsza, niz
w przypadku wprowadzania negatywnych
superskretow na zrelaksowanym DNA. Poza
ATP-zalezng relaksacjg pozytywnych super-
skretdw, enzym ten moze katalizowac reakcje
usuwania negatywnych superskretéw w spo-
sob ATP-niezalezny [14,16], Reakcja ta zacho-
dzi z okoto 40-krotnie mniejsza czestoscig i nie
jest hamowana przez antybiotyki kumaryno-
we, ktére wspotzawodniczg z ATP o miegjsce
wigzania w enzymie [11,17].

mi ParE i GyrB wskazujg na identyczno$¢ sekwencji, natomiast znaki plus wskazuja na podobiefstwo

strukturalne reszt aminokwasowych. W kolorze zielonym zaznaczono podstawniki wazne dla wigzania
ATP, z kolei na czerwono podstawniki zaangazowane w wigzanie nowobiocyny. Kolorem niebieskim

wyrézniono podstawniki wigzace zarébwno ATP jak i antybiotyk.
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Topoizomeraza IV ma najwyzsze powi-
nowactwo do negatywnie superskreconego
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DNA. Zwigzana z DNA, nie powoduje jego owijania sie
wokot enzymu w orientacji prawoskretnej, a region oporny
na dziatanie DNazy | ma zaledwie 34 pz [9]. W obecnosci
ATP relaksuje negatywne superskrety, jednak ze znacznie
mniejsza wydajnos$cia, niz w reakcji dekatenacji kolistych
czasteczek DNA. Ponadto, topoizomeraza IV ma zdolno$¢
relaksowania pozytywnych superskretdow w reakcji ATP-
zaleznej, jednak jej aktywnos$¢ jest 30-krotnie nizsza, niz w
przypadku rozdzielania potgczonych czasteczek DNA (ka-
tenatow) [18]. Dekatenacja czgsteczek DNA jest najwazniej-
szg funkcja tego enzymu petniong in vivo [19].

N-KONCOWA DOMENA PODJEDNOSTKI GyrB | ParE

Poznanie struktury krystalicznej podjednostki GyrB
sprzezonej z ADPNP pozwolito wysung¢ wnioski, ze struk-
ture kompleksu stanowig dwie domeny 43 kDa, tworzace
dimer oraz po jednej czasteczce ADPNP przypadajacej na
monomer GyrB. Kazda domena 43 kDa zawiera dwa regio-
ny: N-koricowy, ktory stanowi 8-taricuchowa p-harmonijka
oraz 5 a-helis, natomiast C-koricowy sktada sie z 4-fancu-
chowej p-harmonijki oraz 4 a-helis. Ponadto w obecnosci
ATP lub jego analogu domena ATP-azowa GyrB dimeryzu-
je, przy czym ADPNP taczy sie z biatkiem zar6wno poprzez
N-koniec jak i C-koniec. Podczas dimeryzacji obu domen
dochodzi do powstania zagtebienia pomiedzy monomera-
mi, ktérego podstawe tworzg dtugie a-helisy C-koncowych
regiondw domen 43 kDa podjednostki GyrB. Jak sie pdzniej
okazato, w zagtebieniu znajdujg sie podstawniki arginino-
we, posiada ono takze wymiary umozliwiajgce swobodne
umieszczenie podwaojnej nici DNA. Z kolei N-koricowy re-
gion jednego monomeru, owija sie wokot drugiego mono-
meru, eksponujac kluczowy podstawnik odpowiedzialny
za wiazanie ATP, tj. reszte tyrozynowag w pozycji pigtego
aminokwasu (Tyr5 [12].

Dzieki eksperymentom z wykorzystaniem krystalogra-
fii strukturalnej, mozliwa stata sie ocena udziatu hydrolizy
ATP podczas jednego cyklu dziatania enzymu, a takze lo-
kalizacja miejsca, w ktdrym uwieziony zostaje fragment du-
pleksu DNA [20]. Co wiecej, udato sie zaproponowac 0gol-
ny, a zarazem najbardziej prawdopodobny model dziatania
topoizomeraz typu Il, wedtug ktérego, na skutek dimery-
zacji dwoch domen podjednostek GyrB, powstaje biatkowy
zatrzask, ktérego dziatanie zalezy od ATP [5,6]. W koncu,
dane pochodzgce z krystalografii, okazatly sie by¢ bardzo
cenne w zrozumieniu mechanizmu oddziatywania rézne-
go rodzaju zwigzkéw o charakterze przeciwbakteryjnym z
miejscem wigzania ATP [12].

Podobnie jak w przypadku podjednostki GyrB gyrazy,
N-koncowa domena 43 kDa podjednostki ParE, zawierajg-
ca miejsce wigzania ATP, dimeryzuje w obecnosci ADPNP.
Zwigzek ten wigze sie z poszczeg6lnymi monomerami Parg
tworzacymi dimer. Kazdy monomer ParE zawiera dwie
subdomeny: N-koncowa (podstawniki od 1 do 217), skita-
dajacg sie z 8-tancuchowej p-harmonijki oraz 5 a-helis i sub-
domene C-koncowg (podstawniki 218 do 390), sktadajaca
sie z 4-tafcuchowej P-harmonijki oraz 4 a-helis. Podobnie
jak w przypadku GyrB, dimer ParE stabilizowany jest przez
N-koncowe ramie (podstawniki 1 do 15) jednego monome-
ru, ktére owija sie wokot drugiego monomeru, eksponujac
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konserwatywny ewolucyjnie aminokwas Tyr5 Z kolei C-
koncowe domeny, tworzg zagtebienie otoczone dtugimi a-
helisami po obu stronach dimeru, ktére odpowiedzialne jest
za umieszczenie segmentu T DNA w poblizu segmentu G
DNA [21].

Strukturalne podobienstwo, wystepujace pomiedzy pod-
jednostka GyrB gyrazy a ParE topoizomerazy IV, pozwo-
lito zaliczy¢ oba enzymy do zréznicowanej rodziny biatek,
zwanej rodzing GHKL (ang. Gyrase, Hsp90, Histidine Kinas-
es, MutL). Wszystkie biatka nalezace do rodziny GHKL po-
siadajg zblizona tréjwymiarowg budowe miejsca wigzacego
ATP [22], Do rodziny biatek GHKL przypisa¢ mozna, na
zasadzie podobienstwa sekwencyjnego pomiedzy domena-
mi ATP-azowymi, wszystkie topoizomerazy typu Il (w tym
eukariotyczng topo Il). Jednakze w sktad rodziny, oprécz
GyrB, wchodzg takze inne biatka, ktdrych funkcja jest zupet-
nie odmienna, a mianowicie: bakteryjne biatko MutL oraz
biatka MLH i PMS ssakdw, nalezace do systemu naprawy
btednie sparowanych zasad. Rodzine GHKL stanowig takze
biatka pomocnicze Hsp90 cztowieka, a takze mitochondrial-
ne kinazy BCK oraz kinazy histydynowe, np. biatko CheA
bakterii, odpowiedzialne za chemotaksje [22],

Warto zauwazy¢, ze strukturalne podobienstwo, wyste-
pujace pomiedzy poszczeg6lnymi biatkami nalezacymi do
rodziny GHKL, moze mie¢ bardzo niekorzystny wptyw na
skuteczno$¢ stosowania niektorych lekow. Leki przeciw-
bakteryjne, ktérych dziatanie opiera sie na blokowaniu do-
stepu ATP do miejsca wigzania w enzymie, moga réwniez
negatywnie wptywac¢ na zasadnicze funkcje biatek naleza-
cych do rodziny GHKL.

MECHANIZM DZIALANIA

Jak wspomniano powyzej, dziatanie topoizomeraz Il
opiera sie na zasadzie przenoszenia fragmentu dupleksu
DNA, zwanego segmentem T, przez przerwe wygenero-
wang w innym miejscu tej samej lub innej czasteczki DNA,
zwanej jako segment G. Segment T wnika w biatkowy ot-
wor po jednej stronie enzymu, jest transportowany przez
segment G, znajdujacy sie wewnatrz enzymu, a nastepnie
zostaje usuniety przez drugi biatkowy otw6r, znajdujacy sie
po drugiej stronie enzymu [23,24].

Fragment G DNA, ktdry jako pierwszy zostaje zwigza-
ny przez enzym jest przejsciowo ciety, ale pozostaje kowa-
lencyjnie zwigzany z enzymem poprzez mostki fosfotyro-
zynowe. Cato$¢ mozna poréwnac¢ do bramy, ktérej wrota
stanowig podjednostki GyrA iParC, odpowiednio, gyrazy i
topoizomerazy 1V [5,23].

Prokariotyczne topoizomerazy typu Il funkcjonujg jako
biatkowe klamry zalezne od ATP. W wyniku zwigzania ATP
klamry zamykaja sie, natomiast podczas jego hydrolizy, w
nastepstwie uwolnienia ADP oraz ortofosforanu, dochodzi
do ich otwarcia [25], W obecnosci ATP, N-kofncowe domeny
podjednostek GyrB i ParE dimeryzujg i to prawdopodob-
nie one tworzg szczeki biatkowego zatrzasku (ang. N-gate).
W wyniku zatrzasniecia sie klamry, segment T moze zosta¢
uwieziony wewnatrz, a nastepnie przeniesiony przez zwig-
zany z biatkami, przeciety segment G [6,23],
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Podsumowujgc dziatanie topoizomeraz typu Il, wedtug
przedstawionego na Ryc. 3 modelu, mozna wyro6zni¢ kilka
etapéw. Poczatkowo gyraza jak i topoizomeraza IV wigza
sie z DNA (Ryc. 3b). Podjednostki GyrB lub ParE dimeryzu-
ja w obecnosci ATP, zamykajac tym samym segment T we-
whnatrz enzymu (Ryc. 3c, d). Segment T zostaje przeniesiony
przez przerwe w dwuniciowym DNA wygenerowang w
segmencie G (Ryc. 3e). Segment T zostaje uwolniony na ze-
wnatrz przez drugi otwdr biatkowy utworzony z podjedno-
stek GyrA lub ParC (ang. C-gate), (Ryc. 3f). Hydroliza ATP i
uwolnienie ADP iortofosforanu ponownie otwiera kleszcze
biatkowe (N-gate) przygotowujac enzym na przyjecie kolej-
nego fragmentu dupleksu DNA (Ryc. 3a) [5,6,23].

Jakkolwiek mechanizm dziatania topoizomeraz typu Il
zostat dobrze poznany, rola hydrolizy ATP wymaga bar-
dziej szczegétowych wyjasnien. Jak wiadomo, hydroliza
ATP wymagana jest w reakcjach, ktore sg niekorzystne z
energetycznego punktu widzenia. W przypadku gyrazy,
konieczno$¢ obecnosci ATP jest wiec oczywista. Gyraza
wprowadza negatywne superskrety w DNA, na drodze nie-
korzystnej energetycznie reakcji, hydrolizujgc rGwnoczes$nie
ATP. Topoizomeraza IV nie ma zdolnoSci wprowadzania
superskretéw, tylko relaksuje DNA w sposéb ATP-zalezny.
Przyjmujac, ze jest to reakcja korzystna energetycznie nie
jest jasne dlaczego wymaga ATP. Analiza reakcji dekatena-

Rycina 3. Proponowany mechanizm dziatania topoizomeraz typu Il (opis w tek-
$cie). Na rysunku zaznaczono kolorami: czerwonym — domeny ATP-azowe;
ciemnozielonym —domeny wiazace DNA,; niebieskim —C-koricowe fragmenty
podjednostek GyrB; jasnozielonym — regiony zawierajace reszty tyrozynowe;
ciemnorézowym —fragmenty podjednostek GyrA. G i T —segmenty DNA bio-
race udziat w reakcji
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cji i relaksacji DNA przez topoizomerazy typu Il ujawnita,
ze enzymy te moga generowac nierbwnowagowag dystrybu-
cje topoizomeréw [26]. To zachowanie moze by¢ wyttuma-
czone faktem obecnosci ATP, ktdrego hydroliza pozwala na
przeprowadzenie reakcji z dala od miejsca rownowagi.

Po odkryciu gyrazy DNA wykazano, ze aktywnosé ATP-
azy posiada podjednostka GyrB. Nastepnie udowodniono,
ze do hydrolizy ATP potrzeba zaré6wno enzymu, jak i DNA,
bowiem obecno$¢ samego biatka nie zapewnia przebiegu
reakcji na wymaganym poziomie [27], Fragment DNA nie-
zbedny dla wysokiej aktywnosci enzymu musi posiadac co
najmniej 100 pz [27]. Mozna stad wnioskowac, ze stymula-
cja aktywnos$ci ATP-azy wymaga obecno$ci zaréwno seg-
mentu G jak i T [12].

Zwiazanie ATP przez gyraze jest wystarczajgce aby
wprowadzi¢ pewng ilos¢ superskretéw, jednak poziom su-
perskrecenia jest zalezny od gestosci superhelikalnej DNA.
Potwierdza to model sugerujacy, ze zwigzanie nukleoty-
dow zawsze prowadzi do uwiezienia segmentu T przez
biatkowy zatrzask (N-gate) zalezny od ATP. Jednak naste-
pujace po sobie reakcje przeniesienia fragmentéw nici przez
wygenerowane przerwy zalezg od gestosci superhelikalnej
DNA [28],

Badania nad poziomem superskrecenia wskazujg, ze ge-
sto$¢ superhelikalna a ~ -0.11 jest maksymalng wartoscig
ujemnego superskrecenia, ktérag moze wprowadzi¢ enzym,
a ograniczona jest iloscig wolnej energii wyzwolonej pod-
czas hydrolizy ATP oraz poziomem napiecia torsyjnego
generowanego w DNA [29], Ostatni etap wprowadzania
superskretdw wymaga dostarczenia -116 kj/mol wolnej
energii, co odpowiada hydrolizie dwoch czasteczek ATP.
Na jeden cykl zmiany stanu superskrecenia, GyrB musi
zwigza¢ dwie czasteczki ATP, jednak hydroliza ATP nie jest
konieczna w przypadku obu podjednostek GyrB tworzg-
cych dimer [12,30].

W celu zrozumienia charakteru podjednostki GyrB, a
zwtaszcza jej roli w hydrolizie ATP, przeprowadzono wiele
eksperymentéw z uzyciem ukierunkowanej mutagenezy.
Do badah wybrano zachowane w ewolucji reszty amino-
kwasowe, ktére znajdujg sie w bezposrednim otoczeniu
miejsca wigzania ATP. Pierwszg przebadang resztg amino-
kwasowg byta GluL Z danych strukturalnych wynika, ze
podstawnik ten lezy blisko y-fosforanu zwigzanej czastecz-
ki ATP. Jego funkcja polega na aktywacji czasteczki wody
do ataku nukleofilowego na y-fosforan ATP [31]. Mutacja
prowadzgca do substytucji tej reszty aminokwasowej resz-
tami Ala lub Gin (Glu2 do Ala lub Gin), znaczgco obniza
aktywno$¢ enzymu, natomiast substytucja Asp nie ma bez-
posredniego wptywu, co wskazuje, ze dla katalizy bardzo
wazne znaczenie ma reszta kwasu karboksylowego. Ponad-
to tancuch boczny aminokwasu spetnia istotng role w funk-
cjonowaniu biatka [32].

Wszystkie mutacje prowadzgce do zastgpienia Asndb
resztami Ala, Asp, Glu czy Gin objawiajg sie catkowitym
brakiem aktywnos$ci ATPazowej i zdolnosci superskrecenia
DNA [33]. Jest to zasadne, poniewaz Asnd jest zachowa-
ny w ewolucji wszystkich topoizomerazach typu Il, a jego
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tancuch boczny spetnia kluczowg role w prawidtowym
funkcjonowaniu enzymu. Dane strukturalne wskazuja, ze
aminokwas ten koordynuje prace jonéw Mg2w miejscu
wigzania ATP [32,34],

Badania krystalograficzne udowodnity, ze GluDi Arg®
oddziatujg miedzy sobg, tworzac fragment zagtebienia dla
zwiazania reszty adenylowej z ATP (a takze nowobiocyny).
Substytucja Glu®do Asp i Gin charakteryzuje sie, praktycz-
nie zupetnym zanikiem zdolnos$ci do hydrolizy ATP. Dane
te sugeruja, ze istotne znaczenie ma nie tylko reszta kwasu
karboksylowego, ale réwniez taricuch boczny aminokwasu.
Podobnie objawia sie substytucja Arg®do Ala czy Lys. En-
zym traci znaczaco zdolnos¢ hydrolizy ATP, natomiast staje
sie catkowicie niezdolny do wprowadzania superskretow,
co dowodzi koniecznosci wystepowania Arg w tym miejscu
[32].

AspBtworzy bezposrednie wigzanie wodorowe z ade-
nozyng pochodzaca z ATP. Zamiana tego podstawnika na
Ala czy Asn, konczy sie utratg wtasciwosci ATP-azy, jak i
zdolnos$ci do wprowadzania superskretow do DNA [33].
Interesujacy jest fakt, ze substytucja Asp do Glu nie wpty-
wa znaczaco na obie aktywnosci GyrB in vitro, jednak in
vivo skutecznie zaktoca prace enzymu. Jest to spowodowa-
ne obecnoscig dtuzszego tancucha bocznego w przypadku
Glu, co uniemozliwia prawidtowe utozenie adeniny z ATP
w miejscu wigzania. Te same wyniki zostalty uzyskane w
przypadku oddziatywan z nowobiocyng [32],

Z danych strukturalnych wynika, ze Gly7 umiejscowio-
na jest bardzo blisko adeniny pochodzgcej ze zwigzanego
ATP. Dodanie jednej grupy metylowej, poprzez zamiane
tego aminokwasu na alaning, niemal catkowicie pozbawia
enzym aktywnosci [32].

Substytucja lleBdo Ala charakteryzuje sie utratg powino-
wactwa do ATP, jak i zdolnosci do jego hydrolizy, jednak-
ze enzym nie traci catkowicie zdolnosci do wprowadzania
superskretéw in vivo. Zdolno$¢ przeprowadzenia reakcji
hydrolizy ATP moze zosta¢ czeSciowo przywrécona po-
przez wprowadzenie w pozycji 78 reszty aminokwasowej
Leu badZ Val zamiast Ala. Spowodowane jest to faktem, ze
oba aminokwasy posiadajg hydrofobowy taricuch boczny,
dowodzac tym samym, ze oddziatywania hydrofobowe sg
niezbedne przy wigzaniu ATP [32],

Interesujace dane ptyng z badarn nad substytucjami Pro®
do Ala i LysiBdo Ala. Okazato si¢ bowiem, ze mutanty sg
zdolne do hydrolizy ATP, jednak nie sag w stanie zmieniac
stanu superskrecenia DNA. Wynika z tego, ze tancuchy
boczne tych aminokwasow sg zaangazowane w przeksztat-
cenie energii z hydrolizy ATP na aktywno$¢ wprowadzania
superskretow. Innymi stowy, mutanty nie sg zdolne efek-
tywnie wykorzysta¢ energii z hydrolizy ATP. Prawdopo-
dobnie spowodowane jest to nieprawidtowym dziataniem
biatkowego zatrzasku, poniewaz oba mutanty zdolne sg
do relaksacji superskreconego DNA na drodze niezaleznej
od ATP, na podobnym poziomie co szczep dziki. Zaréw-
no Pro7ljak i LysiBsg zachowanymi w ewolucji resztami
aminokwasowymi we wszystkich topoizomerazach typu Il.
Przypuszcza sie, ze oba aminokwasy funkcjonujg jako czuj-
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niki wykrywajace, w ktorym momencie nastapita hydroliza
ATP [32],

W przypadku substytucji Vall® do Ala, nieznacznie
zwieksza sie powinowactwo do ATP, ze wzgledu na usu-
niecie bocznego tafncucha hydrofobowego. Z badan struk-
turalnych wynika, ze taricuch boczny waliny znajduje sie
w poblizu a-fosforanu zwigzanej czasteczki ATP, a jego
usuniecie moze przybliza¢ czasteczke ATP do podjednostki
GyrB. Gtéwng rolg VallDjest wiec wigzanie ATP [32].

Dane krystalograficzne dotyczace biatek E. coli pokazu-
ja, ze grupa guanidynowa Argl¥jednej podjednostki GyrB
tworzy wigzanie wodorowe z gtdwnym tancuchem grupy
karbonylowej, pochodzacej z N-koncowej czesci drugiej
podjednostki GyrB [35]. N-koricowa cze$¢ zawiera okoto
14 reszt aminokwasowych, ktére sg niezbedne w procesie
dimeryzacji i aktywacji centrum Kkatalitycznego enzymu
[36]. Utrata tancucha bocznego Argi¥w wyniku substytu-
cji do Ala, objawia sie obnizeniem zdolnosci oddziatywania
miedzy podjednostkami, a przez to hydrolizy ATP [32].

Jedna z najwazniejszych reszt aminokwasowych zaan-
gazowanych w wigzanie ATP jest Thrith Jest to reszta ami-
nokwasowa zachowana w ewolucji we wszystkich podjed-
nostkach GyrB. Jego substytucja resztg alaninowg, prowadzi
do obnizenia zdolno$ci wigzania ATP, natomiast mutacja
wprowadzajgca reszte serynowsa, z powrotem przywraca
funkcjonalno$¢ enzymu. Wynika z tego, ze kluczowa role w
wigzaniu ATP petni grupa hydroksylowa tego aminokwa-
su. Ponadto, grupa hydroksylowa bocznego taficucha Thri®b
uczestniczy w tworzeniu sieci wigzah wodorowych z azo-
tem N-7 pierScienia adeniny [32,34].

Konieczno$¢ przeprowadzenia eksperymentdw z wyko-
rzystaniem techniki ukierunkowanej mutagenezy wynikata
z faktu, ze miejsce wigzania ATP w gyrazie, pokrywa sie
z miejscem dziatania lekow, dla ktérych topoizomerazy
sg celem. Uzycie mutantow pozwolito zdefiniowa¢ nature
aktywnego miejsca w enzymie, a takze da¢ podstawy do
racjonalnego uzasadnienia mechanizmu opornosci na dzia-
tanie tych lekow. W tym rodzaju opornosci bakteryjnej na
antybiotyki, biatkowy cel jest modyfikowany w taki sposdb,
ze jego inhibitor nie moze sie z nim wigza¢ efektywnie. Ten
typ opornosci jest charakterystyczny dla antybiotykow, kté-
re tworza kluczowe wigzania z aminokwasami nie majacy-
mi znaczenia dla katalitycznej funkcjonalno$ci enzymu. Do
tych antybiotykéw niewatpliwie nalezg kumaryny, jako ze
ich miejsca wigzania z GyrB oraz ParE nie pokrywajg sie
catkowicie z miejscem wigzania ATP, a jedynie czesciowo
zachodzg na siebie [37],

TOPOIZOMERAZY KLASY 11 JAKO CELE DLA LEKOW

Ogromne zainteresowanie topoizomerazami w ostatnich
latach, wynika nie tylko z ich kluczowej roli w kontrolowa-
niu topologii DNA w komorce, ale takze z odkrycia r6zno-
rodnych lekéw, dla ktérych topoizomerazy sg molekular-
nymi celami. Nalezg do nich rozmaite leki antybakteryjne, a
takze chemioterapeutyki przeciwnowotworowe, z ktérych
wiele znalazto juz szerokie zastosowanie w leczeniu kli-
nicznym.
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W przypadku komérek prokariotycznych, topoizome-
razy DNA okazaty sie by¢ bardzo skutecznym celem dla
rozmaitych lekéw przeciwbakteryjnych, wspétzawodni-
czacych z ATP o miejsce wigzania w enzymie (kumaryny,
cyklotialidyny) [37,38] oraz stabilizujgcych kompleks DNA
— topoizomeraza na etapie ciecia DNA (tzw. kompleks
przecinalny) (chinolony i ich pochodne, mikrocyna BI7)
[38]. Topoizomerazy eukariotyczne mogg by¢ rownie sku-
tecznym celem molekularnym dla niektérych lekow prze-
ciwnowotworowych [12].

Wiadomo, ze jednym z kluczowych etapéw dziatania
wszystkich topoizomeraz DNA jest czasowe ciecie jednej
badz obu nici dupleksu aby umozliwi¢ przeniesienie frag-
mentu DNA przez wygenerowang przerwe. Prawidtowa
stabilizacja tak utworzonej przerwy, przez formowanie fo-
sfotyrozynowych mostkéw pomiedzy enzymem a DNA,
ma ogromne znaczenie przy ponownym odtwarzaniu cig-
gtosci nici. Z kolei uniemozliwienie ponownej ligacji DNA,
skutkuje jego nieodwracalnym uszkodzeniem, a w konse-
kwencji Smiercig komdrki. Leki, ktére majg zdolnos$¢ stabili-
zowania kompleksu przecinalnego, mogga by¢ szeroko wy-
korzystywane w terapii przeciwnowotworowej. Nalezg do
nich miedzy innymi kamptotecyny oraz jej pochodne, am-
sakryna, a takze epipodofylotoksyny takie jak etopozyd czy
tenipozyd. Te ostatnie okazaly sie by¢ bardzo skutecznymi
lekami w terapii przeciwnowotworowej, ktérych celem jest
topoizomeraza Il cztowieka. Pomimo niewielu podobienstw
do antybiotykéw kumarynowych czy cyklotialidyn, ktore
nie dopuszczajag do uwolnienia energii z hydrolizy ATP,
wykazano, ze etopozyd moze rdwniez wspotzawodniczy¢ z
ATP o miejsca wigzania w topoizomerazie Il cztowieka [12].
Jednak ostateczne udowodnienie czy epipodofylotoksyny
istotnie, oprécz zdolnosci stabilizowania kompleksu prze-
cinalnego, blokujg réwniez dostep do domeny ATPazowej
topoizomeraz typu Il, wymaga dalszych badan.

Gyraza iblisko z nig spokrewniona topoizomeraza IV sa
celami dla trzech grup zwigzkow o dziataniu przeciwbakte-
ryjnym: chinolondéw [39], antybiotykéw cyklotialidynowych
oraz kumarynowych [37], a takze niezgrupowanych w wy-
zej wymienionych Kklasach, np. mikrocyn B17 [40]. Chino-
lony, takie jak kwas nalidyksynowy czy ciprofloksacyna,
a takze mikrocyna BI17, dziatajg zaktdcajac proces ciecia i
ligacji DNA przez gyraze. Antybiotyki cyklotialidynowe i
kumarynowe funkcjonuja w zupetnie inny sposob, bloku-
jac hydrolize ATP, katalizowang przez podjednostke GyrB.
Struktura krystaliczna komplekséw topoizomeraz z tymi
antybiotykami wskazuje, ze pomimo zasadniczych roznic
w budowie pomiedzy nimi a ATP, wigza sie one w miejscu,
ktore pokrywa sie z miejscem wigzania ATP w enzymie. Ich
dziatanie opiera sie wiec na zasadzie wspotzawodnictwa z
ATP o miejsce wigzania w enzymie [33,38,41].

Chinolony to grupa antybiotykéw otrzymywanych cat-
kowicie na drodze syntetycznej. Mimo, ze ich powinowa-
ctwo w stosunku do topoizomeraz nie jest tak silne jak w
przypadku kumaryn, sg one szeroko wykorzystywane
jako czynniki przeciwbakteryjne. Blokujg replikacje DNA,
oddziatujgc na etap ciecia i ligacji DNA, uniemozliwiajgc
przez to topoizomerazom petnienie swych funkcji. Mecha-
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nizm dziatania opiera sie na stabilizacji kompleksu przeci-
nalnego, po wytworzeniu przerwy w dwuniciowym DNA,
gdzie konce 5' nici potaczone sg z podjednostkami GyrA
poprzez mostki fosfotyrozynowe [42], Ich toksycznos$¢ jest
jednoznacznie skorelowana z pojawianiem sie przerw w
dwuniciowym DNA [41].

W komoarkach Escherichia coli, mutacje nadajgce fenotyp
opornosci na chinolony wystepuja gtéwnie w genie gyrA
[7], Mutacja prowadzaca do substytucji Ser&8do Trp charak-
teryzuje sie wysoka opornoscia na te antybiotyki, zaréwno
in vivo i in vitro [43]. Wiele danych wskazuje, ze komdérko-
wym celem chinolonéw moze by¢, oprocz gyrazy, réwniez
topoizomeraza IV. Mutacje nadajgce opornos$¢ na te anty-
biotyki sg zlokalizowane w genie parC topoizomerazy IV
(odpowiednik gyrA gyrazy). Charakterystyczng mutacja
jest substytucja Ser8do Leu [44],

W niektérych szczepach bakterii gram-dodatnich, topo
IV moze by¢ nawet pierwszorzedowym celem, jednakze
u wiekszosci gatunkéw jest celem drugorzedowym [38].
Zostalo to potwierdzone poprzez wykorzystanie szczepu
£. coli niosagcego mutacje w gyrazie, warunkujagca oporny
fenotyp. Okazato sig, ze w poréwnaniu z funkcjonalng gyra-
za, gdzie po zadziataniu chinolonéw nastepuje natychmia-
stowa terminacja replikacji DNA, w zmutowanym szczepie
tempo syntezy DNA ustaje powoli. Wytlumaczeniem jest
tutaj miejsce aktywnos$ci obu enzymoéw, bowiem gyraza
dziata przed widetkami replikacyjnymi, natomiast topoizo-
meraza IV za widetkami. Daje to jednoznaczng odpowiedz,
dlaczego gyraza jest pierwszorzedowym celem chinolonéw.
Inaktywacja gyrazy przed widetkami powoduje powstanie
przerwy w dwuniciowym DNA i uniemozliwia dokoncze-
nie replikacji, co prowadzi do $mierci komarki [8,44].

Mikrocyny to bogate w glicyne biatka, produkowane
przez filogenetycznie spokrewnione szczepy Enterobac-
teriaceae, stuzgce do zwalczania lub hamowania wzrostu
pokrewnych szczepéw. Sa mniejsze od klasycznych koli-
cyn i podlegajg ztozonej potranslacyjnej modyfikacji [45].
W wyniku oddziatywania mikrocyn na wrazliwe szczepy
E. coli, dochodzi do natychmiastowego zatrzymania re-
plikacji DNA, a w konsekwencji indukcji systemu SOS,
degradacji DNA i $mierci komarki [38]. Mutacja nadajaca
fenotyp opornosci na mikrocyny, jest zlokalizowana w pod-
jednostce GyrB, dowodzac, ze gyraza jest pierwszorzedo-
wym celem tych peptyd6éw. Jest to punktowa mutacja, ktéra
zamienia Trp w pozycji 751 reszty aminokwasowej na Arg.
Co wiecej, mikrocyna MccB17 jest zdolna do stabilizowania
naciec DNA, na zasadzie podobnej do dziatania chinolo-
néw, jednak nie identycznej. Petne zrozumienie dziatania
tego typu zwigzkdw, moze w przyszto$ci przyczynic sie do
wynalezienia lekow przeciwbakteryjnych, opierajacych sie
na zasadzie interakcji pomiedzy tymi toksynami a topoizo-
merazami DNA [40].

Antybiotyki z grypy cyklotialidyn sg catkowicie natural-
nymi produktami niektérych gatunkdw Streptomyces [46].
Zbudowane sa z pierScienia laktonowego, potgczonego z
pentapeptydem, ktory zawiera 3-hydroksy protine i rezor-
cynol. Przyktadem moze by¢ zwigzek o nazwie GR122222X.
Jest on stabym czynnikiem antybakteryjnym ze wzgledu na
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niska przepuszczalno$é przez btony [12], jednakze moze
by¢ wykorzystywany jako potencjalny inhibitor gyrazy,
bowiem wigze sie w poblizu miejsca wigzania ATP, w ten
sposéb blokujac jego hydrolize. Warto zaznaczy¢, ze jego
aktywnos$é w stosunku do gyrazy jest znacznie wieksza, niz
w przypadku nowobiocyny [12,46].

Mutacje prowadzgce do powstania fenotypu opornego na
cyklotialidyny sg zlokalizowane w genie gyrB [47]. Niektdre
z tych mutacji, prowadza do wzrostu opornosci nie tylko
na GR122222X ijego pochodne, ale réwniez na antybiotyki
kumarynowe. Jednak substytucja Argl¥ charakterystyczna
dla GyrB, pomimo ze powoduje znaczny wzrost opornosci
na nowobiocyne, nie wptywa zasadniczo na oporno$¢ na
cyklotialidyny. Badania z wykorzystaniem nowobiocyny
znakowanej izotopem wykazaty, ze cyklotialidyny moga
wspétzawodniczy¢ z kumarynami o ich miejsce wigzania w
GyrB. Wskazuje to na fakt, ze miejsca wiagzania obu grup
lekdw zachodzg na siebie [48].

Poznanie struktury krystalicznej GR122222X, sprzezo-
nego z domeng 24 kDa biatka GyrB, pozwolito oznaczy¢
gtéwne wigzania wodorowe miedzy biatkiem a antybioty-
kiem. Wiekszo$¢ wigzan wodorowych tworzy sie miedzy
pierscieniem rezorcynolu a GyrB. Antybiotyk uktada sie w
hydrofobowym zagtebieniu i tworzy wigzania wodorowe z
resztami aminokwasowymi Asndg Asp73 Thrik Cyklotiali-
dyny nie umiejscawiajg si¢ doktadnie tam, gdzie przytacza
sie ATP, miejsca te jedynie zachodzg na siebie. Gtéwna role
odgrywa wiasnie pierscied rezorcynolu, nie dopuszczajac
do zwigzania adeniny z ATP [12].

Antybiotyki kumarynowe (Ryc. 4), takie jak nowobiocy-
na, chlorobiocyna i kumermycyna Ay sa naturalnymi pro-
duktami niektérych promieniowc6w z rodzaju Streptomyces.
Zbudowane sg z 3-amino-4,7-dihydroksy-kumarynowego
rdzenia, ktory jest przytgczony do cukru nowiozy. Chloro-
biocyna ma identyczng budowe jak nowobiocyna, za wy-
jatkiem dwéch podstawnikéw: w pozycji 8' pierscienia ku-
marynowego znajduje sie chlor zamiast grupy metylowej,
natomiast w pozycji 3" nowiozy, zamiast grupy karbamo-
ilowej wystepuje grupa 5-metylo-pirolo-2-karboksylowa.

(
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Rycina 4. Wzory strukturalne antybiotykéw kumarynowych: nowobiocyny, chlorobiocyny i kumermycyny

A,

Postepy Biochemii 52 (3) 2006

H H O

N

Chlorobiocyna

OCHy

Kumermycyna skilada sie z dwoch potaczonych rdzeni
kumarynowych, ktérych podstawniki cukrowe majg taki
sam charakter jak w przypadku chlorobiocyny. Wszystkie
te zwigzki blokujg synteze bakteryjnego DNA poprzez in-
aktywacje wtasciwosci katalitycznych gyrazy. Niestety, ich
terapeutyczne uzycie jest ograniczone ze wzgledu na niska
rozpuszczalno$¢ w wodzie, toksycznos¢ i stabg przepusz-
czalno$¢ przez Sciany komorek bakterii gram-dodatnich
[12,38] (Ryc. 4).

Znaczacy postep w poznaniu mechanizmu dziatania an-
tybiotykéw kumarynowych wynika z identyfikacji i analizy
sekwencji gendw kodujgcych nowobiocyne, kumermycyne
ichlorobiocyne. W przypadku nowobiocyny, geny znajduja
sie w skupisku genow o dtugosci 25 kpz, obecnym w ge-
nomie Streptomyces sphaeroides [49]. Produkty tych gendéw
stanowig enzymy o zaréwno znanej, jak i nieznanej funkcji.
Geny kodujagce kumermycyne i chlorobiocyne znajdujg sie,
odpowiednio, w genomach Streptomyces rishiriensis i Strep-
tomyces roseochromogenes. Geny te wykazujg znaczne podo-
bienstwo sekwencyjne wzgledem siebie, czego wynikiem
jest zblizona budowa tych zwigzkow [50].

W 1976 roku udowodniono, ze nowobiocyna i kumer-
mycyna blokujg reakcje zmiany poziomu superskrecenia
katalizowang przez gyraze [37], Nastepnie dowiedziono, ze
te antybiotyki hamujg ATPazowg aktywno$¢ topoizomeraz.
Pomimo braku jakichkolwiek podobienstw miedzy struk-
turg ATP a kumarynami zasugerowano, ze nowobhiocyna
i kumermycyna dziataja jako inhibitory reakcji hydrolizy
ATP [14]. Natura hamowania polega na wspo6tzawodni-
ctwie antybiotykdw z ATP o miejsce wigzania w enzymie.
Fakt ten zostat udowodniony po przeanalizowaniu struk-
tury kompleksu nowobiocyny z subdomeng 24 kDa gyrazy.
Miejsca wigzania nowobiocyny i ATP zachodzg na siebie, co
potwierdza powyzszg hipoteze [34],

Zanim jednak opisano strukture krystaliczng komplek-
séw antybiotykdw kumarynowych z podjednostka GyrB,
poznano pierwsze mutacje punktowe warunkujace opor-
nos$¢ na antybiotyki. Najczestszag mutacjg nadajgcg opornosé
na kumaryny jest substytucja Argl¥do Leu, Cys, His, Ser
lub Ala, zlokalizowana w N-koncowej sub-
domenie GyrB. Co wiecej, ten podstawnik
jest zaangazowany w tworzenie kluczowe-
go wigzania wodorowego pomiedzy biat-
kiem a antybiotykiem. Ponadto, mutacja
w pozycji 136 prowadzi do 8-16 krotne-
go obnizenia aktywnos$ci enzymatycznej,
w poroéwnaniu ze szczepem dzikim [51].
Wszystkie mutacje, majace niekorzystny
wptyw na aktywnos$¢ enzymu, znajdujg sie
w regionie wigzania ATP. Mutacje prowa-
dzace do zmian w pozycjach Asn%i Asp@B
powodujg produkcje biatka pozbawionego
aktywnosci ATPazowej, bowiem podstaw-
niki te sag odpowiedzialne za wigzanie jo-
néw Mg2+ i ATP [33],

W 1991 roku opisano strukture krysta-
liczng podjednostki GyrB sprzezonej z AD-
PNP, co pozwolito na ostateczne potwier-
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dzenie miejsc oddziatywan pomiedzy ATP a gyraza [35].
Pdzniejsze badania doprowadzity natomiast do poznania
interakcji pomiedzy GyrB a nowobiocyng [12]. W przedsta-
wionym modelu widoczny jest biatkowy monomer wygiety
na ksztatt litery V, ktérego domena N-kornicowa kontaktu-
je sie z powierzchnig nowobiocyny. Poréwnanie wynikow
obu prac pozwolito wyciggna¢ wnioski, ze miejsca wigzania
ATP iantybiotykdw kumarynowych lezg blisko siebie [12].

Sklonowanie regionu DNA kodujacego N-koricowga sub-
domene 24 kDa podjednostki GyrB E. coli dowiodto, ze ten
fragment biatka moze wigza¢ kumaryny réwnie mocno, co
kompletna podjednostka 43 kDa i dato nowe perspektywy
dla badan strukturalnych [52]. W 1996 roku zostata opisana
struktura krystaliczna kompleksu subdomeny 24 kDa z no-
wobhiocyng. Zachowanie sie tego fragmentu jest identyczne
jak w przypadku odpowiadajgcego mu regionu w podjed-
nostce 43 kDa. Biatko to jest monomerem zbudowanym z
8-tancuchowej p-harmonijki, flankowanej przez 3 a-helisy
i niezorganizowane petle polipeptydowe. Zwigzana nowo-
biocyna nie jest ptaska lecz zagieta, co spowodowane jest
wytworzeniem wigzania peptydowego pomiedzy pierScie-
niem kumarynowym a grupg hydroksybenzoesowg, beda-
cg w konformacji cis. Antybiotyk nie zajmuje tego samego
miejsca co ATP, ale miejsca wigzania tych dwéch ligandow
zachodzg na siebie. Cze$¢ cukrowa nowobiocyny zajmuje
miejsce, ktore pokrywa sie z miejscem wigzania pierscienia
adeniny z ATP [34], Miejsce wigzania kumaryn ujawnia
calg sie¢ wigzan wodorowych. Kluczowe wigzania wodo-
rowe tworzg: Argl¥ z pierscieniem kumarynowym, Asp7
z grupa karbamoilowg cukru nowiozy oraz Asn4z grupa
hydroksylowa nowiozy. Mutacje tych trzech aminokwasow
prowadza do obnizenia zdolnosci wigzania antybiotykéw,
wptywajg réwniez negatywnie na aktywnos$¢ samego enzy-
mu (Ryc. 5) [33,38],

Antybiotyki kumarynowe mogg by¢ takze inhibitorami
aktywnosci topoizomerazy IV w komoérkach E. coli, jednak
ich potencjat jest znacznie mniejszy w poréwnaniu z gyra-
za. W wyniku badan krystalograficznych udato sie zloka-
lizowaé¢ charakterystyczne podstawniki aminokwasowe,
odpowiedzialne za wiazanie ATP oraz nowobiocyny w
N-koncowej sub-domenie 24 kDa ParE. Najwazniejsze pod-
stawniki biorgce udziat w wigzaniu ATP, to miedzy innymi:
Tyr5 Glu3l Asnf Glus Asp® Met# Lys", Tyrls Thrig na-
tomiast w wigzaniu antybiotykéw gtdwng role odgrywaja
reszty Gludg Asp@® Arg72 Met7 Asp7, lled) Argl® Thrid W
wyniku poréwnania struktur przestrzennych ParE i GyrB,

al43MC Argl36
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Rycina5. Kluczowe wigzaniawodorowe w stabilizowaniu kompleksu biatkowego
sprzezonego z antybiotykami kumarynowymi.
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sprzezonych odpowiednio z ADPNP i nowobiocyng, moz-
na zauwazyc, ze zarbwno analog ATP, jak i antybiotyk, wig-
73 sie z biatkami w bardzo zblizonej konformacji. Powyzszy
fakt wysokiego podobieAstwa obu enzymoéw nie byt oczy-
wisty do czasu rozwigzania struktury krystalicznej podjed-
nostki ParE, sprzezonej z ADPNP/nowobiocyng, bowiem z
zestawienia sekwencji aminokwasowej obu biatek wynika,
ze sg one identyczne zaledwie w 35%, a podobne w 55%
[21].

MECHANIZMY OPORNOSCI NA
ANTYBIOTYKI KUMARYNOWE

Za gtéwng przyczyne wzrostu opornosci bakterii na an-
tybiotyki kumarynowe, uwaza si¢ mutacje prowadzgace do
modyfikacji miejsc wigzania ATP w podjednostce GyrB.
Przy uzyciu techniki ukierunkowanej mutagenezy, zidenty-
fikowano reszty aminokwasowe w tej podjednostce, majace
zasadnicze znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania
enzymu in vitro i in vivo. Kazdorazowa zmiana ktorego$
z tych aminokwaséw na inny, powoduje znaczny wzrost
opornosci na nowobiocyne, przy jednoczesnym zachowa-
niu funkcji biologicznych enzymu in vivo [32].

Najczestszag mutacjag warunkujacg wzrost opornosci na
nowobiocyne, jest substytucja Argl¥ do Cys, His, Leu lub
Ser, notowana wsrod wielu szczepoéw bakteryjnych, w tym
takze Escherichia coli [51]. W szczepie dzikim, Arg1¥tworzy
bezposrednie wigzanie wodorowe z nowobiocyng, a do-
ktadnie, atom tlenu z czgsteczki nowobiocyny oddziatuje z
resztami aminowymi guanidyny. Zamiana grupy guanidy-
nowej na imidazolowg, w przypadku substytucji Arg do
His, charakteryzuje sie utratg zdolnosci tworzenia wigzania
wodorowego pomiedzy antybiotykiem a enzymem, co jed-
noznacznie rowna sie ze wzrostem opornosci na kumaryny.
Zamiana Argl¥na Cys, Ser lub Leu, prowadzi do jeszcze
wiekszego wzrostu opornosci, co wynika z faktu, ze im
krétszy lub bardziej hydrofobowy jest tancuch boczny ami-
nokwasu, tym trudniej o wytworzenie wigzania wodorowe-
go z antybiotykiem [32].

Aminokwas Asp w pozycji 73 odpowiada za tworzenie
bezposredniego wigzania z grupg karbamoilowg cukru no-
wiozy [34]. Zamiana Asp@na Glu wydtuza tafncuch boczny
aminokwasu o jeden atom wegla, przy zachowaniu funkcjo-
nalnej grupy karboksylowej. Tak niewielka zmiana ma bar-
dzo istotny wptyw na aktywno$é enzymu. Komarki charak-
teryzuja sie stabg przezywalnoscia in vivo, natomiast war-
to$¢ dawki nowobiocyny hamujacej aktywno$¢ ATP-azowg
0 50% (ang. inhibitory concentration, IC3) wzrasta 50-krotnie
w stosunku do szczepu dzikiego [32],

Substytucja Gly77do Ser lub Ala prowadzi do ogromne-
go spadku aktywnos$ci enzymu. Reakcje zalezne od ATP i
zmiany topologiczne DNA zostajg upo$ledzone w znaczny
spos6b, a objawia sie to bardzo stabym wzrostem in vivo.
Warto$¢ IC_() nowobiocyny dla reakcji ATP-azowej wsrod
mutantow wzrasta ponad 1000-krotnie, co prowadzi do
wniosku, ze zastgpienie atomu wodoru tancuchem bocz-
nym jest bardzo Zle tolerowane. Dzieje sie tak dlatego, ze
tancuchy boczne prowadza do deformacji szkieletu biatko-
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wego, co z kolei, przyczynia sie do spadku powinowactwa
nowobiocyny do podjednostki GyrB gyrazy [32].

Z danych krystalograficznych wynika, ze tancuch boczny
IleBznajduje sie w poblizu grupy metoksylowej podstawni-
ka cukrowego nowobiocyny [34], Zamiana lleBna ktérgkol-
wiek z innych zachowanych w ewolucji reszt aminokwasow
takich; jak Ala, Leu czy Met, prowadzi do utraty mozliwosci
tworzenia wigzania hydrofobowego z czgsteczkg nowobio-
cyny. Warto$¢ ICDnowobiocyny wzrasta odpowiednio 30-,
14-, i 22-krotnie dla poszczegdlnych aminokwaséw. Roz-
dzielenie hydrofobowego tancucha bocznego w pozycji p-
wegla, wydaje sie mie¢ kluczowe znaczenie, zaréwno dla
aktywnosci enzymatycznej, jak i oddziatywania z antybio-
tykami [32],

Mutacja w pozycji 165, ktéra pozbawia taricuch boczny
Thr grupy hydroksylowej, wptywa na wigzanie nowobiocy-
ny poprzez zwiekszenie wartosci IC.(dla aktywnosci ATP-
azowej od 13 do 18razy [32]. Struktura krystaliczna czastecz-
ki nowobiocyny sprzezonej z podjednostkg GyrB dowodzi,
ze Thribtworzy wodorowe wigzanie z grupg karbamoilo-
wga podstawnika cukrowego antybiotyku [34,53].

Jak wynika z danych literaturowych, topoizomeraza IV
réwniez moze by¢ celem dla antybiotykdw kumarynowych
i mutacje w podjednostce ParE, moga prowadzi¢ do wzrostu
opornosci bakterii na te antybiotyki. Wiadomo, ze wartos$¢
ICD nowobiocyny dla topoizomerazy IV jest ok. 5-krotnie
wieksza, niz w przypadku gyrazy [10]. Ta rozbiezno$¢ nie-
watpliwie wynika z kilku réznic w strukturze przestrzennej
obu biatek. Jedng z takich réznic jest obecno$¢ Met w pozy-
cji 74 reszty aminokwasowej w podjednostce ParE, podczas
gdy odpowiadajacy podstawnik w GyrB to lle® W przypad-
ku podjednostki GyrB, lle? znajduje sie w poblizu atomu
tlenu grupy metoksylowej cukru nowobiozy, tworzac stabe
wigzanie z czasteczka antybiotyku [34], Z kolei w komplek-
sie ParE —nowobiocyna, faricuch boczny metioniny umiej-
scawia sie w niemalze identycznej pozycji, jednak brakuje
interakcji miedzy weglem y2a antybiotykiem, obserwowa-
nej w przypadku izoleucyny. W wyniku przeprowadzenia
eksperymentoéw z wykorzystaniem techniki ukierunkowa-
nej mutagenezy udowodniono, ze zamiana metioniny na
izoleucyne w pozycji 74 podjednostki ParE, prowadzi do
spadku wartosci ICEhowobiocyny okoto 18-krotnie. Innymi
stowy, zmutowany enzym jest 18-krotnie bardziej wrazliwy
na dziatanie antybiotyku, w poréwnaniu w enzymem szcze-
pu dzikiego. Spadek wartosci ICE) w przypadku substytucji
Met#przez lle w podjednostce ParE topoizomerazy 1V, jest
poréwnywalny do wzrostu wartosci IC.Qw przypadku mu-
tacji lleBdo Met dla GyrB gyrazy (22-krotny), wskazujac na
fakt, ze tancuchy boczne obu aminokwaséw wykazujg po-
dobng zdolno$¢ wigzania nowobiocyny. Warto zaznaczy¢,
ze sposréd wielu podjednostek GyrB i ParE pochodzacych
z réznych szczepow bakteryjnych, izoleucyna wystepuje w
tym regionie w znacznej wigkszosci podjednostek GyrB, na-
tomiast obecno$¢ metioniny jest charakterystyczna dla od-
powiadajgcego regionu w ParE [21, 32].

Inng zasadniczg r6znicg w budowie aminokwasowej pod-

jednostek ParE i GyrB, moze by¢ obecno$é w tej pierwszej
kwasu asparaginowego w pozycji 77. Kwas asparaginowy
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moze tworzy¢ stabe wigzanie wodorowe z grupg hydroksy-
benzoesowg nowobiocyny. Taka interakcja pomiedzy biat-
kiem a antybiotykiem nie jest obserwowana w przypadku
GyrB, poniewaz odpowiadajgcy podstawnik to Gly8, nie
majacy zdolnos$ci tworzenia wigzania wodorowego z nowo-
biocyng. Jednak substytucja Gly8 do Asp w podjednostce
GyrB prowadzi tylko do okoto 2-krotnego wzrostu wartosci
IC-nnowobiocyny, dlatego tez wnioskuje sie, ze podstawnik
Asp77w podjednostce ParE ma niewielki wptyw na wartosci
ICDdla aktywnosci topoizomerazy 1V [21].

Z kolei Hardy i Cozzarelli skonstruowali mutanta nio-
sgcego mutacje w genie parE, odzwierciedlajgcg najczesciej
wystepujacg mutacje w genie gyrB, warunkujgcg opornos$é
na nowobiocyne. Zamieniajgc argininy w pozycji 132 na
cysteine, doprowadzili do 40-krotnego wzrostu opornosci
in vitro na antybiotyk. Szczepy niosace substytucje Argl®
do Cys wykazywaty zdolnos¢ relaksowania pozytywnych
superskretow in vivo, a warto$¢ IC_Onowobiocyny byta 20-
krotnie wyzsza, w pordwnaniu ze szczepem dzikim. Wy-
nika z tego, ze istotnie, topoizomeraza IV jest drugorzedo-
wym celem dla nowobiocyny w komérkach E. coli oraz, ze
mechanizm hamowania aktywnos$ci enzymu przez nowo-
biocyne jest prawdopodobnie taki sam, jak w przypadku
gyrazy, a mianowicie poprzez blokowanie dostepu ATP do
miejsca wigzania w enzymie [54],

NOWA KLASA INHIBITOROW BAKTERYJNEJ GYRAZY

W ostatnim czasie, ze szczepu Streptomyces antibioticus
wyizolowano nowy typ antybiotykéw o nazwie symocykli-
nony [55], Antybiotyki nalezace do tej klasy charakteryzuja
sie podobng budowg do znanych juz antybiotykéw kuma-
rynowych, jednak mechanizm ich dziatania jest zasadniczo
rézny i niepodobny do zadnego dotad poznanego wsrod
inhibitoréw gyrazy. Nalezacy do tej klasy zwigzek o nazwie
D8, zawiera rdzef 3-amino-4,7-dihydroksykumarynowy z
podstawnikiem arylowym, przytagczonym do grupy ami-
nowej. W odrdznieniu od kumaryn, symocyklinony nie
zawierajg cukru nowiozy w pozycji 7 pierscienia aminoku-
marynowego. Podstawnikiem cukrowym jest tu D-oliwioza
przytagczona do grupy arylowej za pomocg wigzania estro-
wego. Symocyklinon D8, podobnie jak chlorobiocyna, za-
wiera atom chloru w pozycji 8 pierscienia kumarynowego
(Ryc. 6) [56],

Analiza sekwencji gendéw kodujacych symocyklinony
ujawnita wiele podobienstw do genéw kodujacych nowo-
biocyne, chlorobiocyne czy kumermycyne A ,wskazujgc na
podobiensto ewolucyjne obu grup [57], Ponadto, obecnos$é
pierscienia kumarynowego wérdd naturalnych antybioty-
kéw jest niezwykle rzadka, co bezposrednio wskazywato
na fakt, ze potencjalnym celem ich dziatania jest gyraza.
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Rycina 6. Wz6r strukturalny symocyklinonu D8.

279



Wykazano bardzo silne dziatanie bakteriobdjcze tych an-
tybiotykdw przeciw bakteriom gram-dodatnim, natomiast
znikome przeciw bakteriom gram-ujemnym. Posiadajg one
rowniez aktywnos¢ cytostatyczng w stosunku do komaérek
nowotworowych cztowieka [56].

Z przeprowadzonych badan nad aktywnos$ciag zmia-
ny stanu superskrecenia DNA wynika, ze symocyklinony
sq antybiotykami o nieznacznie lepszych wiasciwosciach
blokujacych, w poréwnaniu z kumarynami. Jednak, w
odréznieniu od kumaryn, symocyklinony nie zaburzaja
ATP-zaleznych etapéw dziatania gyrazy, a w zwiazku z
tym ATP-azowa domena podjednostki GyrB nie jest migj-
scem ich oddziatywania. Kolejne badania pokazaty, ze sy-
mocyklinony nie stabilizujg réwniez tworzenia kompleksu
przecinalnego gyraza — DNA, co wskazuje na odmienny
mechanizm w poréwnaniu do innej klasy inhibitoréw to-
poizomeraz, a mianowicie chinolonéw. Mimo, ze moleku-
larny mechanizm dziatania symocyklinon6éw nie jest znany,
to przeprowadzone eksperymenty dowiodty, ze oddziatuja
one na podjednostke GyrA gyrazy, trwale sie z nig taczac
i nie dopuszczajac do zwigzania enzymu z DNA. Alterna-
tywnie, symocyklinony moga tak wptywac¢ na konformacje
podjednostki GyrB, ze ta nie jest w stanie zwigza¢ duplek-
su nici DNA. Z kolei antybiotyk pozbawiony podstawnika
aminokumarynowego, jest catkowicie niefunkcjonalnym
inhibitorem gyrazy, co wskazuje na fakt, ze jego obecnos¢
odgrywa kluczowg role w prawidtowym funkcjonowaniu
symocyklinonéw [56].

PODSUMOWANIE

Badania nad topoizomerazami jednoznacznie dowiod-
ty, ze enzymy te moga by¢ efektywnymi celami dla lekéw
przeciwbakteryjnych, poniewaz znaczaco r6znig sie od
eukariotycznych topoizomeraz typu Il, a takze sg zacho-
wanymi w ewolucji enzymami, pos$réd réznych szczepdw
bakteryjnych, waznych z klinicznego punktu widzenia.
Szczeg6lnie uzycie techniki krystalografii pozwolito odpo-
wiedzie¢ na wiele pytan, a takze uczynito mozliwym syn-
teze antybiotyk6w w oparciu o budowe i strukture celu
molekularnego. Fragment 24 kDa gyrazy i topoizomerazy
IV, petnigcy funkcje katalityczne, wydaje sie by¢ ideal-
nym celem dla tego typu zwigzkéw. Jak wiadomo gyraza
i topoizomeraza IV sg jednakowo istotne dla prawidtowe-
go wzrostu komérek bakteryjnych. Oba biatka posiadajg
wiele podobienstw w swoich aktywnych miejscach, prze-
strzennej organizacji podjednostek, a takze wrazliwos$ci na
niektére antybiotyki. Te podobienstwa wskazujg na fakt,
ze zwigzki chemiczne blokujgce owe aktywne miejsca, mo-
gtyby inaktywowac jednocze$nie oba enzymy nalezgce do
klasy Il topoizomeraz DNA. Takie wtasciwosci przysztych
antybiotykéw, dla ktérych celem bytaby w réwnym stop-
niu gyraza i topoizomeraza IV, mogtyby okaza¢ sie bardzo
korzystne z uwagi na fakt ograniczenia mozliwosci naby-
cia opornos$ci przez drobnoustroje, bowiem aby powstat
szczep oporny na dziatanie zastosowanego leku, niezbed-
ne bytyby dwie niezalezne mutacje.

Innym z podejmowanych krokéw majagcym na celu
wynalezienie nowych inhibitorow topoizomeraz, moze

by¢ modyfikowanie szlakéw biosyntezy antybiotykéw
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kumarynowych czy tez symocyklinondw na drodze inzy-
nierii genetycznej. Obecnie znana jest sekwencja genow
kodujacych biatka biosyntezy nowobiocyny, chlorobiocy-
ny, kumermycyny i symocyklinonéw. Daje to podstawy
do konstrukcji nowych szlakéw biosyntezy, prowadza-
cych do uzyskania skuteczniejszych lekéw hybrydowych
[58].

Kolejnym czynnikiem niezbednym dla produkcji lep-
szych antybiotykow jest doktadne okreslenie lokalizacji
topoizomeraz w komorce. Sugeruje sig, ze u Salmonella
(prawdopodobnie réwniez u innych bakterii) topoizome-
raza IV zwigzania jest z btong komorkowa [59]. Z kolei
gyraza w przewazajacej wiekszosci (ok. 90%) wystepuje w
catej objetosci cytoplazmy, natomiast pozostate czagstecz-
ki wystepuja w bezposrednim sasiedztwie nukleoidu [60],
Relatywnie luzne rozmieszczenie gyrazy w catej komorce,
z jednoczesnym dostepem do genomu, w poréwnaniu z
ograniczonym dostepem topoizomerazy IV ze wzgledu na
asocjacje z btong komoérkowa, moze mie¢ ogromny wptyw
na aktywno$¢ i potencjat obecnych, jak i przysztych lekow
przeciwbakteryjnych.
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ABSTRACT

Bacterial type 1l DNA topoisomerases are essential enzymes for correct genome functioning and cell growth. Gyrase is responsible for mai-
ntaining negative supercoiling of bacterial chromosome, whereas topoisomerase IV acts in disentangling daughter chromosomes following
replication. Type Il DNA topoisomerases possess an ATP binding site, which can be treated as a target for antibacterial drugs. Resolving
crystal structures of protein fragments consisting of an ATP binding site complexed with ADPNP/antibiotics have proven to be valuable for
the understanding of the mode of action of existing antibacterial agents and presented new possibilities for novel drug design. Coumarins,
quinolones and cyclothialidines are diverse group of antibiotics that interfere with type 11 DNA topoisomerases, however their mode of action
is different. Recently a new class of antibiotics, simociclinones, was characterized. Their mechanism of action towards gyrase is entirely dist-
inct from already known modes of action, therefore demonstrating the potential for development of novel anti-bacterial agents.
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Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP —
kluczowe znaczenie w regulacji metabolizmu

STRESZCZENIE

inaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMPK) dziata jak czujnik energii regulujacy
Kszlaki sygnatowe prowadzace do utrzymania réwnowagi energetycznej zaréwno na po-
ziomie pojedynczej komorki jak tez catego organizmu. W zdrowych komdérkach enzym ten
moze by¢ aktywowany przez stres metaboliczny, ktéry prowadzi do wzrostu stezenia AMP.
Aktywowana AMPK ,wytacza" szlaki anaboliczne takie jak synteza kwaséw ttuszczowych i
biatek, a ,,wtgcza™ szlaki kataboliczne takie jak glikoliza i utlenianie kwaséw ttuszczowych,
co przywraca fizjologiczny poziom wewngtrzkomoérkowego ATP. Leptyna i adiponektyna,
hormony tkanki ttuszczowej aktywuja AMPK w tkankach obwodowych, zwigkszajac wy-
datkowanie przez nie energii. Odpowiadajgc na sygnaty hormonalne i pokarmowe AMPK
w podwzgorzu reguluje takze odczucie gtodu i sytosci. Stosowane w terapii cukrzycy leki
imitujace dziatanie insuliny powodujg aktywacje AMPK. Wyjasnienie roli jaka odgrywa ak-
tywacja AMPK w terapeutycznym dziataniu tych lekéw wymaga dalszych badan.

WPROWADZENIE

Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMPK) ma istotne znaczenie w
utrzymaniu homeostazy energetycznej komaérki. Po aktywacji enzym ten wyta-
cza w komorce cze$¢ procesow anabolicznych prowadzacych do zuzycia ATP
(jak np. biosyntezy lipidéw czy biatek), a uaktywnia procesy kataboliczne dostar-
czajagce ATP. AMPK reguluje metabolizm zaréwno na poziomie juz istniejacego
biatka, jak tez poprzez aktywacje ekspresji genow i syntezy biatek [1]. Enzym
ten zostat odkryty dzieki swojej zdolnosci do inaktywacji reduktazy 3-hydroksy-
3-metylo-glutarylo-CoA (reduktazy HMG-CoA) [2] i karboksylazy acetylo-CoA
[3], W 1980 roku zauwazono, ze aktywnos$¢ kinazy karboksylazy acetylo-CoA jest
stymulowana przez 5'-AMP izasugerowano, ze spadek tadunku energetyczne-
go prowadzi do hamowania syntezy kwasow ttuszczowych [4]. Pie¢ lat p6zniej
zaobserwowano, ze takze aktywnos$é kinazy reduktazy HMG-CoA jest stymu-
lowana przez AMP [5], Nieco p6zniej praca zespotu Grahama Hardie'ego wy-
kazata, iz ta sama kinaza jest odpowiedzialna za obydwie powyzsze obserwacje
[6]. Poniewaz wkrotce okazato sig, ze omawiana kinaza moze miec¢ fizjologicznie
wiele rdznych substratow, ostatecznie nazwano jg kinazg biatkowg aktywowang
przez AMP [7], W ciggu ostatnich trzech lat stato sie jasne, ze AMPK odpowia-
dajac zar6wno na sygnaty hormonalne jak i stezenie substratéw energetycznych
w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz tkankach obwodowych peini istotng
role w regulacji metabolizmu energetycznego na poziomie catego organizmu,
modulujgc zardwno pobieranie pokarmu jak tez wykorzystanie energii.

BUDOWA AMPK

Enzym ten jest heterotrimerem, ztozonym z katalitycznej podjednostki a ire-
gulatorowych piy. Podjednostki a i p sg kodowane, kazda przez dwa rézne geny
(a-1, a -2, p-1, p-2), apodjednostka y przez trzy geny (y-1,y - 2, y-3), co w sumie
daje mozliwos$¢ potaczenia sie w 12 roznych heterotrimerycznych kompleksow.
AMPK wystepuje w prawie wszystkich tkankach ssakdw, a ekspresja odpowied-
nich podjednostek jest tkankowo-specyficzna. [8,9], Podjednostka a zawiera w
czesci N-koncowej domene kinazy serynowo/treoninowej. Bezposrednio pod
nig, ale juz w potéwce C-koncowej znajduje sie domena regulatorowa zawiera-
jaca region autoinhibitorowy hamujgcy aktywno$¢ kinazowg pod nieobecnos$c
AMP, a blisko C-konca znajduje sie region wigzacy sie do podjednostki p [10].
Izoformy a-1 ia -2 wystepujg niemal we wszystkich tkankach, jednak ich udziat
w catkowitej aktywnosci AMPK jest tkankowo specyficzny [11]. Podjednostka P
zawiera w C-koncowej czesci domeny tworzace kompleksy z podjednostkami a
iy [12]. U wszystkich Eukariota podjednostki p zawierajg takze domeny wigzace
weglowodany. Podobng budowe wykazujg domeny wystepujagce w enzymach
metabolizujgcych rozgatezienia a 1-6 w glukanach zawierajacych wigzania a 1-
4 takich jak skrobia czy glikogen [12,13], Funkcja tych domen nie jest do korca
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jasna chociaz wiadomo, ze wysoka zawarto$¢ glikogenu w
komérce hamuje aktywno$¢ AMPK [14,15], Podjednostka y
zawiera cztery fragmenty o powtarzajacej sie sekwencji na-
zwane domenami CBS, ktore biorg udziat w wigzaniu AMP
lub ATP w spos6b wzajemnie sie wykluczajacy [16]

KONTROLA £ ADUNKU
ENRGETYCZNEGO PRZEZ AMPK

W komérce wiekszo$¢ egzoergicznych proces6w meta-
bolicznych zachodzi z bezpo$rednim lub po$rednim wyko-
rzystaniem enzymatycznej hydrolizy wigzan bezwodniko-
wych czasteczki ATP (Reakcje 1i 2).

(1) ATPazy: ATP -» ADP + Pi

(2) ligazy: ATP — AMP + PPi

(3) syntazy ATP: ADP + Pi —»ATP

(4) kinaza adenylanowa: 2ADP <» ATP + AMP

Stosunek substratow i produktow dwoch pierwszych
reakcji w zdrowych komoérkach jest daleki od stanu réwno-
wagi, a dostarczenie energii pochodzacej z hydrolizy ATP
jest czynnikiem warunkujacym ich przebieg. Dlatego tez,
jednym z najwazniejszych parametrow charakteryzujacych
zdrowg komarke jest wysoki stosunek ATP do ADP. Z ko-
lei ATP powstaje w wyniku reakcji katabolicznych badz w
procesie fotosyntezy (Reakcja 3).

Kluczowa role w utrzymaniu wiasciwych proporcji mie-
dzy stezeniami odpowiednich nukleotyddéw adenylowych
wewnatrz komorki spetnia kaskada sygnatowa zainicjo-
wana przez kinaze aktywowang przez AMP [17,18], Wnio-
sek Atkinsona [19], ze nukleotydy moga stanowi¢ sygnat
decydujacy o ich zawartosci w komorce, zostat sformuto-
wany na podstawie badan kinetyki enzymdw allosterycz-
nych regulowanych przeciwstawnie przez ATP i AMP. Na
poczatku lat 60-tych znanych byto kilka enzymoéw, ktore
regulowane sg allosterycznie przez nukleotydy adenino-
we w ten sposéb, iz AMP dziata przeciwnie do ATP. Wg
Atkinsona stosunek stezen nukleotydéw adeninowych
(nazwany przez niego tadunkiem energetycznym) decy-
duje o kierunku przemian metabolicznych w komaorce [20].
Hipoteza Atkinsona spotkata sie poczatkowo ze sporym
zainteresowaniem. Jednakze z powodu odkrycia niewiel-
kiej liczby enzyméw regulowanych bezpos$rednio przez
nukleotydy adenylowe stopniowo tracita na atrakcyjnosci,
az do czasu odkrycia kinazy biatkowej aktywowanej przez
AMP. Dlaczego wtasnie AMP wydaje sie by¢ czgsteczka
regulatorowg? Ot6z w komdrkach eukariotycznych aktyw-
nie dziata kinaza adenylanowa —enzym, ktdry katalizuje
wzajemne przemiany nukleotydéw (Reakcja 4). Reakcja ta
w warunkach fizjologicznych bliska jest stanu réwnowagi.
W idealnych warunkach dzieki licznym reakcjom katalizo-
wanym gtéwnie przez kluczowe enzymy procesu glikolizy
i mitochodrialng syntaze ATP, zdrowe komorki utrzymuja
stosunek stezen ADP do ATP w okolicach 1:10. W takich
warunkach kinaza adenylanowa (Reakcja 4) dziata w kie-
runku syntezy ADP, utrzymujac stezenie AMP na bardzo
niskim poziomie (AMP:ATP = 1:100). Jezeli pod wptywem
zwiekszonego zapotrzebowania energetycznego komarki
zuzycie ATP przekroczy jego produkcje i wzros$nie steze-
nie ADP, reakcja katalizowana przez kinaze adenylanowg
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bedzie przebiega¢ w drugg strone, generujac ATP i AMP.
Kiedy stosunek ADP:ATP wzrosnie 5 krotnie, to stosunek
AMP do ATP wzros$nie 25 krotnie. Wtasnie dlatego zmiany
wewngatrzkomorkowego stezenia AMP znacznie wyrazniej
odzwierciedlaja procesy zachodzace w komaorce niz zmiany
stezed ATP czy ADP [21]. Z tego tez powodu system mo-
nitorowania energii w komarce jest raczej nastawiony na
zmiany stezen AMP (badZ stosunek AMP/ATP) niz ADP
lub stosunku ADP/ATP.

REGULACJA AKTYWNOSCI AMPK

Wzrost aktywnosci enzymu jedynie pod wptywem akty-
wacji allosterycznej jest stosunkowo niewielki [6]. Jak kaz-
de biatko o aktywnosci kinazy, AMPK wymaga obecnosci
ATP, jednak wysokie (milimolowe) stezenia ATP znoszg ak-
tywacje wywotang przez AMP, prawdopodobnie na skutek
wspétzawodnictwa o miejsce regulatorowe [22], Kluczowa
role w aktywacji enzymu wydaje sie mie¢ fosforylacja tre-
oniny (Thr 172) w ,petli aktywacyjnej” domeny kinazowej
podjednostki a. Fosforylacja ta powoduje ponad stukrotny
wzrost aktywnosci enzymatyczej. Dotgczenie AMP w miej-
scu allosterycznym wymusza konformacje enzymu umoz-
liwiajaca jego fosforylacje (Ryc. 1). Co wiecej, w obecnosci
AMP spada podatno$¢ AMPK na dziatanie fosfataz. Tak
wiec AMP aktywuje AMPK na trzy sposoby, co sprawia, ze
caty uktad jest niezwykle wrazliwy na niewielkie zmiany
stezen AMP [23]. Pomimo, ze odkryto réwniez dwa inne
miejsca fosforylacji podjednostki a i jedno podjednostki p,
to jednak najistotniejsza dla aktywnosci wydaje sie by¢ fo-
sforylacja Thr 172, poniewaz ukierunkowana mutageneza

KONFORMACJA NIEAKTYWNA
AMP

Region
autoinhibitorowy

KONFORMACJA AKTYWNA

Domena
katalityczna AMP

7

AMPKK

B

Rycina 1. Model zmian konformacji AMPK pod wptywem AMP. Podjednostka
p stanowi rusztowanie wigzace podjednostki a i y. W konformacji nieaktywnej
domena katalityczna podjednostki a jest zablokowana w wyniku wewnatrzcza-
steczkowego oddziatywania z regionem autoinhibitorowym. W konformacji ak-
tywnej, w obecnosci AMP, podjednostka y wypiera region autoinhibitorowy z
oddziatywania z domeng Kkatalityczng podjednostki a. AMP ufatwia utrzymanie
takiej konformacji poprzez stabilizacje oddziatywan a- y. W konformacji aktyw-
nej, domena katalityczna moze ulec dodatkowej aktywacji w wyniku fosforylacji
przez kinaze AMPK (AMPKK).
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zmieniajgca ten aminokwas na alanine powodowata niemal
catkowitg utrate aktywnos$ci enzymatycznej [24],

Do niedawna enzym odpowiedzialny za fosforylacje
AMPK pozostawat nieznany i byt okreslany enigmatycznie
jako kinaza AMPK (AMPKK). W chwili obecnej wydaje sig,
ze nie jest to jeden enzym ale co najmniej dwa: role AMPKK
petnig LKB1 znana takze pod nazwg STK11 [25] oraz kinaza
kinazy zaleznej od Caz/kalmoduliny (CaMKK) [26], Wiele
wskazuje na to, ze drugi z wymienionych enzymow petni
dominujacg role w fosforylacji AMPK przede wszystkim w
tkance nerwowej [26]. Aktywnosé AMPK jest takze regulo-
wana przez wewngtrzkomdrkowe stosunki stezen: NAD+
NADH [27] oraz fosfokreatyna/kreatyna [28], a takze przez
zawarto$¢ glikogenu [29]. Biorgc pod uwage wyzej wymie-
nione czynniki wptywajace na aktywacje AMPK wydaje sie
logiczne, ze stres fizjologiczny powstajagcy w pracujacych
mieé$niach, prowadzacy do wzrostu zawartosci AMP, spad-
ku poziomu fosfokreatyny iNADH musi prowadzi¢ do uak-
tywnienia AMPK. Enzym ten moze by¢ takze aktywowany
przez stres patofizjologiczny obserwowany w warunkach
spadku dostepnosci glukozy, ischemii, hipoksji czy stresu
oksydacyjnego. Farmakologiczne ograniczenie produkcji
ATP [np. przy uzyciu inhibitorow cyklu kwasdéw trikarbok-
sylowych (arsenin), tafcucha oddechowego (azydek, anty-
mycyna A), mitochondrialnej syntazy ATP (oligomycyna)
lub zwigzkéw rozprzegajacych oksydacyjng fosforylacje
(DNP)] réwniez prowadzi do aktywacji AMPK [30,31].

Aktywnos¢é AMPK regulowana jest przez hormony i cy-
tokiny takie jak adiponektyna, leptyna, rezystyna i grelina.
Molekularny mechanizm regulacji AMPK przez te zwigzKki
nie jest do konca wyjasniony. Co wiecej, leptyna hamuje ak-
tywnos$¢ tego enzymu w podwzgdrzu, natomiast aktywuje
w miesniach szkieletowych [31] .

Dane dotyczace udziatu poszczeg6lnych enzymoéw w
szlakach sygnatowych przebiegajagcych z wykorzystaniem
AMPK sg rozbiezne. | tak np. Zou i wsp. [32] proponujg, ze
fosforylacja karboksylazy acetylo-CoA przez AMPK wyma-
ga w szlaku powyzej tej kinazy obecnos$ci kinazy 3-fosfaty-
dyloinozytolowej (PI-3K), ktérg aktywuje biatko sygnatowe
c-Src, aktywowane pos$rednio przez syntaze tlenku azotu
(eNOS). Z kolei grupa Kennetha Walsha [33] proponuje w
szlaku aktywacji angiogenezy przez adiponektyne, nastepu-
jaca kolejnos¢ fosforylacji: AMPK —PI-3K —* Akt (PKB) —
eNOS. Kontrowersje dotyczg takze stopnia zaangazowania
kinaz biatkowych aktywowanych przez mitogeny (MAPKS)
w szlakach regulowanych przez AMPK [34,35],

FI1ZJOLOGICZNA ROLA AMPK

Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP wylgcza w
komorce procesy anaboliczne prowadzace do zuzycia ATP
(jak np. biosynteze lipidéw czy biatek) i uaktywnia procesy
kataboliczne dostarczajgce ATP, modulujac aktywno$¢ juz
istniejacych biatek, jak tez aktywujac ekspresje wybranych ge-
néw i synteze odpowiadajgcych im biatek. | tak np. aktywa-
cja AMPK w mies$niach szkieletowych powoduje zwigkszone
pobieranie glukozy przez te tkanke w wyniku translokacji
transporterow GLUT 4 do btony komoérkowej oraz indukcji
transkrypcji genu GLUT4. W watrobowych liniach komérko-
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wych hamuje ekspresje dwoch gendéw kodujacych enzymy
glukoneogenezy (karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
i glukozo-6-fosfatazy), wyjasniajagc mechanizm hamowania
glukoneogenezy w watrobie przez adiponektyne. Tak wiec na
skutek aktywacji AMPK nastepuje zwiekszone zuzycie gluko-
zy w mies$niach i zmniejszona produkcja glukozy w watrobie
[1]. Aktywowana AMPK hamuje synteze glikogenu. Mecha-
nizm tego zjawiska nie zostat w petni wyjasniony. Wiadomo,
ze w podjednostce p enzymu wystepuje domena wigzaca gli-
kogen, natomiast mutacje w podjednostce y prowadzg do pa-
tologicznego gromadzenia si¢ glikogenu w miesniach [29], W
wyniku istnienia 12 r6znych heterotrimerycznych komplek-
séw dziatanie AMPK moze by¢ tkankowo specyficzne. | tak
np. w niedotlenionym mies$niu sercowym aktywacja enzymu
prowadzi do zwigkszenia szybkosci procesu glikolizy [36],
podczas gdy w komoérkach $rédbtonka naczyn po aktywacji
AMPK glikoliza ulega zahamowaniu z jednoczesnym wzro-
stem utleniania kwaséw ttuszczowych [37],

AMPK jest takze ,,przetgcznikiem” metabolizmu lipidow.
Aktywacja tego enzymu wytacza natychmiast synteze kwa-
sow ttuszczowych i cholesterolu w watrobie na skutek fo-
sforylacji karboksylazy acetylo-CoA ireduktazy HMG-CoA
oraz ograniczenia transkrypcji genéw kodujacych karbok-
sylaze acetylo-CoA isyntaze kwasow ttuszczowych. Z kolei
w miesniach stymuluje pobieranie kwaséw ttuszczowych
przez transporter FAT/CD36 i zwieksza szybko$¢ utlenia-
nia kwasow ttuszczowych na skutek fosforylacji ACC-2
(izoformy karboksylazy acetylo-CoA), prowadzac do spad-
ku stezenia malonylo-CoA (inhibitora palmitoilotransfera-
zy karnitynowej | —transportera kwasow ttuszczowych do
mitochondriow) i w konsekwencji wzrostu szybkosci trans-
portu kwasow ttuszczowych do mitochondriéw [1],

Zwiekszona masa tkanki ttuszczowej wigze sie zrozwojem
opornosci na insuline i rozwojem cukrzycy typu 2. Wiadomo,
ze aktywnos¢ fizyczna iniskokaloryczna dieta zapobiega wy-
stapieniu chordéb metabolicznych takich jak cukrzyca typu 2,
otyto$¢ czy zespot metaboliczny. Zaréwno zwiekszona ak-
tywnos$é fizyczna jak tez restrykcje kaloryczne prowadza
do aktywacji AMPK, co powoduje przyspieszone utlenianie
kwasow ttuszczowych w miesniach i komaérkach srodbtonka
naczyn, a takze zahamowanie syntezy kwaséw ttuszczowych
i cholesterolu w watrobie. Tak wiec kinaza aktywowana
przez AMP odgrywa istotng role w zapobieganiu rozwoju
otytosci, cukrzycy i miazdzycy [38]. Jednym z wazniejszych
osiagnie¢ ostatniej dekady w zrozumieniu metabolizmu byto
odkrycie, iz tkanka ttuszczowa jest organem endokrynnym,
syntetyzujgcym znaczne ilosci hormonow, cytokin i lipiddw,
ktére wywierajg og6lnoustrojowe dziatania na procesy takie
jak: homeostaza glukozowa i lipidowa, regulacja masy ciata i
funkcji immunologicznych [39], Hormony wydzielane przez
tkanke ttuszczowg nazywamy adipokinami. Wiadomo, ze
AMPK posredniczy w dziataniu co najmniej trzech z nich:
leptyny, adiponektyny irezystyny.

Leptyna petni znaczacg role w regulacji pobierania po-
karmu, masy ciata, wydatkowania energii i funkcji neuroen-
dokrynnych [40], Hormon ten stymuluje utlenianie kwaséw
ttuszczowych [41], pobieranie glukozy [42] i zapobiega od-
ktadaniu sie ttuszczu w tkankach innych niz tkanka ttusz-
czowa [43]. Leptyna aktywuje szlak Jak-Stat i w nastepstwie
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wptywa na transkrypcje okreslonych gendw. Jednak wiele
waznych efektow metabolicznych leptyny obserwowanych
jest w zbyt krétkim okresie aby mozna byto bra¢ pod uwage
aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych. Hormon ten selek-
tywnie stymuluje fosforylacje podjednostki alfa 2 AMPK w
mie$niach szkieletowych. Dziatanie leptyny jest zaréwno
krotko- jak tez dtugoterminowe w wyniku natychmiasto-
wej ale krotkotrwatej fosforylacji AMPK w migsniu oraz
p6zniejszej ale trwajacej co najmniej 6 godzin, indukowa-
nej za posrednictwem sympatycznego uktadu nerwowego
(Ryc. 2) [41]. Aktywacji AMPK towarzyszy hamowanie
ACC2 przez leptyne —stad stymulacja utleniania kwasow
ttuszczowych. Aktywacja AMPK jest czynnikiem warunku-
jacym wplyw leptyny na zwigkszong szybkos$¢ ultleniania
kwasow ttuszczowych przez mieénie [41].

Wydzielana przez adipocyty adiponektyna wystepuje w
osoczu w postaci oligomerycznych kompleksow moleku-
larnych. Przyspiesza ona utlenianie kwasow tluszczowych
i pobieranie glukozy, hamuje glukoneogeneze, chroni przed
arterioskleroza w wyniku bezpos$redniego dziatania na uktad
naczyniowy [44], Adiponektyna stymuluje fosforylacje AMPK
w miesniach iwatrobie zar6wno in vitro jak tez in vivo [45], W
mieéniach aktywacja AMPK posredniczy w dziataniu adipo-
nektyny na utlenianie kwasdw ttluszczowych oraz transport
glukozy proporcjonalnie do stezenia AMP. Natomiast w wg-
trobie aktywacja AMPK prowadzi do spadku syntezy PEPCK
i glukozo-6-fosfatazy powodujgc obnizenie szybkosci gluko-
neogenezy [45], Adiponektyna aktywuje réwniez AMPK w
izolowanych adipocytach ale biologiczny efekt tego zjawiska
nie jest jasny [46]. Jak widac¢, aktywacja szlaku sygnatowego
AMPK jest niezbedna w metabolicznym i uwrazliwiajgcym
na insuline dziataniu adiponektyny i leptyny.

Rezystyna jest hormonem wydzielanym przez adipocyty
u gryzoni i prawdopodobnie u cztowieka. Znosi indukowa-
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Rycina 2. AMPK stymuluje utlenianie kwaséw tluszczowych w mies$niach. Ak-
tywacja AMPK w mies$niu (hormonalna lub bedaca efektem aktywnos¢ fizycznej)
prowadzi do fosforylacji i zahamowania aktywnos$ci karboksylazy acetylo-CoA
(ACC). W rezultacie spada poziom malonylo-CoA, co skutkuje zwiekszong ak-
tywnosciag palmitoilo transferazy karnitynowej 1 (CPT 1) i w efekcie przyspie-
szonym transportem i utlenianiem dtugotaricuchowych kwaséw ttuszczowych w
mitochondriach. Leptyna aktywuje miesniowg AMPK na dwa sposoby: poprzez
wigzanie receptoréw btonowych oraz poprzez aktywacje osi podwzgérze - sym-
patyczny uktad nerwowy ireceptory a adrenergiczne.
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ne przez insuline hamowanie glukoneogenezy w watrobie.
Rezystyna zmniejsza takze stopien fosforylacji AMPK w
watrobie [47], Nie jest jednoznaczne czy jest to niezbedny
etap aby znie$¢ dziatanie insuliny ograniczajace glukoneo-
geneze w tym organie.

Jednym z ciekawszych odkry¢ 2004 roku byta obserwa-
cja, ze AMPK odgrywa niezwykle wazng role w powsta-
waniu odczucia gtodu lub syto$ci w podwzgo6rzu [48].
Gtodzenie prowadzi do zwiekszenia aktywnosci AMPK w
podwzgorzu, podczas gdy po positku jej aktywnos¢ spada.
Za zmiany aktywnos$ci enzymu mogga by¢ odpowiedzialne
zmiany poziomu insuliny i glukozy, poniewaz hiperglike-
mia i hiperinsulinemia wptywajg na obnizenie aktywnosci
podwzgdrzowej AMPK. Podobne dziatanie wykazuje takze
leptyna. Spadek aktywnos$ci enzymu prowadzi do ograni-
czenia pobierania pokarmu. Podobny efekt wywotuje tak-
ze nadekspresja genu o cechach dominujgcej mutacji nega-
tywnej na AMPK w podwzg6rzu. Hamowanie aktywnosci
AMPK jest niezbedne do tego aby leptyna mogta dziata¢ w
podwzgorzu. Z kolei konstytutywnie aktywna AMPK w
podwzgdrzu catkowicie blokuje dziatanie leptyny [48].

POTENCJALNE ZNACZENIE AMPK W CUKRZYCY

Cukrzyca typu 2 jest choroba wystepujaca u okoto 150
milionéw ludzi i przewiduje sie, ze do roku 2025 liczba ta
podwoi sie. Jezeli te prognozy sprawdzg sig, leczenie cukrzy-
cy moze sta¢ sie gtbwnym zadaniem medycyny XXI wieku
[49]. Choroba ta charakteryzuje sie przewlekta hiperglikemisa,
spowodowang zaréwno insulinoopornoscia jak tez dysfunk-
cjg komérek @trzustki. Uwaza sieg, ze jej rozwoj jest skutkiem
nowoczesnego stylu zycia charakteryzujgcego sie z jednej
strony nadmierng konsumpcja wysokoenergetycznych po-
karméw, a z drugiej ograniczeniem aktywnosci fizycznej.
Potencjalna rola AMPK w cukrzycy zostata dostrzezona przy
prébach zidentyfikowania molekularnnych mechanizmoéw,
dzieki ktorym ¢wiczenia fizyczne wywierajg korzystny
wplyw na stan zdrowia. Jak opisano powyzej, aktywacja tego
enzymu (zachodzaca réwniez podczas ¢wiczen fizycznych)
prowadzi do wzrostu pobierania i wykorzystywania gluko-
zy oraz kwasow ttuszczowych przez miesnie, co mogtoby
by¢ korzystne podczas leczenia cukrzycy [50], Jako poten-
cjalny lek przeciwcukrzycowy przetestowano syntetyczny
aktywator AMPK: rybozyd 5-aminoimidazolo-4-karboksa-
midu (AICAR). Zwigzek ten wchodzi do komdrek poprzez
transportery dla adenozyny, a nastepnie jest fosforylowany
przez kinaze adenozyny w wyniku czego powstaje analog
AMP. U zwierzat z cukrzyca typu 2 traktowanych AICARem
obserwowano spadek hiperglikemii i hipertriglicerydemii
[1]. Ostatecznym dowodem na to, ze AMPK jest dobrym ce-
lem dla lekéw przeciwcukrzycowych okazaty sie odkrycia,
ze dwa leki, ktdre juz sg stosowane w praktyce klinicznej do
leczenia typu 2 cukrzycy: metformina [51] i tiazolidinedio-
ny [52,53] powodujg aktywacje tego enzymu. Proponowany
mechanizm dziatania metforminy zaktada aktywacje szlaku
c-Src— PI-3K—PDK-1, a nastepnie w dalszym etapie LKBLI,
ktora fosforylowataby AMPK. Jednak hipoteza ta wydaje sie
stabo udokumentowana [32], Tiazolidinediony zwiekszajg
stezenie wewngatrzkomdrkowego AMP [52], Co wigcej, tiazo-
lidinediony aktywuja takze receptory PPAR y, wptywajac na
zwigkszenie stezenia adiponektyny we krwi [54], co w spo-
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s6b posredni takze prowadzi do aktywacji AMPK. Ze wzgle-
du na to, ze aktywacja AMPK w mie$niach szkieletowych
prowadzi do pobierania glukozy w spos6b niezalezny od in-
suliny, istnieje domniemanie, ze szlaki sygnatowe indukowa-
ne przez insuline i te, w ktdrych uczestniczy AMPK, gdzie$
sie zbiegajg. Jednak dostepne obecnie dane doSwiadczalne
sg rozbiezne co do punktu wspdlnego obu szlakéw [55,56],
Myszy z rozbitym genem (knockout) kodujgcym podjednost-
ke regulatorowg a-2 AMPK charakteryzuja sie tagodng isu-
linoopornoscia, a takze obnizonym wydzielaniem insuliny,
co $wiadczy o tym, ze AMPK moze uczestniczy¢ w rozwoju
cukrzycy zaréwno typu ljak i 2 [57,58].

PODSUMOWANIE

Kinaza biatkowa stymulowana przez AMP jest ewolu-
cyjnie konserwowanym biatkiem, dziatajagcym jak regulator
kierunku przemian metabolicznych, zar6wno na poziomie
komoérki, jak i catego organizmu. Jej aktywnos$¢ odgrywa
kluczowg role w regulacji utrzymania optymalnej wagi,
a takze homeostazy glukozowej i lipidowej. W dwudzie-
stym pierwszym wieku liczba publikacji dotyczgcych tego
enzymu zaczeta przyrasta¢ logarytmicznie. Mimo to, kilka
kwestii nadal pozostaje niejasnych. Nie zidentyfikowano
dotychczas biatek, umiejscowionych zaré6wno powyzej jak i
ponizej AMPK w szlaku sygnatowym odpowiedzialnym za
regulacje pobierania pokarmu przez podwzgorze. Wydaje
sie, ze okre$lenie doktadnej roli AMPK w kaskadzie sygna-
tu insulinowego mogtoby przyczyni¢ sie do zrozumienia
patogenezy cukrzycy i otytosci, a nastepnie do stworzenia
skutecznej terapii. ldealny lek powinien aktywowaé AMPK
w tkankach obwodowych (zwiekszajgc pobieranie i wyko-
rzystanie glukozy, a takze kwaséw ttuszczowych) ijedno-
cze$nie hamowac jej aktywnos$¢é w podwzgorzu (redukujac
w ten sposOb pobieranie pokarmu i mase ciata).
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AMP-activated protein kinase —the key role in metabolic regulation
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ABSTRACT

AMP-activated protein kinase (AMPK) is the central component of a protein kinase cascade that acts as an energy sensor maintaining the ener-
gy balance at the cellular as well as at the whole body level. Within the healthy cell, metabolic stress leading to an increase in AMP concen-
tration results in AMPK activation. Once activated, AMPK "switches off" many anabolic pathways e.g. fatty acid and protein synthesis while
"switches on" catabolic pathways such as fatty acid oxidation or glycolysis which serve to restore intracellular ATP level. Adipocyte derived
hormones leptin and adiponectin activate AMPK in peripheral tissues increasing energy expenditure. AMPK also regulates food intake due to
response to hormonal and nutrient signals in hypothalamus. Antidiabetic drugs that mimic the action of insulin activate the AMPK signaling
pathways. Further studies are needed to clarify the importance of the AMPK activation for therapeutic effects of this drugs.
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Odpowiedz na stres komadrkowy i ekspresja
genow Hsp70 w meskich komorkach rozrodczych

STRESZCZENIE

poptoza odgrywa szczeg6lng role w spermatogenezie, zaréwno jako proces ,fizjologicz-

ny", regulujacy proporcje ilosSciowe pomiedzy komérkami somatycznymi i rozrodczy-
mi, jak i ,,patologiczny”, indukowany przez stres komérkowy. Komérki plemnikotwdércze
reagujg na stres komérkowy (np. podwyzszong temperature) w odmienny sposéb niz ko-
moérki somatyczne. W komérkach somatycznych aktywny czynnik transkrypcyjny HSF1 in-
dukuje synteze cytoprotekcyjnych biatek HSP (gtéwnie HSP70i), co prowadzi do naprawy
lub usuniecia uszkodzonych biatek i przezycia komérki. W meskich komérkach mejotycz-
nych i post-mejotycznych indukcja genéw Hsp70i pod wptywem stresu jest zablokowana,
natomiast obecne sg konstytutywne biatka HSP70 swoiste dla tych komérek. Biatka te sg
niezbedne dla prawidtowego przebiegu spermatogenezy, jednak nie chronig przed szkod-
liwym wptywem podwyzszonej temperatury. Aktywacja HSF1 w spermatocytach wywotuje
apoptoze zalezng od kaspazy-3 i komorki rozrodcze sa aktywnie eliminowane. Ekspresja
swoistego dla spermatocytéw genu Hsp70.2Alst70 ulega zahamowaniu po aktywacji HSF1 i
w rezultacie spermatocyty ulegajace apoptozie pozbawione sg biatka HSP70.yHST70. Apo-
ptoza indukowana przez stres komérkowy jest waznym mechanizmem kontrolnym eliminu-
jacym uszkodzone meskie komorki rozrodcze.

ROLA APOPTOZY W PROCESIE SPERMATOGENEZY

Spermatogeneza jest procesem, w ktérym w wyniku podziatéw oraz réznico-
wania meskich komorek gametogenicznych, dochodzi do powstania plemnikdéw.
U gryzoni proces ten rozpoczyna sie kilka dni po urodzeniu podziatem pierwot-
nych komérek rozrodczych (gonocytoéw) zasiedlajgcych sznury piciowe, z kté-
rych w miare dojrzewania jader powstajg kanaliki nasienne. Kolejne stadia roz-
wojowe gamet (otoczone przez somatyczne komaorki Sertolego, petnigce funkcje
podporowe i odzywcze) przemieszczajg sie od btony podstawnej w strone osi
kanalika. Z gonocytow powstajg dzielgce sie mitotycznie spermatogonia, z kto-
rych czes$¢ przeksztatca sie w spermatocyty. Spermatocyty preleptotenowe prze-
chodzg ostatnig podczas spermatogenezy faze Sirozpoczynajg mejoze. Podczas
dtugiej (kilka-kilkanascie dni) profazy pierwszego podziatu mejotycznego w
spermatocytach I rzedu dochodzi do kondensacji chromatyny, utworzenia kom-
pleksu synaptonemalnego, parowania chromosomoéw homologicznych i rekom-
binacji materiatu genetycznego. Powstajgce po pierwszym podziale spermatocy-
ty Il rzedu szybko dziela sie ponownie (bez replikacji DNA), przeksztatcajac sie
w spermatydy okragte (wczesne). Powstanie wczesnych spermatyd rozpoczyna
proces spermiogenezy, w ktorym poprzez etapy spermatyd kondensujacych i wy-
dtuzajacych sie dochodzi do odrzucenia nadmiaru cytoplazmy w formie ciatek reszt-
kowych i powstania plemnikéw uwalnianych do Swiatta kanalika. Istotng cecha
podziatéw meskich komorek rozrodczych sa niekompletne cytokinezy —pozo-
stajace mostki cytoplazmatyczne umozliwiajg m.in. zsynchronizowanie podzia-
tow komadrkowych (proces spermatogenezy przedstawiony jest schematycznie na

(Ryc.l) [1].

Prawidtowos$¢ przebiegu spermatogenezy uzalezniona jest od ekspresji wie-
lu specyficznych dla jader genéw [2,3]. Zaburzenia ekspresji genéw i inne nie-
prawidtowosci w rozwoju komorek spermatogenicznych prowadza zwykle do
$mierci na drodze apoptozy. Apoptoza (inaczej programowana $mier¢ komorki)
jest kontrolowanym genetycznie procesem autodestrukcyjnym, ktory eliminu-
je niepotrzebne, nieprawidtowe lub uszkodzone komorki. Ogdélne informacje
na temat apoptozy mozna znalez¢ w licznych pracach przeglagdowych, publi-
kowanych réwniez w jezyku polskim [4-6], Spermatogeneza jest szczeg6lnym
przyktadem znaczenia apoptozy dla proceséw rozwoju i r6znicowania. Szacuje sie,
ze do 75% komérek, ktére mogtyby powstaé w wyniku podziatéw spermato-
gonii i utworzy¢ dojrzate plemniki usuwanych jest na drodze apoptozy [7,8],
Szczegdlne nasilenie tego procesu obserwuje sie podczas pierwszego w rozwoju
postnatalnym podziatlu mejotycznego, kiedy osiggana jest wiasciwa proporcja
pomiedzy iloscig komorek plemnikotworczych i wspomagajacych komorek Ser-
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Rycina 1. Schemat spermatogenezy (opis w tekscie).

CIALKA RESZTKOWE
PLEMNIKI

tolego. Natomiast w pOzZniejszym okresie spermatogenezy
apoptoza umozliwia usuwanie komorek majgcych uszko-
dzenia DNA izaburzenia chromosomowe. Ograniczone jest
dzieki temu powstawanie nieprawidtowych plemnikow, a
w efekcie zdeformowanych zarodkéw [9,10].

Osobliwos$cig spermatogenezy jest to, ze u wiekszosci
ssakow zachodzi w temperaturze nizszej niz temperatura
whnetrza ciata (jadra znajdujg sie w mosznie). Natomiast w
wyniku silnego i/lub dtugotrwatego dziatania bodzca ter-
micznego dochodzi do trwatej degeneracji nabtonka plem-
nikotworczego i ograniczenia ptodnosci [11], co skutkuje
obnizeniem jakosci spermy i obumieraniem zarodkow [12].
Komérkami najbardziej wrazliwymi na dziatanie podwyz-
szonej temperatury sg spermatocyty w stadium pachytenu i
wczesne spermatydy; wzrost temperatury indukuje w nich
proces apoptozy [13,14], Wysoka wrazliwo$¢ komaorek sper-
matogenicznych na podwyzszong temperature zwigzana
jest z nietypowym mechanizmem odpowiedzi na stres.

MECHANIZM KOMORKOWEJ ODPOWIEDZI
NA STRES TERMICZNY

Wzrost temperatury i inne bodzce powodujgce utrate
prawidtowej struktury biatek wewnatrzkomérkowych pro-
wadzg, w wiekszosci typow komorek, do syntezy i nagro-
madzenia biatek HSP (ang.: Heat Shock Proteins). Induko-
wana ekspresja biatek HSP jest wynikiem aktywacji czyn-
nika transkrypcyjnego HSF1 (ang.: Heat Shock transcription
Factor 1). W warunkach fizjologicznych HSF1 wystepuje
jako nieaktywny monomer w kompleksach z biatkami HSP,
natomiast w warunkach stresu monomery HSF1 sg uwal-
niane z komplekséw itworzg homotrimery, ktére wigzg sie
z sekwencjami HSE (ang.: Heat Shock Element) obecnymi w
promotorach gendéw Hsp. W rezultacie dochodzi do akty-
wacji transkrypcji i do syntezy biatek HSP (Ryc. 2) [15,16].
Przedstawiony mechanizm regulacji dotyczy gtéwnie tzw.
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Rycina Z Mechanizm aktywacji czynnika HSF1 i indukcji biatek HSP (objasnienia w
tekscie).

indukowalnych HSP (ang.: inducible HSP, HSPi). Akumula-
cja biatek HSPi w komoérce umozliwia przezycie w nieko-
rzystnych warunkach i jest waznym czynnikiem cytopro-
tekcyjnym. HSP funkcjonujg jako biatka opiekuncze (ang.:
molecular chaperones), ktére umozliwiajg innym biatkom
uzyskiwanie prawidtowej konformacji, chronig je przed
denaturacjg lub tez kierujg je do degradacji (jesli naprawa
jest niemozliwa) [17-24] (Ryc. 2). W komorce wystepuje Kil-
ka rodzin biatek HSP (0o masach molekularnych od 20 do
110 kDa). Tylko cze$¢ biatek HSP jest indukowana w wa-
runkach stresu, inne obecne sg w komadrce konstytutywnie.
Mnogos¢ i zréznicowana ekspresja biatek HSP odzwiercied-
la ich réznorodne funkcje fizjologiczne — oprécz ochrony
prawidtowej konformacji biatek biorg one udziat w trans-
porcie polipeptydéw przez btony komdrkowe, prezentacji
antygendéw, regulacji receptordéw sterydowych, apoptozie i
wielu innych procesach [25-28]. Funkcje biatek HSP realizo-
wane sa dzieki zdolnosci do oddziatywania z substratami
biatkowymi. Proces jest kontrolowany poprzez cykliczne
wigzanie ATP, hydrolize i wymiane nukleotydu. Aktyw-
no$¢ ATPazy zlokalizowana jest w konserwatywnej dome-
nie N-koncowej biatek HSP70 i HSP90, natomiast wigzanie
substratu zachodzi w ich domenie C-koiAcowej. Cykliczne
wigzanie i zwalnianie substratu prowadzi w efekcie do uzy-
skania przez niego prawidtowej struktury. Efektywnosc¢ re-
akcji jest kontrolowana przez dodatkowe kofaktory i biatka
pomocnicze (np. zawierajgce domene J biatka HSP40) [29].

Gtéwnymi czynnikami regulujacymi ekspresje gendw
Hsp sg biatka HSF [30]. U kregowcdw, oprécz HSF1, sg to
HSF2, HSF3 i HSF4. Kazdy z nich jest odmiennie regulowa-
ny i w odmienny sposob wptywa na transkrypcje (nie tylko
gendw Hsp). Podczas gdy HSF1 uruchamia ekspresje Hsp
w warunkach stresu, HSF2 funkcjonuje w trakcie wzrostu
i réznicowania (m.in. w czasie rozwoju embrionalnego i
spermatogenezy) [31]. HSF3 wystepuje jedynie u ptakéw,
a funkcja HSF4 nie jest doktadnie znana — wystepuje tyl-
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Rycina 3. Poréwnanie szlakéw przekazywania sygnatu po aktywacji czynnika
HSF1 w komérkach somatycznych i plemnikotwérczych.

ko w niektérych narzadach (np. w rozwijajacej sie soczewce
oka [32]) i prawdopodobnie dziata jako negatywny regula-
tor transkrypcji [17,30]. Wydaje sie, ze HSF1 i HSF2 dziatajg
synergistycznie zaréwno w czasie stresu, jak i w warunkach
fizjologicznych [33-37]. Widoczne jest to np. w czasie sper-
matogenezy u myszy: delecja genu Hsfl nie zaburza sper-
matogenezy [38], delecja genu Hsf2 nieznacznie zaburza
ptodno$é samcow [39,40], natomiast usuniecie obu genow
prowadzi do nieptodnosci [37]. Mimo, ze wspétdziatanie
HSF1 i HSF2 jest niezbedne dla prawidtowego przebiegu
spermatogenezy, aktywacja HSF1 pod wptywem stresu ko-
maérkowego jest czynnikiem wywotujagcym apoptoze w me-
skich komérkach mejotycznych [41,42].

Efekt dziatania czynnika F1SF1 w komdrkach plemniko-
tworczych jest catkowicie odmienny od obserwowanego w
komadrkach somatycznych (Ryc. 3). Biatka HSP70i nalezg do
najwazniejszych biatek indukowanych w komérkach soma-
tycznych przez HSF1 w wyniku stresu komérkowego. Biatl-
ka HSP70 wykazujg aktywnos$¢ anty-apoptotyczng; mecha-
nizm ich dziatania polega miedzy innymi na blokowaniu
aktywacji apoptosomu, kompleksu aktywujgcego kaspazy
[28,43], Natomiast w spermatocytach i spermatydach in-
dukowana przez HSF1 synteza FISP70i jest catkowicie za-
blokowana [44-46]. W komérkach tych, po aktywacji HSF1
dochodzi do wzrostu ekspresji biatek pro-apoptotycznych
zwigzanych zaréwno z zewnetrznymi (,,receptorowymi";
np. FADD, RIP), jak i wewnetrznymi (,,mitochondrialny-
mi"; np. p53, Bax, Bad) szlakami przekazywania sygnatu
apoptotycznego. W efekcie koncowym, po aktywacji kaspa-
zy 3, inicjowana jest fragmentacja chromatyny katalizowana
przez nukleaze CAD/DFF40 [46] (Ryc. 4).

BIALKA HSP70 SWOISTE DLA KOMOREK
PLEMNIKOTWORCZYCH

HSP70 sg najliczniejszg i najsilniej zachowang w ewolu-
cji rodzing biatek HSP [47, 48]. Oprécz omoéwionych wyzej
indukowalnych HSP70i (ktére np. u myszy kodowane sg
przez dwa geny Hsp70.1 i Hsp70.3), do rodziny tej zalicza sie
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Rycina 4. Uproszczony schemat szlakéw przekazywania sygnatéw w apoptozie.
Kolorem czerwonym zaznaczono wzrost ekspresji obserwowany w komérkach plem-
nikotwérczych po aktywacji HSF1 (na podstawie wynikéw publikowanych w [46]).
Strzatki oraz tepo zakoriczone linie oznaczaja odpowiednio aktywacje badz hamow-
anie sygnatu proapoptotycznego. Skroty bedace akronimami nazw angielskich:
CAD — Caspase Activated DNase; DAXX — Death Domain Associated Protein XX;
FADD — Fas-Associated Death Domain Protein; ICAD — Inhibitor of CAD; RAIDD
—RIP Associated ICH-1/CED-3 homologous Death Domain protein; RIP — Receptor-
Interacting Protein; TNF — Tumor Necrosis Factor; TNFR — Tumor Necrosis Factor
Receptor; TRADD — TNF Receptor Associated Death Domain protein; TRAF — TNF
Receptor Associated Factor.

rowniez biatka obecne w komérce konstytutywnie: HSC70
(ang.: Heat Shock Cognate protein) w cytoplazmie, czy GRP75
i GRP78 (ang.: Glucose Regulated Proteins) w mitochondriach
i siateczce endoplazmatycznej. W komorkach plemniko-
tworczych, w temperaturze fizjologicznej, aktywne sg dwa
dodatkowe geny z tej rodziny: Hsp70.2 i Hsc70t [49-51], Gen
Hsp70.2 myszy (odpowiednik genu Hst70 szczura i HspA2
cztowieka) jest najsilniej transkrybowanym genem wsréod
gendéw Hsp ulegajacych ekspresji w jadrach. Jego transkrypt
wykrywany jest w najwiekszej ilosci w spermatocytach pod-
czas pachytenu pierwszego podziatu mejotycznego oraz we
wczesnych spermatydach [52]. llos¢ transkryptu Hsp70.2/
Hst70 spada gwattownie w spermatydach wydiuzajgcych
sie (0 okoto 80%), jednak jest go wcigz wiecej od transkryptu
Hsc70t, ktory pojawia sie we wczesnych spermatydach [53].
Mechanizm regulacji Hsc70t i funkcje kodowanego przez
ten gen biatka sg bardzo stabo poznane inie bedg oméwio-
ne w tej pracy.

REGULACJA EKSPRESJI GENU HSP70.2/HST70

Podobienstwo sekwencji kodujgcych genédw Hsp70.2 my-
szy, Hst70 szczura i HspA2 cztowieka wynosi okoto 92%.
Wieksze roznice wystepuja w rejonie promotora, obecne
sg tu jednak dwa niemal identyczne dwudziestokilku-nu-
kleotydowe bloki sekwencji (blok A i blok B). W rejonie
promotora najbardziej istotnym dla zachowania swoistosci
ekspresji gendéw Hsp70.2 i Hst70 (przedstawionym schema-
tycznie na Ryc. 5) podobienstwo wynosi 87%. Organizacja
jednostki transkrypcyjnej obu gendw jest niemal identyczna
(zwykle stosowane sg terminy ,,gen Hsp70.2/Hst70" i ,,biat-
ko HSP70.2/HST70"). Transkrypcja genu Hsp70.2/Hst70 ini-
cjowana jest z dwoch gtdwnych miejsc: Tl i T2. Gen zawiera
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Rycina 5. Struktura promotora genu Hst70 szczura. Zaznaczono potozenie sek-
wencji o potencjalnym znaczeniu regulacyjnym: Oct — odwrécona sekwencja
oktamerowa wigzaca czynniki transkrypcji Oct poprzez ich domene POU; Spl —
sekwencje bogate w pary GC, potencjalne miejsce wigzania uniwersalnego czyn-
nika transkrypcji Spl; ERE(nf) —ang. Estrogen Responsive Element, nieaktywna
w testach transfekcyjnych in vitro sekwencja rézniaca sie jednym nukleotydem
od konsensusu sekwencji wigzacej receptory estrogenéw; Hlt-like — sekwencja
podobna do sekwencji regulatorowej cis obecnej w promotorze genu H1lszczura
kodujgcego wariant jadrowy histonu HI; CAAT —miejsce wigzania uniwersal-
nego czynnika transkrypcji CTF-1; HSE-like —sekwencja podobna do konsensu-
su sekwencji wigzacej czynniki transkrypcji HSF; TATA-box —miejsce wigzania
czynnika transkrypcji TBP (ang. TATA-box Binding Protein). Tl i T2 — gtdwne
miejsca startu transkrypq'i. A i B — sekwencje konserwowane ewolucyjnie w
promotorach homologicznych genéw ssakéw. ATG —kodon metioniny, miejsce
startu translacji.

intron o dtugosci 239 pz w nie ulegajacym translacji regionie
5' (5'UTR). Intron obecny jest tylko w transkrypcie pierwot-
nym inicjowanym z miejsca Tl. Drugie miejsce startu tran-
skrypcji zlokalizowane jest w intronie [54], Tylko miejsce
T2 poprzedzone jest przez sekwencje TATA-box. Jednak
transkrypty inicjowane z miejsca T2 nie sg swoiste dla sper-
matocytow: sa wykrywane w jadrach myszy jeszcze przed
rozpoczeciem spermatogenezy — przed pojawieniem sie
pierwszych spermatocytow i dtugo przed pojawieniem sie
biatka HSP70.2/HST70. Natomiast synteza biatka zbiega sie
€zasowo z rozpoczeciem pierwszej mejozy i pojawieniem
sie transkryptow inicjowanych w miejscu Tl (co zwigzane
jest z uwolnieniem hipotetycznego represora z sekwencji
Oct znajdujacej sie w sasiedztwie TI) [55], Szczegbtowa
analize funkcjonalng promotora genu Hsp70.2/Hst70 prze-
prowadzono na modelu myszy transgenicznych, u ktérych
ekspresja genu wskaznikowego CAT (acetylotransferazy
chloramfenikolu) kontrolowana byta przez r6znej dtugosci
fragmenty promotora genu Hst70 szczura. Analiza wykaza-
fa, ze sekwencje DNA zawarte pomiedzy TI i T2 (miedzy
innymi bloki A i B) sg niezbedne i wystarczajgce dla zacho-
wania swoistej tkankowo i wydajnej ekspresji transgenu
(Ryc. 6) [56], Co ciekawe, wigczenie do transgenu sekwencji
SIMAR (ang.: scaffold/matrix attached region) znajdujacych
sie kilkaset pz powyzej Tl powoduje obnizenie aktywnosci
promotora [57].

Struktura promotora genu Hsp70.2/Hst70, zapewniajgca
regulacje ekspresji w trakcie rozwoju komorek plemniko-
tworczych, jest inna niz struktura typowych genéw Hsp.
Tym niemniej, w promotorze genu Hsp70.2/Hst70 znajduje
sie sekwencja HSE-like, podobna do elementu HSE wyste-
pujacego w promotorach genéw z rodziny Hsp i odpowie-
dzialnego za wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych HSF.
Badania przeprowadzone na opisanym powyzej modelu
transgenicznym wykazaty, ze mutacja sekwencji HSE-like
nie ma wptywu na poziom ekspresji transgenu w tempe-
raturze fizjologicznej. Co ciekawe, w obecnosci aktywnego
czynnika HSF1 spada wydajnosé promotora zawierajgcego
zarowno prawidtowa jak i zmutowang sekwencje HSE-like.
Aktywny czynnik HSF1 hamuje rowniez ekspresje endo-
gennego Hsp70.2/Hst70, co jest zupetnie nietypowe dla ge-
noéw Hsp. W badaniu metodg immunoprecypitacji chroma-
tyny nie wykryto jednak wigzania HSF1 do promotora genu
Hsp70.2/Hst70, co sugeruje dziatanie za posrednictwem in-
nych czynnikow transkrypcyjnych [58],

WEASCIWOSCI BIALKA HSP70.AHST70/HSPA2

Biatka HSP70.2/HST70 gryzoni i HSPA2 cztowieka sg
bardzo podobne (powyzej 98% homologii) [59], Biatka
te (oraz kodujace je geny) réznia sie jednak wzorem eks-
presji. U gryzoni biatko HSP70.2/HST70 jest wykrywalne
poza jadrami jedynie w niektérych obszarach mézgu (i
rozwijajgcym sie uktadzie nerwowym u zarodkoéw), cho-
ciaz $ladowe ilosci transkryptu obecne s takze w innych
narzgdach somatycznych (dodatkowo sg tu wykrywane
transkrypty antysensowe) [60,61]. Natomiast transkrypty
genu HspA2 sg tatwo wykrywalne w wiekszosci narza-
dow cztowieka [59]. Szczeg6lnie liczne s w komorkach
nowotworowych, gdzie stanowig do kilkunastu procent
wszystkich transkryptow gendéw z rodziny Hsp70 [62],
Roéwniez niewielkie iloSci biatka HSPA2 wykrywane sg w
komaérkach somatycznych [63], Chociaz rola biatka HSPA?2
w prawidtowych komdrkach somatycznych nie jest znana,
biatko to jest niezbedne do wzrostu komoérek nowotwo-
rowych, a wyciszenie jego ekspresji za pomocg RNAI po-
woduje zahamowanie wzrostu w fazie G1 i Smier¢ (efektu
takiego nie obserwuje sie w szybko rosnagcych prawidto-
wych komdrkach nabtonkowych) [64],
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HSE-mot ysunek 6. Analiza aktywnosci promotora genu Hst70 szczu-
.35‘75-%-‘72 *CATc 120971515 ra w jadrach myszy transgenicznych. Przedstawiono struk-
ture promotora genu Hst70 z miejscami startu transkrypcji
e + CAT= -]58%35 Tl i T2 (odpowiednio 351 i 116 pz powyzej miejsca startu
-367 -62 " . . ) .
translacji w kodonie ATG, gdzie A oznacza +1) i potoze-
—_—— + CAT= «1£05 niem blokéw A i B. Ponizej przedstawiono strukture genéw
20 =4 hybrydowych Hst70-CAT, ktérych aktywno$¢ testowano w
Som— + CATc >0,5%0,2 jadrach myszy transgenicznych. Po prawej stronie przedsta-
-278 -62 wiono poziom aktywnosci genu wskaznikowego CAT (ace-
«A— + prom. min. tk+ CAT 175+60 tylotransferazy chloramfenikolu). W jednym z konstruktéw
-367  -202 sekwencje znajdujace sie bezposrednio powyzej miejsca T2
prom. min. tk+ CAT 0502 zastgpiono promotorem minimalnym kinazy tymidynowej
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(prom. min. tk ). HSE-mut — zmutowana sekwencja HSE-
like. Na podstawie prac [54-56,58].
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nich na etapie p6Zznego pachytenu pierwszego podziatu me-
jotycznego, a spermatocyty ulegajg apoptozie [65]. Podczas
prawidtowo przebiegajacej spermatogenezy biatko HSP70.2
obecne jest w obrebie kompleksu synaptonemalnego ipraw-
dopodobnie bierze udziat w jego dysocjacji [66,67], Wykaza-
no rowniez, ze biatko HSP70.2 jest niezbedne dla powstania
funkcjonalnego kompleksu kinazy CDC2 z cykling Bl —tak
zwanego czynnika MPF (ang. mitosis-promoting factor), nie-
zbednego dla przejscia z fazy G2 do M [68],

Aktywnos$¢ ATPazowa HSP70.2 jest prawdopodobnie
modulowana przez pojawiajgce sie swoiscie w spermaty-
dach biatka pomocnicze MSJ-1 i DjA4 zawierajgce dome-
ne J[69, 70], W obrebie domeny ATPazowej biatka HSP70.2
myszy zlokalizowano dodatkowo region wigzacy sulfoga-
laktolipidy [71]. Znaczenie fizjologiczne takiej ,,adhezyjnej"
aktywnosci nie jest dotychczas znane, cho¢ pojawity sie su-
gestie, ze mogtaby ona odgrywac role przy zaptodnieniu.
Biatko HST70 szczura moze tworzy¢ funkcjonalng jednost-
ke z dwoma biatkami z rodziny HSP100 (APG-1 i APG-2).
Kompleks taki towarzyszy kalmodulinie w komérkach na
etapie od spermatocytéw pachytenowych do wczesnych
spermatyd [72], Za wigzanie z kalmoduling odpowiada
przypuszczalnie 21-aminokwasowy region w obrebie do-
meny N-koncowej obecny w wiekszosci biatek HSP70 [73].
Poza tym ludzkie biatko HSPA2 zidentyfikowano jako swo-
istg dla plemnikow izoforme M kinazy kreatynowej. Szereg
danych wskazuje, ze konsekwencjg niskiego poziomu biat-
ka HSPAZ2 jest nieprawidtowy rozwéj spermy [74].

Badane in vitro wtasciwos$ci biochemiczne biatek HSP70.2
i HSP701 sg bardzo podobne [70]. Rowniez in vivo, w cza-
sie stresu komdrkowego, oba biatka majg podobng lokali-
zacje w jadrze komérkowym [58,75]. Jednak ekspresja tych
dwoéch biatek w warunkach stresu komdrkowego (po ak-
tywacji HSF1) jest odmienna —ilos¢ HSP70i w komdérkach
somatycznych gwattownie przyrasta, natomiast ekspresja
HSP70.2 w spermatocytach ulega represji [58]. Prawdopo-
dobnie jest to jeden z mechanizméw utatwiajgcych induko-
wang przez stres komérkowy apoptoze komérek plemniko-
tworczych.

UWAGI KONCOWE

Komérki rozrodcze stanowig szczegdlny typ komérek
—sg linig nieSmiertelng, przekazujgcg materiat genetyczny
nastepnym pokoleniom. Od jakosci gamet zalezy ,,jakos¢"
osobnikéw potomnych, dlatego tez uszkodzone komérki
nie sa naprawiane, lecz aktywnie eliminowane. Osiggane
jest to w zaskakujgco prosty sposob: ten sam czynnik tran-
skrypcyjny (HSF1), ktéry w komérkach somatycznych jest
elementem systemu cytoprotekcji, w komérkach rozrod-
czych indukuje apoptoze. Dzieje sie tak tylko w meskich ko-
morkach rozrodczych, produkowanych w duzych ilo$ciach
i bardziej narazonych na uszkodzenia niz gamety zenskie.
Mechanizm molekularny takiego pro-apoptotycznego dzia-
tania HSF1 jest ciggle niejasny. Nie wiadomo jakie geny sg
podstawowymi celami HSF1 w spermatocytach, ani jakie
biatka modulujg jego aktywno$¢. Poznanie szczeg6towych
mechanizmdw regulacji i dziatania czynnika HSF1 i biatek
HSP w komérkach spermatogenicznych powinno uzupet-
ni¢ wiedze o przyczynach bezptodnos$ci oraz sposobach
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jej diagnozowania i leczenia. Co wazniejsze, z odkryciem
pro-apoptotycznego mechanizmu dziatania HSF1 wigzg sie
nadzieje na opracowanie nowych technik terapeutycznych
umozliwiajgcych eliminacje komorek nowotworowych.
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The heat shock response and HSP70 gene expression in male germ cells
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ABSTRACT

Apoptosis of spermatogenic cells is an essential process that allows to maintain correct proportion between somatic and germ cells. In addition,
apoptosis induced by cellular stress is an important checkpoint mechanism that eliminates damaged male germ cells. The response to cel-
lular stress (e.g. hyperthermia) in somatic cells includes activation of the heat shock transcription factor 1 (HSF1) leading to induction and
accumulation of the heat shock proteins (HSPs), mainly HSP70i, which allows cell survival. In major contrast, in meiotic and post-meiotic
germ cells Hsp70i genes are not induced in elevated temperature. Instead, activation of HSF1 leads to caspase-3-dependent apoptosis and
spermatogenic cells are actively eliminated. Although HSP70i proteins are repressed in spermatocytes and spermatids, another HSP70 pro-
teins are specifically expressed in those cells, which are necessary for spermatogenesis. However, Hsp70.2/Hst70 gene, the major testis-specific
Hsp70 expressed mostly in spermatocytes, is down-regulated by HSF1 and spermatogenic cells undergoing stress-induced apoptosis lack
HSP70.~HST70 protein.
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wielolekowa, transport aktywny, dystrybucja
metabolitow

Wykaz skrotéw: transportery ABC (ang. ATP-
binding cassette transporters) — biatka z charak-
terystycznym i zachowawczym rejonem wig-
zacym ATP, aktywne m.in. w procesie trans-
portu poprzez btony biologiczne, MDR (ang.
multidrug resistance) —wielolekowa opornos¢,
MRP (ang. multidrug resistance associated prote-
ins) — biatka powigzane z opornoscig wielo-
lekowa, PDR (ang. pleiotropic drug resistance)
—biatka, ktorych aktywno$¢ powigzana jest
z fenotypem plejotropowej opornosci, TMD
(ang. transmembrane domain) — domena trans-
btonowa, NBD (ang. nucleotide binding domain)
— domena wigzaca nukleotydy, NBF (ang.
nucleotide bindingfold) — rejon wigzacy ATP w
obrebie NBD
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Grantu Unii Europejskiej: MERG-CT-2005-
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STRESZCZENIE

ransportery ABC obecne u wszystkich organizméw zywych znane sg gtéwnie w kontek-
Técie zjawiska zwanego opornoscig wielolekowg. Staty sie one obiektem intensywnych
badan u ssakow jako biatka powodujace brak wrazliwosci komérek rakowych na leki stoso-
wane w chemioterapii. Jak dotad, stosunkowo mato wiemy o roslinnych transporterach ABC.
Rosngca w ostatnich latach ilo$¢ publikacji dotyczacych ich roli w wielu procesach fizjolo-
gicznych, Swiadczy o zainteresowaniu takze i tymi biatkami. Szczeg6lnie dobrze poznane
zostaty tzw. wakuolarne transportery ABC, aktywne w procesie transportu egzogennych tok-
syn (np. herbicyddéw), a takze produktdéw endogennego metabolizmu takich jak pochodne
chlorofilu do wakuoli. Inne zlokalizowane w btonie komdérkowej sg transporterami metabo-
litow wtérnych czy fitohormonéw. Biatka ABC sg takze obecne w organellach komérkowych
gdzie wptywaja np. na proces p oksydacji. Praca ta poswiecona zostata krotkiej charakte-
rystyce transporteréw ABC, uwzgledniajgcej typowe cechy ich budowy oraz fizjologiczne
aspekty funkcjonowania w komérce roslinnej.

WPROWADZENIE

Biatka znane jako transportery ABC (ang. ATP-binding cassette transporters)
mozemy znalez¢ w kazdym typie zywej komorki, u przedstawicieli wszystkich
znanych gatunkdéw. Jako pierwsze poznano bakteryjne biatka ABC, okre$lane
mianem permeaz periplazmatycznych, ktére odpowiedzialne sa za pobieranie
ze sSrodowiska sktadnikéw odzywczych, takich jak cukry czy aminokwasy [1], U
pateczki okreznicy Escherichia coli az 5% genomu stanowig geny kodujgce biatka
ABC. Szacuje sie, iz w genomie cztowieka jest ich okoto 50. Podobna liczba tych
genow jest obecna w takich organizmach modelowych jak nicien Caenorhabditis
elegcins (58) czy muszka owocowa Drosophila melcinogaster (51) [2]. Nieco mniej,
bo 30 gendw kodujgcych transportery ABC zidentyfikowano u drozdzy piekar-
niczych Saccharomyces ceruisiae [3].

Transportery ABC wykorzystujg hydrolize ATP do transportu, poprzez btony
biologiczne, szeregu réznych zwigzkéw chemicznych. Aktywnos$¢ ta jest podsta-
wa zjawiska zwanego opornoscig wielolekowa (MDR ang. multidrug resistance).
Pierwotnie zaohserwowano ja w ssaczych komorkach rakowych opornych na che-
mioterapeutyki takie jak daunorubicyna czy winkrystyna. Opornos$¢ wielolekowa
stata sie sitg napedowag badan, prowadzacych do poznania pierwszego transpor-
tera ABC u cztowieka znanego jako glikoproteina-p (MDR1) [4], Dodatkowo za-
interesowanie tg klasg biatek potegowaty doniesienia Swiadczace, ze dysfunkcja
niektoérych transporterow ABC powoduje szereg groznych schorzen takich jak
mukowiscydoza (biatko CFTR) [5], adrenoleukodystrofia (biatko ABCD1) [6] czy
wrodzony hiperinsulinizm (biatko SUR) [7], Warto zaznaczy¢, ze wsérdd biatek
ABC znajduja sie réwniez takie, ktére funkcjonujg jako kanaty jonowe (CFTR) [5]
lub biatka regulatorowe (RLI) [8], Identyfikacja drozdzowych endogennych trans-
porterow takich jak PDR5 [9], Sng2 [10] czy Yorl [11] oraz poznanie ich wtasciwo-
sci umozliwito doktadniejsza analize zjawiska MDR. Drozdze piekarnicze staty
sie wygodnym systemem ekspresyjnym pozwalajacym na szczegdtowe badania
ssaczych transporterow ABC. Pozwolit on takze na identyfikacje nowych genow
kodujacych transportery ABC u innych organizméw, wigczajagc w to patogenne
grzyby np. Candida albicans [12], W systemie drozdzowym analizowano réwniez
funkcje szeregu transporteréw ABC zidentyfikowanych u roslin. W przeciwien-
stwie do ssakéw czy drozdzy, badania roslinnych biatek ABC nabierajg dopiero
rozpedu. Intrygujacym wydaje sie fakt, ze rosliny sg wyjatkowo bogate w geny
kodujace transportery ABC. Przyktadem moze by¢ rzodkiewnik pospolity {Ara-
bidopsis thaliana), ktérego genom zawiera az 129 takich genéw [13]. Liczba ta jest
znaczaco wyzsza niz u wspomnianych wyzej organizmow, nie tylko w odniesie-
niu do wielkosci genomu, ale réwniez w porownaniu z catkowitg iloscig gendw
kodujacych biatka biorgce udziat w procesach transportu. U Arabidopis jest ich
okoto 700, jednoczes$nie wspomniany Caenorhabditis ma ich okoto 650 a Drosophila
600. Z tego porownania mozna wiec wyciggna¢ wniosek, ze Arabidopsis ma pra-
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wie dwa razy tyle transporteré6w ABC co Caenorhabditis czy
Drosophila. Badania ro$linnych transporterow ABC mozna
zasadniczo podzieli¢ na takie, ktére charakteryzujg proces
transportu, jego mechanizm ispecyficznos$é substratowg oraz
te dotyczace identyfikacji genow i biatek oraz sposobdw ich
regulacji. Uzyskane informacje dotycza roli transporterow
ABC w sekrecji lub tez wewngatrzkomérkowej komparty-
mentacji toksycznych zwigzkéw zaréwno egzogennych (np.
herbicydy), jak i endogennych produktéw katabolizmu (np.
degradacji chlorofilu). Ponizsza praca ma na celu zaprezen-
towanie zwiezlej charakterystyki transporteréw ABC, ich
struktury i wasciwosci enzymatycznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem obecnego stanu wiedzy o ich funkcji w ko-
maérkach roslinnych.

BUDOWA ORAZ MECHANIZM TRANSPORTU

Transportery ABC posiadajg specyficzng budowe mo-
dutowa, opartg na dwdch typach domen: transbtonowej,
hydrofobowej (TMD, ang. transmembrane domain), ztozonej
zazwyczaj z szesciu a helis oraz hydrofilowej, cytosolowej
(NBD, ang. nucleotide binding domain), zawierajacej konser-
watywny rejon biorgcy udziat w wigzaniu ATP, tzw. NBF
(ang. nucleotide bindingfold) (Ryc. 1). Domeny transbtonowe
determinujg specyficzno$¢ substratowg i odpowiedzialne sg
za transport molekut poprzez btone komérkowa lub pomie-
dzy jej warstwami [14,15]. Obecny w obrebie domeny cyto-
solowej rejon wigzacy ATP to jeden z najbardziej charakte-
rystycznych motywow biatek ABC. Sktada sie on z okoto 200
aminokwasow i wykazuje blisko 40% identycznos$ci wérod
wszystkich znanych obecnie transporteréw ABC. W obrebie
NBF wyrézni¢ mozna szczeg6lnie zachowawcze sekwencje,
tzw: Walker A (GX4GK[ST]) i Walker B ([RK]X3EX3A [hydro-
fobowe]®) [16] oddzielone okoto 120 aminokwasami za-
wierajagcymi rejon ABC (okre$lany takze jako sygnatura),
majacy sekwencje [LIVMFY]S[SG]GXIRKA][LIVMYA]X[L
IVFM][AG] [17,18] (Ryc. 1). Warto dodac¢, ze rejon ten jest

B
NBF ’
>
< z »>
Walker A Sygnatura Walker B

| GXAGK(ST) Ij (UVMFY)S(SGIGX3(RKANLIVMYAX(LIVMFXAG) j | (RK)X3GX3L(hydrofobowe)3D]

Rycina 1. Budowa ABC transporteréw. A. Schematyczny model transportera
ABC. Cze$¢ hydrofobowa, transbtonowa (TMD) utworzona z a helis (kolor nie-
bieski). Cze$¢ cytosolowa (NBD) w kolorze czerwonym zawierajaca zachowane
w ewolucji rejony NBF (z6te) wigzace ATP. B. Organizacja rejonu NBF. Uktad
motywoéw Walker A i Boraz sygnatury.
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unikalny dla biatek ABC [19], tymczasem motywy Walkera
sg obecne takze w innych biatkach wigzacych nukleotydy,
takich jak: P-,F- oraz V-ATPazy lub fosfofruktokinaza [16].
U bakterii kazdg domene tworzy oddzielny, stosunkowo
nieduzy peptyd [19,20], stad bakteryjne biatka ABC byty
jednymi z pierwszych, ktérych struktury wyzszego rzedu
zostaty poznane. W przeciwienstwie do bakteryjnych biatek
ABC ich eukariotyczne odpowiedniki kodowane sg zazwy-
czaj jako pojedyncze polipeptydy.

Obecnie znanych jest kilka struktur krystalograficznych
bakteryjnych rejonéw wigzacych ATP, np.: HisP [21], MalK
[22], jak rowniez kompletnych transporteréw, takich jak
MsbA [23,24] i BtuCD [25] z Escherichia coli. Pierwszy jest
transporterem lipidu A, jednego ze sktadnikéw zewnetrznej
btony bakteryjnej, drugi witaminy B12. Poznanie tych struk-
tur pozwolito odpowiedzie¢ na kluczowe pytania dotycza-
ce zmian konformacyjnych, jakim ulegaja poszczeg6lne
domeny biatka w procesie transportu oraz ustali¢ czy poje-
dyncza domena NBD tworzy funkcjonalnie niezalezng jed-
nostke wystarczajgcg do hydrolizy ATP. Model stworzony
w oparciu o BtuCD pokazuje, ze dwie domeny NBD blisko
oddziatujg ze sobg tworzac miejsce wigzagce ATP [25]. Jest
to zgodne z wczesniejszymi obserwacjami biochemicznymi,
wskazujgcymi na kooperatywno$¢ NBD [26] oraz z nowy-
mi danymi strukturalnymi uzyskanymi dla komplekséw
MsbA-ADP [24], Pomimo, ze szczegétowe badania kinety-
ki cyklu enzymatycznego nie zostaty jeszcze zakonczone,
zgromadzone dane biochemiczne i krystalograficzne po-
zwalaja zaproponowac nastepujacy mechanizm transportu:
(i) wigzanie substratu, (ktory moze mie¢ nature hydrofilowg
i pochodzi¢ np. bezpos$rednio z cytosolu lub hydrofobowg i
kontaktowac si¢ z biatkiem ABC na poziomie btony) inicjuje
zmiany strukturalne transportera umozliwiajace przytacze-
nie ATP i dimeryzacje rejonow NBD; (ii) dimeryzacja, po-
taczona z hydrolizg ATP, powoduje przesuniecie zwigzku
przez btone [24]; (iii) uwolnienie ADP ireszty fosforanowej
pozwala na powrot biatka do stanu wyjsciowego (Ryc. 2).

A B

Rycina 2. Proponowarty mechanizm funkcjonowartia transportera ABC. Schemat
przedstawia petny transporter ABC z czterema domenami. A. Substrat (S) po-
chodzacy z cytosolu lub btony wigze sie z okre$lonym miejscem domeny trans-
btonowej (TMD). B. Wigzanie ATP (jedna czasteczka ATP-jedna NBD; rysunek
pokazuje tylko jedno ATP). C. Przyfaczenie i hydroliza ATP pocigga za soba
zmiany strukturalne powodujace przemieszczenie substratu poprzez btone. D.
Dysocjacja ADP i reszty fosforanowej, uwolnienie substratu - biatko powraca do
stanu wyjsciowego. Kolorem niebieskim zaznaczono domeny transbtonowe, ko-
lorem czerwonym domeny cytosolowe.
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KLASYFIKACJA BIALEK ABC

Podstawowg cechg brang pod uwage podczas klasyfikacji
biatek ABC jest ich budowa. Biatka ztozone z dwo6ch domen
hydrofobowych i dwoch hydrofilowych okresla sie mianem
petnych transporterow ABC (ang. full size ABC transporters),
w odroéznieniu od biatek posiadajgcych tylko jedng domene
TMD ijedng NBD, ktdre okreslane sg jako potowiczne trans-
portery ABC (ang. halfsize ABC transporters). Dodatkowym
kryterium podziatu na poszczegdlne typy jest wzajemna
orientacja domen wzgledem siebie oraz pewne modyfika-
cje ich struktury (Ryc. 3). Warto podkresli¢, ze nazewnictwo
poszczegblnych podrodzin wynika czesto z roli, jakg ziden-
tyfikowane wczesniej biatka odgrywajag we wspomnianym
zjawisku opornosci wielolekowej lub z efektu fenotypowe-
go, jaki ich dysfunkcja powoduje. Pierwsza systematyczna
klasyfikacja roslinnych biatek ABC przeprowadzona zostata
u Arabidopsis thaliana [13]. Podzielono je na 12 podrodzin,
wsérdd ktérych wyréznié mozna petne transportery ABC ta-
kie jak: MDR (homologi ssaczych biatek MDR), MRP (biatka
zwigzane z MDR, ang. multidrug resistance associated protei-
ns), PDR (homologi drozdzowych biatek PDR ang. pleiotropic
drug resistance), AOH (homologi ABC1 cztowieka) oraz po-
towiczne transportery ABC nazwane: PMP (biatka peroksy-
somoéw), WBC (homologi biatek ABC u Drosophila, ktérych
aktywnos$¢ wptywa na kolor oczu), ATH (homologi ABC2),
ATM (mitochondrialne biatka ABC), TAP (homologi biatek
transportujagcych, peptydy biorgce udziat w odpowiedzi
immunologicznej). Istniejg réwniez transportery ABC po-
zbawione domeny transbtonowej, tj. RLI (homologi inhibi-
tora RNAzy), GCN (homologi biatka GCN20 drozdzy) oraz
SMC (ang. structural maintenance of chromosomes). Ich funk-

TMO-NBO) b= - e APGP1 HSMOR1
NBD-TMD); D TS NpABC1 ScPDRS
o mvoneoy; . (DG OGEEDE - ARe: HSMRP 1
TMD-NBD! . - AIATH1 HsTAP142
NBD-TMD ]
AIWBC1 DmWBC1
NAP1 L
8 o @)
NBD-NBD [es75]

Rycina 3. R6znorodny uktad domen tworzacych biatka ABC. Domey transbto-
nowe (TMD) w kolorze niebieskim. Domeny cytosolowe (NBD) kolor czerwony.
Biatka (TMD-NBD)2, (NBD-TMD)2 i TMD(TMD-NBD)2 to przedstawiciele pet-
nych transporteréw ABC, podczas gdy (TMD-NBD) i (NBD-TMD) to potowiczne
transportery ABC. NBD-NBD i NBD to przedstawiciele rozpuszczalnych biatek
ABC. Przedstawiono reprezentanta kazdej z grup. Dwie litery poprzedzajace na-
zwe odpowiadajg kolejno: At —Arabidopsis thaliana, Hs —Homo sapiens, Sc — Sac-
charomyces cerevisiae, Np - Nicotiana plumbaginifolia, Dm — Drosophila melanoga-
ster. Kolorem czarnym zaznaczono dodatkowa domene hydrofobowa, kolorem
zielonym domene regulatorowg charakterystyczne dla biatek MRP.
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cja najprawdopodobniej nie jest bezposrednio zwigzana z
aktywnoscig transportowg. Dodatkowg podrodzine stano-
wig heterogenne biatka NAP, wykazujgce matg homologie
wzgledem siebie, jak i biatek ABC z innych organizmoéw.
UkoniAczony niedawno projekt sekwencjonowania genomu
ryzu pozwolit takze sklasyfikowac¢ petne transportery ABC
u tej rosliny [27],

CHARAKTERYSTYKA NIEKTORYCH PODRODZIN

Do najlepiej poznanych roslinnych biatlek ABC nalezg
przede wszystkim petne transportery. Wiedza ta jest wy-
nikiem szeregu dosSwiadczen przeprowadzonych na Arabi-
dopsis, ktora ze wzgledu na poznanie kompletnej sekwencji
genomu oraz istnienie szeregu linii mutantow insercyjnych
jest najpowszechniej stosowanym modelowym organi-
zmem roslinnym. Coraz cze$ciej jednak pojawiajg sie nowe
doniesienia dotyczace biatek ABC pochodzacych z roélin
uprawnych.

BIALKA MDR

Jednym z pierwszych poznanych genéw kodujacych ro-
§linne transportery ABC byt MDR1 z Arabidopsis [28]. Obec-
nie u Arabidopsis znane sa 22 geny kodujace biatka ABC typu
MDR. Aktywnos$¢ niektérych z nich, okreslanych réwniez
jako biatka PGP (ze wzgledu na homologie do glikoprotei-
ny-p cztowieka) jest wigzana z transportem auksyn [29-32],
Transgeniczne rosliny Arabidopsis z wyciszonym genem
MDR1 (znanym réwniez jako AtPGPI9), mutanty insercyjne
tego genu oraz innych jego homologéw takich jak AtPGPI,
charakteryzuje kartowato$¢ oraz zaburzona morfologia ko-
rzeni. Na podstawie tych obserwacji wysunieto hipoteze o
udziale niektdérych transporterow typu MDR w dystrybucji
auksyn. Potwierdzajg to badania takich gendw jak PGPI,
PGP19 oraz PGP4 u Arabidopsis [31,33,34]. Biatko PGP4 bie-
rze udziat w transporcie auksyn w wierzchotku wzrostu
korzenia oraz epidermie korzenia i najprawdopodobniej
ma wpiyw na rozwdj korzeni bocznych i wtosnikéw. PGPI
iPGPI9 uczestniczg w zaleznym od ATP transporcie kwasu
indolilo-3-octowego (IAA), zaré6wno w izolowanych pro-
toplastach, jak i catych roslinach. Aktywnos$¢ ta zostata po-
twierdzona w heterologicznych modelach ekspresji, jakimi
sg drozdze S.cerevisiae oraz ssacze linie komdrkowe [31]. Ba-
dania te stanowig cenny wktad w poznanie mechanizméw
dystrybucji auksyn in planta, uzupetniajg bowiem obowig-
zujacy wczesniej model transportu hormonow oparty jedy-
nie na dyfuzji i biatkach nosnikowych takich jak PIN [35].
Proponowany obecnie, zaktada wzajemne oddziatywania i
wspoétprace pomiedzy biatkami MDR (PGP) a PIN, celem
Scistej kontroli transportu [31]. Mutanty kukurydzy (br2)
czy sorgo (dw3) z nieaktywnymi ortologami AtPGPI, cha-
rakteryzuje podobny kartowaty fenotyp i obnizony trans-
port IAA [36]. Biatka MDR zidentyfikowano réwniez w
ziemniaku [37] ijeczmieniu [38], Warto dodac, ze kartowa-
tos¢ powodowana mutacjg niektdrych genéw MDR, moze
znalez¢ zastosowanie w rolnictwie w uprawach jeczmienia
czy kukurydzy. Nizsze rosliny majg korzystniejsze wtasci-
wosci mechaniczne niz typ dziki. Na uwage zastuguje takze
biatko CjMDRI, jedyny jak dotad importer w podrodzinie
MDR, bioracy udziat w akumulacji alkaloidu berberyny w
ktgczach Coptis japonica [39],
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BIALKA MRP

Druga pod wzgledem wielkosci (15 genéw) podrodzina
ABC u Arabidopsis to biatka MRP. Pionierskie badania trans-
portu koniugatow-GS (komplekséw glutationu z takimi
zwigzkami jak dinitrofenol czy metolachlor) do roslinnych
wakuol oraz pecherzykéw wakuotarnych wykazaty, ze pro-
ces ten zachodzi analogicznie jak w komdrkach ssaczych
[40], Obserwacja ta stanowita jedng z pierwszych przesta-
nek, przemawiajgcych za udziatem roslinnych biatek MRP
w transporcie/magazynowaniu egzo- bgdz endogennych
toksyn w wakuoli. Zgodnie z panujacym obecnie przeko-
naniem, detoksyfikacja z udziatem konjugatow-GS jest pro-
cesem Kilku etapowym. Pierwsza jego faza zachodzi przy
udziale monooksygenaz zaleznych od cytochromu P450 i
polega na modyfikacji potencjalnych substratow. Nastepnie
sg one tgczone z czgsteczkami o charakterze hydrofilowym,
np. z glutationem czy glukozg. Dopiero w tej formie tok-
syczne substraty sg aktywnie transportowane do wakuoli.
Warto podkre$li¢, ze transport takich zwigzkow jak me-
tolachlor do wakuoli sprawia, iz ro$liny stajg sie bardziej
oporne na ten herbicyd. Ponadto roslinne biatka MRP trans-
portujg produkty endogennego metabolizmu, np. zwigzki
powstajagce w wyniku degradacji chlorofilu (tetrapirole) czy
metabolity wtdrne (izoflawonoidy) [41,42], W wakuoli gro-
madzone sa rdwniez antocyjany, warunkujace m.in. barwe
kwiatow. Prace nad mutantami bz2 u kukurydzy (o zmienio-
nej barwie nasion) pokazujg, ze i w tym w wypadku moze
by¢ wykorzystywany transport zachodzacy przy udziale
koniugatow-GS. Ciagle jednak trwajg dyskusje dotyczace
natury oraz obecnosci tego typu komplekséw in planta [2].
Jedng z najefektywniej transportowanych biomolekut (naj-
nizsze Kminajwyzsze Vna) jest medikarpina [43], Zwigzek
ten zaliczany jest do izoflawonoidéw. Wystepuje miedzy
innymi w lucernie, jako fitoateksyna odgrywajgca istotng
role w reakcjach obronnych rosliny. Badania mechanizmu
transportu konjugatow-GS prowadzone byty u takich ro-
$lin jak jeczmien oraz fasola. Istniejg rowniez doniesienia
Swiadczace o istnieniu tego typu transportu u kukurydzy.
Najlepiej scharakteryzowane molekularnie sg biatka MRP z
Arabidopsis. Pie¢ sposrdéd nich (AtMRPI-5) funkcjonuje jako
pompy konjugatow-GS. Jak dotad, tylko w przypadku biat-
ka AtMRP2 jednoznacznie pokazana zostata lokalizacja ko-
morkowa. Potwierdzono, iz wystepuje ono w tonoplascie.

AtMRP3 jest bliskim homologiem drozdzowego genu
YCF1. Delecja genu YCF1 u drozdzy powoduje ich nad-
wrazliwo$¢ na kadm, gdyz biatko YCF1 funkcjonuje jako
pompa-GS odktadajagca kompleksy kadmu w wakuoli. He-
terologiczna ekspresja AtMRP3 w takich szczepach droz-
dzowych przywraca ich odpornos$¢ na jony metali ciezkich
[42]. Swiadczy to nie tylko o strukturalnym, ale takze funk-
cjonalnym podobienistwie obu biatek. Znalazto to odzwier-
ciedlenie w serii prac poswieconych ich wykorzystaniu w
procesie fitoremediacji [44], Wakuola roslinna, mogaca nie-
kiedy stanowi¢ az 90% objetosci komarki jest niezwykle po-
jemnym magazynem. Zwiekszenie wydajnosci odktadania
komplekséw np. kadmu w wakuoli, przy udziale tego typu
transporterow, przyczynia sie do wzrostu odpornosci roslin
na jony metali ciezkich ijednocze$nie pozwala na ich efek-
tywne usuwanie z gleby. Biatka MRP obecne sg nie tylko w
wakuoli. AtMRP4 jest pierwszym biatkiem MRP zlokalizo-
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wanym w btonie komérkowej. Inaktywacja genu AtMRP4 u
Arabidopsis zaburza prawidtowe funkcjonowanie aparatow
szparkowych, przyczynia sie do wiekszej utraty wody na
drodze transpiracji, co prowadzi do szyhszego wiednigcia.
Potencjalne substraty dla AtMRP4 nie zostaty jak dotad po-
znane. Wykorzystujagc metotreksat, tj. zwigzek hamujacy
zaréwno otwieranie aparatow szparkowych jak i synteze
folianéw, wykazano, ze efekt jego dziatania u Arabidopsis
zalezy od obecnosci AtMRP4. Mutanty insercyjne, T-DNA
genu AtMRP4 Arabidopsis nie sg wrazliwe na metotreksat.
Co wiecej, w heterologicznym uktadzie drozdzowym, At-
MRP4 aktywnie transportuje ten zwigzek [45].

Wydaje sie, ze na prawidtowe funkcjonowanie aparatéw
szparkowych wptywa takze aktywnos$¢ biatka AtMRP5. Ba-
dania insercyjnych T-DNA mutantéw genu AtMRP5 wyka-
zaly, ze dysfunkcja AtMRP5 powoduje brak reakcji aparatéw
szparkowych na $wiatto oraz utrate wrazliwo$ci na hormony
regulujace stopien ich rozwarcia, takie jak kwas abscysyno-
wy. W konsekwencji mutanty AtMRP5 majg fenotyp odwrot-
ny do obserwowanego dla AtMRP4, sg wiec bardziej odpor-
ne na wysychanie [46,47]. Interesujagcym wydaje sie fakt, ze
biatka z rodziny MRP (AtMRP4, AtMRP5) moga komplek-
sowo koordynowaé prace aparatow szparkowych, chociaz
szczegOty tego procesu nie sg jasne. Mutanty insercyjne T-
DNA AtMRP4, w odr6znieniu od AtMRP5, reagujg na kwas
abscysynowy, co $wiadczy¢ moze, iz aktywnos$¢ tych dwoch
biatek jest regulowana w rézny sposob. Udziat AtMRP5 w
prawidtowym funkcjonowaniu aparatow szparkowych jest
wcigz obiektem intensywnych badan. Nie wiadomo czy ak-
tywno$¢ tego enzymu stanowi sygnat w kaskadzie zdarzen
zachodzacych podczas zamykania/otwierania aparatéw
szparkowych, czy jest ona kluczowym elementem skiado-
wym tego procesu. Obnizona wrazliwo$¢ na susze budzi za-
interesowanie badaczy i rolnikéw. W tym kontekscie warto
doda¢, ze wiele biatek MRP z roélin uprawnych ma wysoki
stopienn homologii i podobng strukture organizacyjng do zi-
dentyfikowanych u Arabidopsis [27,48],

BIALKA PDR

Jak dotad, przedstawicieli tej podrodziny zidentyfikowano
tylko u drozdzy iroélin. Roslinne biatka PDR sg jeszcze stabo
poznane. Jednym z pierwszych byto TUR2 z wodnej spiro-
deli wielokorzeniowej (Spirodela polyrhiza). Ekspresja genu
TUR?2 jest regulowana kompleksowo przez takie czynniki
srodowiskowe jak niska temperatura, zasolenie czy obecno$é
kwasu abscysynowego (indukujgcego tworzenie zimujacych
pakéw). Wysunieto hipoteze, ze TUR2 uczestniczy w og6lnej
odpowiedzi ro$liny na stres Srodowiskowy [49].

Innym przedstawicielem podrodziny PDR jest biatko
NpABCI (znane obecnie jako NpPDRI) wystepujace w bito-
nie komaérkowej tytoniu Nicotiana plumbaginifolia [50], Stwier-
dzono, iz jego synteza moze by¢ indukowana sklareolem, ter-
penoidem petnigcym funkcje obronne (antygrzybicze i anty-
bakteryjne) [51]. Analiza immunologiczna wskazuje na loka-
lizacje NpABCI w epidermie lisci i jej wytworach. Wykazano
réwniez, ze NpABCI bierze udziat w transporcie analogéw
sklareolu. Wraz z akumulacja tego biatka we frakcjach bto-
ny komdérkowej, maleje wewnatrzkomérkowe stezenie zna-
kowanego terpenoidu (sklareolidu). Mozna wiec sgdzi¢, ze
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NpABCI uczestniczy w jego sekrecji na zewnatrz komoérek.
Uzyskane wyniki wskazujg na istotne znaczenie NpABCIl w
reakcjach obronnych tytoniu, powigzanych z wydzielaniem
terpenoidéw na powierzchnie lisci. Przypuszczenie to wyda-
ja sie potwierdzaé¢ eksperymenty, podczas ktérych synteza
NpABCI indukowana byta przez patogeny (np. Pseudomo-
nas) [52], Ponadto rosliny, z wyciszonym genem NpABCI sg
bardziej podatne na zakazenia patogennymi grzybami takimi
jak Botrytis cinerea. Dodatkowo zaobserwowano, ze ekspresja
NpABCI jest indukowana przez kwas jasmonowy, ktory jest
aktywatorem wielu genéw zaangazowanych w odpowiedz
roslin na rézne czynniki stresowe [52,53]. Warto podkreslic,
ze biatko NpABCI jest takze obecne w innych organach, np.
w korzeniu czy kwiecie. Poziom biatka NpABCI w korzeniu
nie zalezy od obecno$ci mikroorganizmoéw, jednak organ ten
charakteryzuje pewien staly poziom metabolitow wtérnych
(np. terpendéw) petnigcych role antybakteryjng [54], Funkcja,
jaka moze petni¢ NpABCI w kwiecie nie jest znana, cho¢ wie-
le zwigzkéw zapachowych to réwniez terpenoidy [55]. Nie-
wykluczona jest rowniez rézna specyficzno$é substratowa
NpABCI stwierdzona u innych przedstawicieli biatek PDR
[56], NpABCI jest bliskim homologiem TUR2 (69% zgodno-
sci aminokwasowej). Transkrypcja genu TUR2 jest réwniez
indukowana sklareolem, a jego heterologiczna ekspresja
podnosi odporno$¢ Ambidopsis na toksyczne stezenia sklare-
olu [57],

Homologii NpABCI obecne sa takze u barwinka rézycz-
kowego (Catharanthus roseus) [58], tytoniu szlachetnego (M-
cotiana tabacum) [59] Arabidopsis [60] i ryzu [61]. Na poziom
ekspresji tych genéw majg wptyw takie czynniki jak: elicyto-
ry bakteryjne i grzybowe, kwas jasmonowy, kwas salicylowy
ijasmonian metylu. Dodatkowo ekspresja OSPDR9 z ryzu in-
dukowana jest obecnoscig jonéw metali ciezkich. Uzyskane
wyniki pozwalajg wysung¢ hipoteze, ze przynajmniej czes¢
roslinnych biatek typu PDR bierze udziat w szeroko rozu-
mianych mechanizmach obronnych. Aktywnos$¢ tych biatek,
jak pokazuje przyktad NpABCI, moze przyczyniac sie do
sekrecji metabolitow wtdrnych. Interesujacy jest fakt, ze he-
terologiczna ekspresja drozdzowych biatek PDR w roSlinie,
wykazata ich aktywny udziat w transporcie roslinnych me-
tabolitow wtérnych. Nadekspresja drozdzowego genu PDR5
z Saccharomyces cereinsiae w tytoniu powodowata obnizenie
toksycznosci nikotyny, ktéra byta wydzielana na zewnatrz
komorek roslinnych. Jest to kolejny argument przemawia-
jacy za duzg elastycznos$cig substratowa przynajmniej czesci
biatek PDR. Poznanie roli biatek typu PDR w mechanizmach
obronnych opartych na sekrecji, pozwala nie tylko zrozumie¢
to zjawisko, ale i wykorzysta¢ zdobytg wiedze do ulepszania
systeméw stosowanych do produkcji metabolitow wtornych.
Niska wydajnos¢ produkcji tych zwigzkéw, wynika czesto
z ich naturalnej toksyczno$ci wzgledem wytwarzajacych je
komérek. Istotnym problemem jest wiec optymalizacja dys-
trybucji produktu koncowego w okreslonych organelach, jak
np. wakuola czy jego sekrecja na zewngtrz komorki.

POLOWICZNE TRANSPORTERY ABC

Genom Arabidopsis koduje prawie takg samg liczbe poto-
wicznych (51) jak petnych (52) transporteré6w ABC. Niestety
nasza wiedza na temat tych pierwszych jest duzo mniejsza
i tylko kilka kodujgcych je genéw zostato dotychczas blizej
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scharakteryzowanych. Warto wspomnie¢ tutaj AtPMP2, kto-
rego aktywnos$¢ transportowa wptywa na proces |3 oksydacji
w peroksysomach. Badania mutantow A tPMP2, u A rabidopsis
ujawnity zaburzenia importu kwasdw indolo-3-mastowego i
2,4 dichlorofenoksymastowego do peroksysoméw, co w kon-
sekwencji prowadzi do zaburzeh w syntezie hormonéw ta-
kich jak auksyny czy kwas dichlorofenoksyoctowy [62],

Kolejnym potowicznym transporterem, u Arabidopsis jest
AtATM3, mitochondrialne biatko bedgce ortologiem ATM1
z drozdzy S. cereuisiae. Aktywno$¢ AtATM3 warunkuje naj-
prawdopodobniej prawidtowga synteze cytosolowych biatek
posiadajacych kompleksy zelazowo-siarkowe. Jak pokazuja
badania drozdzowego ATM1, centra Fe-S sg eksportowane z
mitochondriéw do cytosolu by stac¢ sie czescig sktadowa sze-
regu biatek. Mutacja genu ATM1 uniemozliwia ten proces i
zaburza gospodarke zelazowo-siarkowa. Heterologiczna eks-
presja AtATM3 w mutantach drozdzowych komplementuje
ten defekt, co swiadczy¢é moze o funkcjonalnym podobien-
stwie obu biatek [63], Potowiczne biatka ABC zidentyfikowa-
no réwniez u innych roslin. Przyktadem moze by¢é NtWBCI
z tytoniu Nicotiana tabacum. Gen NtWBCI ulega ekspresji w
stupku kwiatowym. Nie jest jednak znana rola, jakg moze on
petni¢ np. w procesie rozmnazania rosliny [64].

BIALKA ABC POZBAWIONE
DOMENY TRANSBLONOWEJ

Kolejng interesujacag grupe stanowig pozbawione dome-
ny transbtonowej, tzw. rozpuszczalne biatka ABC. Genom
Arabidopsis posiada 26 kodujgcych je gendéw. Ich przedsta-
wicielem jest miedzy innymi AtNAPI. Biatka NAP sg po-
zostatoscig po prokariotycznych transporterach ABC, a do-
ktadniej po podjednostkach wigzgcych ATP. Sg mate (okoto
290 aminokwasO6w) i zazwyczaj stanowig cze$¢ wiekszych
kompleksow biatkowych. AtNAPI jest zlokalizowany w
wewnetrznej btonie ostonki chloroplastu, gdzie najpraw-
dopodobniej wchodzi w sktad kompleksu transportujacego
protoporfiryne 1X do stromy chloroplastéw [2],

PODSUMOWANIE

Z przedstawionych informacji wynika, iz badania roslin-
nych transporterow ABC znajdujg sie dopiero w stadium
poczatkowym. Szacuje sie, ze nasza wiedza dotyczy mniej
niz 10% catkowitej liczby tych biatek. Dotychczasowe prace
koncentrowaty sie gtéwnie na roslinie modelowej, jaka jest
Arabidopsis. To wasnie biatka ABC Arabidopsis, jako pierwsze
doczekaty sie systematycznej klasyfikacji [13]. Poza gtebo-
kim aspektem poznawczym, prowadzone badania ujawniajg
liczne mozliwosci praktycznego wykorzystania uzyskanych
wynikow. Warto tu raz jeszcze przypomnie¢ kartowaty fe-
notyp mutantéw AtPGPI, zdolnos¢ AtMRP3 do odktadania
jonow metali ciezkich w wakuoli (fitoremediacja) oraz obni-
zong wrazliwos$é na susze, bedacag konsekwencja dysfunkqi
biatka AtMRP5. Obecnie, coraz czesciej obiektem badan stajg
sie rodliny uprawne takie jak tyton, ryz, jeczmien, kukurydza.
Wystepujg u nich nie tylko homologi biatek Arabidopsis, kto-
rych inaktywacja pocigga za sobg opisane wczes$niej zmiany
fenotypowe (np. br2 u kukurydzy), ale takze nowe, gatun-
kowo specyficzne transportery, np. metabolitéw wtérnych
(NpABCI), ktére odgrywaja wazng role w interakcjach roslin
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ze $rodowiskiem. Ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci,
metabolity wtdrne s obiektem zainteresowania wielu labo-
ratoriow farmakologicznych, medycznych i biotechnologicz-
nych. Alkaloidy sg stosowane jako cytostatyki, flawonoidy
jako antyoksydanty, antocyjany to znane ro$linne pigmenty
a terpenoidy to substancje zapachowe. W wysokim stezeniu
zwiazki te sg toksyczne rowniez dla produkujacych je roslin.
Ich usuwanie z komérki wymaga istnienia sprawnie dziata-
jacych mechanizméw transportu i neutralizaqi. Transportery
ABC moga wiec tatwo znalez¢ praktyczne zastosowanie takze
i w procesie wytwarzania produktéw naturalnych. Sprawia
to, iz roslinne transportery ABC stajg sie tak samo interesuja-
cymi obiektami badan jak ich homologi obecne u ssakéw czy
drozdzy.
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ABSTRACT

ATP binding cassette (ABC) transporters, which are found in all species, are known mainly for their ability to confer drug resistance. They
have been thoroughly studied in mammals, where they became the center of interest for clinical reasons related to the resistance of tumor cells
to chemotherapy treatment. Less is known about plant members of the ABC family, however, growing number of reports on their role in dif-
ferent physiological processes attract attention. The vacuolar ABC transporters in plants characterized to date are involved in the intracellular
sequestration of cytotoxins (e.g. herbicides), as well as the products of endogenous metabolism like chlorophyll catabolites. Others localized
within plasma membrane are active in the transport of secondary metabolites or phytohormones. Finally certain transporters are present in
cell organelles and play arole in such processes as p oxidation. Here, we briefly introduce these proteins, and describe structural characteristic
and physiological aspect of their activity in a plant cell.
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Wielofunkcyjne biatka 14-3-3 komarki roslinnej

STRESZCZENIE

iatka 14-3-3 naleza do zachowawczej rodziny biatek, wystepujacej w kazdym organizmie
Beukariotycznym, tj. zaréwno w grzybach, rodlinach jak i u zwierzat. Reguluja one wiele
proceséw zachodzacych w komérce rozpoznajac zachowane w ewolucji, w wiekszosci ufosfo-
rylowane motywy biatka-partnera. W ptyw biatek 14-3-3 na inne biatka moze dotyczy¢ zmiany
ich aktywnosci katalitycznej, lokalizacji komoérkowej, stabilnosci oraz zmian w oddziatywa-
niu biatek-partneréw z innymi biatkami. Natywne biatka 14-3-3 s3 homo- lub heterodimerami.
Za specyficzno$¢ oddziatywania poszczegdlnych izoform tych biatek oraz za ich zr6znicowang
lokalizacje komérkowa jest odpowiedzialny najbardziej zmienny strukturalnie N- i C-koniec
czasteczek. W komorce roélinnej biatka 14-3-3 zaangazowane sg migedzy innymi w regulacje
aktywnosci kluczowych enzyméw metabolizmu azotu i wegla, a takze kanatéw i pomp jono-
wych; uczestniczg réwniez w przekazywaniu sygnatu oraz w procesie ekspresji genow.

WPROWADZENIE

Biatka 14-3-3 odkryt po raz pierwszy w komorkach moézgu wotu Moore i Pe-
rez [1] w latach siedemdziesigtych ubiegtego wieku. Trzycyfrowa nazwa biatek
powstata na podstawie oznaczen ich zawartosci w kolejnych frakcjach, podczas
oczyszczania chromatograficznego oraz na podstawie migracji w zelu agarozo-
wym. Oznaczenie to, pomimo iz nie przekazuje zadnych informacji o ich budo-
wie czy funkcji utrwalito sie, chociaz stwarza problemy z nazewnictwem izoform
tych biatek. Biatka 14-3-3 scharakteryzowano jako kwasne, rozpuszczalne biatka o
masie czasteczkowej od 25 do 32 kDa. Wiadomo juz, Ze sg one obecne w kazdym
przedziale komorki eukariotycznej oraz, ze petnig zréznicowane funkcje.

Najwiecej danych dotyczacych udziatu tych biatek w procesach komoérko-
wych zebrano dla organizméw zwierzecych. Pierwszg opisang funkcja biatek
14-3-3 byt ich udziat w aktywowaniu hydroksylaz tryptofanu i tyrozyny [2].
Biatka 14-3-3 zwierzat biorg udzial miedzy innymi w transporcie miedzy jadrem
a cytoplazma, w regulacji cyklu komdrkowego, w przekazywaniu sygnatu, w
procesach transkrypcji i replikacji [3,4] oraz w apoptozie [5,6]. Stwierdzono row-
niez, ze biatka te wigzg sie ze strukturg krzyzowg DNA [7], Biatka 14-3-3 zloka-
lizowano w jadrze [8], w cytoplazmie komérki [9,10] w chloroplastach [11], a
takze w mitochondriach [12].

W ros$linach biatka 14-3-3 majg wptyw na przebieg podstawowych proceséw
asymilacji azotu i wegla; odgrywajg tez pomocniczg role w regulacji syntezy
skrobi, produkcji ATP, detoksyfikacji nadtlenku wodoru oraz, oddziatujac z
biatkami sygnatowymi, w modulacji przebiegu kilku innych proceséw bioche-
micznych. Sadzi sie, ze procesy kietkowania nasion i rozwoju roéliny znajdujg
sie pod kontrolg czynnikow oddziatujacych z biatkami 14-3-3 oraz, ze oddzia-
tywania te wptywajg zasadniczo na aktywnos$¢ badanych czynnikow [13]. W
cytoplazmie komorki roslinnej, biatka 14-3-3 tworzg kompleksy z biatkami kie-
rowanymi do chloroplastow i uczestniczg w ich imporcie. Dotyczy to réwniez
mitochondriow zaréwno roslinnych jak i zwierzecych. Zidentyfikowano juz kil-
ka biatek 14-3-3 wewnatrz chloroplastéw, ktére prawdopodobnie sg zaangazo-
wane w wbudowywanie biatek do tylakoidéw [13], Wyniki uzyskane z badan
roslin transgenicznych sugeruja, ze rodzina tych biatek odgrywa istotng role w
kontroli procesu starzenia sie rosliny jak réwniez w metabolizmie weglowoda-
now [14] ttuszczy [15] i aminokwaséw [16] oraz w regulacji cyklu Krebsa [17].
Czasteczki biatek 14-3-3 sg tez waznymi regulatorami biatek zlokalizowanych
w btonie. W sposdb posredni lub bezposredni modulujg prace wielu kanatéw i
pomp jonowych [18]. Obecno$¢ duzej i zréznicowanej rodziny biatek 14-3-3 wy-
daje sie by¢ niezbedna dla prawidtowego funkcjonowania roslin w warunkach
ztozonych zmian $srodowiskowych i rozwojowych organizmu [13]. Istotng cechg
biatek 14-3-3 wykazujgcych tak szerokie spektrum aktywnosci jest ich oddziaty-
wanie z innymi biatkami.
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Wykaz skrétéw: ATP (ang. adenosinetripho-
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expressed sequence tag) — znaczniki sekwencji
ulegajacych ekspresji; FC (ang. fusicoccin) — fi-
totoksyna roslin; GS (ang. glutamine synthetase)
— syntaza glutaminianowa; FT-ATPaza (ang.
H*-ATPase) — biatko btonowe; hTAFN32 (ang.
human TBP-associatedfactor) — czynnik zwigza-
ny z TBP cztowieka; NR (ang. nitrate reductase)
— reduktaza azotanowa; RGS3 (ang. regulator
of G protein signalling) — regulator sygnatu
przenoszonego przez biatko G; RSG (ang. Re-
pression of Shoot Growth) — czynnik hamuja-
cy kietkowanie; SPS (ang. sucros e-phosphate
synthase) — syntaza fosfosacharozy; SSIII (ang.
starch synthase) — syntaza skrobi Ill; SV (ang.
slow-activating vacuolar channel) —wolne akty-
wujace sie kanaty typu SV; TBP (ang. TATA-
binding protein) — biatka wigzace sie z sekwen-
cja TATA
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STRUKTURA BIALEK 14-3-3

Poznanie struktury krystalicznej kilku komplekséw
zwierzecych biatek 14-3-3 z biatkami-partnerami [19,20]
oraz struktury krystalicznej roslinnego biatka 14-3-3 [21]
pozwolito ustali¢, ktére motywy sekwencji oraz, ktére ami-
nokwasy odgrywaja podstawowa role w czasteczce oraz w
oddziatywaniu z biatkiem-partnerem. Obecnie przyjmuje
sie, ze wszystkie biatka 14-3-3 wykazujg podobng struktu-
re trzeciorzedowg. Ustalenie, ze sekwencje izoform biatek
zwierzecych wykazujg wysoka homologie z sekwencjami
izoform roslinnych wskazuje na zachowawczos$¢ struktur
biatek 14-3-3 wsrod eukariotow.

Biatka 14-3-3 wystepuja w postaci homo- lub heterodime-
réow. Kazdy monomer sktada sie z 9 a-helis utozonych w
przeciwnych kierunkach i tworzacych dwie domeny; do-
mene N-koncowg (cztery helisy) oraz domene C-koricowg
(pie¢ helis). Kazda helisa oddzielona jest krotkg petla. W
procesie dimeryzacji dochodzi do wzajemnego oddziatywa-
nia domen N-koricowych dwéch monomeréw utozonych
wzgledem siebie w przeciwnych kierunkach, co wytwarza
dwa rejony kontaktu. Proces ten umozliwia oddziatywa-
nie dwdch helis (pierwszej i drugiej) jednego monomeru z
dwoma helisami (trzecig i czwartg) tancucha przeciwnego
monomeru biatka 14-3-3 [22], Jak wynika z analizy jednej z
izoform biatka 14-3-3 ssakéw, eliminacja pierwszych trzech
helis monomeru uniemozliwia powstawanie dimeru z part-
nerem o petnej dtugosci, gdyz w procesie dimeryzacji nie-
zbedna jest obecno$¢ dwdch rejondw kontaktu [23], Reszty
aminokwasowe zaangazowane w ten proces sg w wiekszo-
§ci hydrofobowe i silnie zachowawcze wsérdéd wszystkich
izoform biatek 14-3-3. Delecja lub substytucja reszt amino-
kwasowych zlokalizowanych w N-koncowej czesci biatka,
ktore sg krytyczne w procesie dimeryzacji prowadzi do jej
catkowitego zahamowania, powodujagc powstawanie mo-
nomeru.

Forma dimeryczna biatka 14-3-3 ma ksztatt siodfa, ktére-
go wklesty, wewnetrzny kanat zawiera zachowawcze reszty
aminokwasowe i zdolny jest do wigzania biatek-partneréw,
podczas gdy reszty niezachowawcze ulokowane sg na ze-
wnetrznej powierzchni biatka. Kazdy z monomeréw dimeru
tworzy taki centralny kanat, a jego rozmiar i ksztatt pozwala
pomiesci¢ ufosforylowang czasteczke biatka-partnera wcho-
dzagcg w oddziatywanie z biatkiem 14-3-3 [24,25]. Oba mo-
nomery dimeru moga przytacza¢ dwa rézne biatka lub dwie
rézne domeny tego samego biatka. Sprzyja to oddziatywaniu
z biatkiem-partnerem dzieki modyfikacji jego struktury [26]
lub w wyniku utworzenia przez biatka 14-3-3 ,,rusztowania"
dla oddziatujgcych ze sobg bhiatek-partnerow.

Domena C-koricowa biatek 14-3-3 jest zaangazowana w
oddziatywanie z komponentami komdérkowymi [27,28], Jej
dtugosc¢ jest zroznicowana. Na przykitad zwierzece izofor-
my, w przeciwienstwie do izoform drozdzowych lub ro-
Slinnych posiadajg krotszy C-koniec [29], Elastyczny rejon
C-koncowy czasteczki biatka, stanowi tzw ruchliwg ,,cza-
peczke, ktora reguluje dostep do centralnego rowka dimeru
biatka 14-3-3. Sugeruje sie [27], ze w nieobecnosci ufosfo-
rylowanych biatek-partneréw, domena C-konicowa biatek
14-3-3 moze stuzy¢ jako inhibitor oddziatywania z przypad-

304

kowym biatkiem lub wspdtzawodniczy¢ o miejsce wiazania
w obecnosci nieufosforylowanych biatek-partneréw. Chro-
nitoby to czasteczke biatka 14-3-3 przed niepozadanymi od-
dziatywaniami.

W roslinach potwierdzono dotychczas tylko jeden przy-
padek, w ktérym domena C-konncowa uczestniczyta w pro-
cesie dimeryzacji czasteczki biatka [23]. Badania prowadzo-
ne z izoforma biatka GF14 rzodkiewnika (Arabidopsis thalia-
na) ujawnity, ze do prawidtowej dimeryzacji niezbedna jest
piata helisa. Wskazywatoby to, iz niektére sekwencje na C-
koncu czasteczki mogg odgrywaé bezposrednig role w tym
procesie. Okazato sie réwniez, ze zahamowanie procesu
dimeryzacji biatka GF14 moze nastgpi¢ tylko w przypadku
oddziatywania domeny C-koncowej z jonami Ca2+

Jak wynika z badan biochemicznych, biatka 14-3-3 wigzg
jony metali dwuwartosciowych (Me2)w miejscu tgczacym
dwie ostatnie helisy, czyli w rejonie petli pomiedzy helisg
nr 8 i 9. Wigzanie sie dwuwartosciowych kationdw metali
moze zmienia¢ pozycje rejonu C-koAcowego biatka [30], a
nawet wptywa na strukture i funkcje C-koncowej domeny
czasteczki biatka [31]. Domena wigzgca jony metali jest ty-
powa dla wszystkich biatek 14-3-3 roslin. Stanowi réwniez
element rozrézniajacy roslinne izoformy biatek 14-3-3 od
zwierzecych oraz roslinne miedzy sobg. Ostatnie dane [32]
sugeruja, ze réwniez poliaminy, a szczegélnie spermidyna3+
i spermina4+ ,,nasladuja" dziatanie dwuwartosciowych ka-
tionow metali gdyz w ich obecnosci biatka 14-3-3 hamujg na
przyktad reduktaze azotanowg (NR). Wskazywatoby to, ze
poliaminy wigzg sie do tego samego miejsca czasteczki biat-
ka 14-3-3 co Me2+i sugeruje, ze biatka 14-3-3 maja miejsce
wigzgce polikationy [32],

Homo- i heterodimery biatek 14-3-3 mogg spetniac rézne
funkcje. Sugeruje sie [33], ze homodimery poszczeg6lnych
izoform spetniajg role chaperondéw wobec wigzanych biatek,
podczas gdy heterodimery z wigkszym prawdopodobien-
stwem dziatajg jako biatka adaptorowe, modulujgc oddzia-
tywanie dwdch réznych biatek. Kazde z tych biatek asocjuje
specyficznie z jednym izomerem heterodimeru. Wigzanie
sie biatek z izoformami 14-3-3 prowadzi do ich aktywacji,
stabilizacji lub inaktywacji; dla wielu z nich izoformy biatka
14-3-3 odgrywaja role organizacyjna, dziatajac jako ,,ruszto-
wanie" (Tabela 1).

IZOFORMY BIALEK 14-3-3.

R6znorodnos$¢ izoform biatek 14-3-3 i petnionych przez
nie funkcji w obrebie jednego organizmu, sprzezona jest z
ogromng ich liczbg, co wymaga stosowania skomplikowa-
nego nazewnictwa tych biatek. W przypadku izoform bia-
tek 14-3-3 kazde z nich oznaczone jest dodatkowo grecka
literg. Rozrdznienie miedzy biatkami zwierzecymi i roslin-
nymi polega na zastosowaniu liter od poczatku alfabetu dla
izoform zwierzecych, natomiast dla izoform roslinnych od
jego konca.

Poréwnania filogenetyczne oparte na sekwencji amino-
kwasowej rodziny biatek 14-3-3 wykazaty, ze w ewolucji
miato miejsce oddzielenie izoform ro$linnych od zwierze-
cych. Po zestawieniu 82 sekwencji genéw izoform, wyod-
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Tabela 1. Podobieristwa i réznice w strukturze zwierzecych i roélinnych biatek 14-3-3.

I Niektore cechy biatek 14-3-3
rejon odpowiedzialny za dimeryzacje

Zwierzeta

helisa 7i8

nie wystepuje
nie wystepuje
nie wystepuje

miejsce wigzania z biatkiem-partnerem
motyw podobny do dtoni —EF
wigzanie metali Me2+

Oddziatywanie z Ca2+

rebniono dwie grupy ewolucyjne: epsilonowg i nieepsilo-
nowg. Taki podziat ma zastosowanie zaréwno dla roslin
jak i zwierzat, co wskazuje, ze dywergencja genow hiatek
14-3-3 jest procesem wczesnym ewolucyjnie. Obie grupy:
epsilonowg i nieepsilonowa dzielg sie na podgrupy odpo-
wiadajace kolejnym wyodrebnionym izoformom. Sugeruje
sie wystepowanie co najmniej 5 roznych podgrup genow:
cztery z nich sg prawdopodobnie wynikiem wczesnej du-
plikacji genéw izroznicowania funkcjonalnego, natomiast
grupa 5 koduje biatka wystepujace w roslinach jednoli-
sciennych [34],

Geny grupy nieepsilonowej wykazujg bardzo zacho-
wawczg budowe; zbudowane sg z 4 egzon6w i 3 introndw.
Kodowane przez te geny biatka zawierajag motyw sekwencji
podobny do dtoni (ang. EF-hand like), ktéry jest odpowie-
dzialny za wigzanie jonow Ca2 Geny nalezace do drugiej
grupy — epsilonowej — wykazujag odmienng od grupy
nieepsilonowej kolejno$¢ potgczenia egzon-intron oraz za-
wierajg 2 dodatkowe introny na 5'koricu. Okazuje sie, ze
rézne domeny biatka 14-3-3 moga by¢ kodowane przez roz-
ne egzony, a takze, ze najbardziej zr6znicowany rejon czg-
steczki biatka (C-koncowy) jest kodowany przez oddzielny
egzon [35]. W gtoéwnej linii drzewa filogenetycznego biatek
14-3-3 roslin mozna wyodrebni¢ izoformy specyficzne dla
poszczegblnych rodzin lub gatunkéw. Sg one wynikiem
duplikacji genow, ktéra nastgpita po utworzeniu sie izo-
form dla rodzin i gatunkéw. Trzy dodatkowe, wczesne du-
plikacje genéw, spowodowaly powstanie trzech subgrup
oznaczonych jako oo, «. ip [34]. Biatka 14-3-3 izolowano z
wielu gatunkoéw roslin takich jak: rzodkiewnik, kukurydza,
jeczmien, tyton, ziemniak i pomidor. Zsekwencjonowanie
genomu rzodkiewnika dostarczyto wielu cennych danych
0 ilosci i réznorodnosci cztonkow rodziny biatek 14-3-3. Zi-
dentyfikowano co najmniej 15 domniemanych genéw biatek
lpotwierdzono, ze 12 z nich ulega ekspresji [36-38], Dziesie¢
z nich -co, @y, ip, u, v, p, A k, i £- zostato poznanych jako
EST. Trzy nastepne -o, p, i n- zidentyfikowano na podstawie
duzej homologii tych izoform ze znanymi sekwencjami bia-
tek 14-3-3 rzodkiewnika. Okazato sie rdwniez, ze okoto 20 %
proteomu tej rosliny stanowig biatka bedace potencjalnymi
partnerami dla biatek 14-3-3 [35]. Dane te wyjasniajg duzg
liczebnos¢ ich izoform.

Duza zachowawczo$é sekwencji aminokwasowej biatek
14-3-3 w obrebie rejonéw odpowiadajacych za wigzanie bia-
tek-partneréw, moze sugerowa¢ niewielkg specyficznos¢
izoform biatek 14-3-3. Uwaza sie [20], ze wiele obserwowa-
nych specyficznych funkcji poszczegdlnych izoform wynika
raczej z lokalizacji subkomdrkowej i regulacji na poziomie
transkrypcji, niz z zakodowanych w genach réznic, ktére
wpltywatyby na zdolno$¢ wigzania poszczeg6lnych bia-
tek-partneréw. Czynnikiem, ktéry w istotny sposéb moze
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trzy pierwsze helisy N-konca

Rosliny

czwarta helisa N-korica

helisa 718

wystepuje na C-koricowej domenie
wystepuje

wystepuje

regulowac specyficzno$¢ oddziatywania poszczegdlnych
izoform biatek 14-3-3 z biatkami-partnerami moze by¢ re-
gulacja ekspresji ich genéw bedaca wynikiem specyficznej
budowy promotora. Wykazano miedzy innymi, ze promo-
tory biatek 14-3-3 ziemniaka réznig sie miedzy sobg rejona-
mi sekwencji odmiennie reagujacymi na czynniki srodowi-
skowe [39,40],

Z kolei wzrost ilosci izoform biatek 14-3-3 obserwowany
w Arabidopsis thaliana moze by¢ jak sie sugeruje, wynikiem
alternatywnego splicingu RNA lub modyfikacji potransla-
cyjnych biatek 14-3-3, podobnych do tych, jakie wystepuja
w biatkach jeczmienia [41]. Prace prowadzone na zarodkach
jeczmienia wykazaly, ze izoformy biatek 14-3-3 we frakcjach
cytosolowych i mikrosomalnych komérki, podlegajg prote-
olitycznemu cieciu w niezachowawczej petli C-koncowe;j.
Dotychczas jednak nie zbadano biochemicznego efektu tego
procesu. Sugeruje sie, ze odcinanie C-koricowego rejonu
izoform biatek 14-3-3 moze by¢ charakterystyczne dla roslin
i drozdzy [29], Zmiany potranslacyjne moga by¢ rowniez
spowodowane fosforylacjg biatka 14-3-3 lub wigzaniem sie
jonéw Me2+

Analiza petnej dtugosci izoform biatek 14-3-3 wykazata
okoto 42% identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej, przy
czym centralny rejon czasteczek biatka, odpowiedzialny
za wigzanie biatek-partneréow, wykazywat 98% homologii.
Poniewaz 58% sekwencji aminokwasowej dotyczy zmien-
nego rejonu, jest on zatem potencjalnie odpowiedzialny za
funkcjonalna specyficzno$¢ biatek. Aminokwasy wystepu-
jace w tym rejonie podzielono na trzy kategorie: stabilizu-
jace, dimeryzujace oraz aktywujgce, to jest oddziatujgce
z biatkowymi partnerami lub ulegajgce ufosforylowaniu
[42].

W badaniach przeprowadzonych zaréwno in vivo jak i
in vitro, wykazano pewne preferencje w wigzaniu biatek-
partner6w przez poszczeg6lne izoformy oraz w regulacji
podstawowych dla komorki roslinnej enzymoéw takich jak:
reduktaza azotanowa (NR) [43], biatko H+ATPaza btony
komérkowej [44], syntaza fosfosacharozy (SPS) [28], a tak-
ze kanatu SV [45]. Wskazuje to, ze r6zne izoformy biatek
14-3-3 moga zawiera¢ unikalne strukturalnie rejony, takie
jak — silnie zr6znicowane konce czy mniej zachowawcze
struktury petli. Przyczynia sie to do specyficznosci wigzania
biatko 14-3-3/biatko-partner [31].

Uwaza sie, ze wiekszo$¢ oddziatywan specyficznych
pomiedzy biatkami 14-3-3 a ich ufosforylowanymi partne-
rami moze wynika¢ z przestrzennych i czasowych rdznic
w lokalizacji izoform. Dodatkowo rozmieszczenie izoform
biatek 14-3-3 moze by¢ modulowane przez rozmieszczenie
biatek-partneréw [46],
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Z kolei testy komplementacji wykonane z niektérymi
zwierzecymi oraz roslinnymi izoformami biatek 14-3-3 w
heterologicznym uktadzie drozdzowym wykazaty, ze bada-
ne izoformy zachowujg swojg funkcje [47,48]. Sugeruje to, iz
ewolucyjnie odrebne izoformy biatek 14-3-3 mogg spetniac
w réznych organizmach tg sama role. Potwierdza to row-
niez ich ograniczong specyficznos$¢ substratowa.

Ostatnio [49] wykazano wyrazng wspdtzaleznos$¢ po-
miedzy poziomem biatek 14-3-3 i aktywnoscig oddziatu-
jacych z nimi enzymoéw oraz zawarto$cig metabolitow w
roslinie. Zaobserwowano znaczacy wzrost aktywnosci NR,
SPS oraz SSIIl w odpowiedzi na obnizenie syntezy biatek
14-3-3. Sugeruje sie, ze prace tych enzymoéw kontroluje ra-
czej catkowita zawarto$¢ biatek 14-3-3 w roélinie, niz ilo$¢
indywidualnych izoform tych biatek. Okazato si¢ przy tym,
ze funkcje poszczegdlnych izoform mogg by¢ zastepowane
przez inne izoformy biatek 14-3-3 oraz, ze ich promotory
precyzyjnie reguluja przestrzenne i czasowe zréznicowanie
ekspresji gendw biatek 14-3-3.

REGULACJA AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ
BIALEK-PARTNEROW WYNIKAJACA Z
ODDZIALYWANIA Z BIALKAMI 14-3-3

Wiele z biatek wigzacych sie z biatkami 14-3-3 zawiera
jeden lub dwa motywy konsensusowe R(S/Ar)(+)pSXP i
RX(Ar)(+)pSXP [50], gdzie pS — oznacza fosfoseryne, Ar
—reszte aromatyczng —szczegdlnie Y lub F, natomiast (+)
—oznacza zasadowy aminokwas. Reszta X wystepujaca po
fosfoserynie to zwykle E, L, A lub M. Dotychczas zidenty-
fikowano ponad 100 biatek potencjalnych partneréw dla
rodziny biatek 14-3-3 [43]. U wigkszosci z nich, w motywie
wigzacym wystepuje fosfoseryna lub fosfotreonina. Oprécz
wyzej wymienionych motywow wystepujg tez inne moty-
wy, na przyktad RSXpS i RX1»SX23S oraz takie motywy,
ktére nie wymagajg fosforylacji, aby zwigza¢ sie z biatkami
14-3-3 [22]. Biatka-partnerzy nie posiadajacy ufosforylowa-
nych reszt pS lub pT, wyposazone sg w reszty o charakte-
rze kwasowym, ktére ,,nasladuja" ujemny tadunek jonow
fosforanowych. Oddziatywania miedzy biatkami 14-3-3 a

biatkami-partnerami regulowane sg przez kinazy i fosfata-
zy, ktore fosforylujg lub defosforylujg seryne lub treonine
(Tabela 2).

Biatko-partner zawiera zwykle kilka miejsc wigzacych
biatka 14-3-3. Komplikuje to poznanie struktury kompleksu
biatko 14-3-3/biatko-partner tym bardziej, ze zar6wno wig-
zanie jak iregulacja moga stanowi¢ dwa oddzielne zdarze-
nia. Na podstawie wynikow badan biochemicznych pota-
czen biatko 14-3-3/ biatko-partner ustalono pie¢ gtéwnych
sposobéw (mechanizmow) regulacji biatek-partnerow.

e Biatka 14-3-3 mogg wywiera¢ efekt stabilizujgcy lub
ostaniajacy zwigzane biatko-partner chronigc je przed
dostepem proteaz i fosfataz. Przyktadowo w roslinach,
oddziatywanie z biatkiem 14-3-3 umozliwia reduktazie
azotanowej (NR) ochrone przed degradacjg proteoli-
tyczna [53,54] lub ochrone przed defosforylacjg miejsca
wigzacego biatka 14-3-3 w czgsteczce tego enzymu [55].
W przypadku btonowego biatka H+ATPazy, utworze-
nie kompleksu biatko 14-3-3/enzym chroni ten ostatni
przed proteolizg.

Sugeruje sie [35,53], ze biatka 14-3-3 muszg najpierw od-
dysocjowa¢ od kompleksu, aby biatko-partner mogto by¢
dostepne dla proteaz lub dla fosfataz. Efektem proteolizy
nie jest degradacja, ale raczej proste odcigcie tej czesci biat-
ka, ktora zawiera sekwencje wigzaca je z biatkami 14-3-3.
Ochrona przed proteolizg moze zapewnia¢ zar6wno akty-
wacje jak i deaktywacje biatka-partnera.

« Biatka 14-3-3 moga modyfikowaé podziat biatek-part-
nerdw na jadrowe i cytoplazmatyczne [56],Biatka 14-
3-3 ingerujac w sekwencje lokalizacji biatka-partnera
powodujg wzrost jego eksportu z jadra lub zahamo-
wanie jadrowego importu. Podstawy molekularne tych
zjawisk nie sg znane, chociaz istniejg hipotezy wyjas-
niajace obydwa procesy. Pierwsza z nich zaklada, ze
sygnat eksportu z jgdra wystepuje w czasteczce biatka
14-3-3 i orientuje wigzace sie z nim biatko-partner na
zewnatrz jadra [19]. Druga hipoteza zaktada, ze wigza-
nie sie biatka 14-3-3 z biatkiem-partnerem posiadaja-

Tabela 2. Przyktadowe motywy w biatkach-partnerach wiazace biatka 14-3-3 zwierzat i roslin.

Komérka zwierzeca

Biatko Motyw
a) kinazy biatkowe —PKCg (PKD) RLpSZANV S28B
RTSpS29AELpS23

b) enzymy
fosfataza tyrozynowa
hydroksylaza tyrozyny

c) receptory, biatka G RpS59W pTBAF

receptor interleukiny 9 (IL-9R)

d) biatka regulujace apoptoze — RHSpS112Y P

BAD RSRpSIXAP
RRMpSIBDFE

e) czynniki transkrypcyjne RKTApSZE

acetylaza histonowa PRSHpS&sP

koaktywator transkrypcji z
domeng wigzaca PZD
Informacje zawarte w tabeli opracowano na podstawie prac [33,51,52]
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RSLpSEVE RRAVpPSKELD

Komorka roslinna

Biatko Motyw Wystepowanie

Syntaza ATP RFLSQP kalafior

—podjednostka [3

H+ATPaza YpTY rzodkiewnik,
komelina
pospolita,
kukurydza

CDPK2- kinaza RTESKP kalafior

Ca2+~zalezna

reduktaza azotanowa KKXSTP rzodkiewnik

peroksydaza askorbinianowa nie oznaczono rzodkiewnik
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cym wewnetrzny sygnat lokalizacji jadrowej eliminuje
lub maskuje ten sygnat wykluczajac tym samym import
biatka-partnera do jadra [57]. Biatka 14-3-3 odpowiada-
jg zatem za wykluczenie biatka-partnera z jadra i jego
zatrzymanie w cytoplazmie [58].

e Wigzanie sie biatek 14-3-3 moze zaréwno hamowac jak
i zwieksza¢ aktywnos$¢ katalityczng biatek-partnerdw.
Przyktadowo w organizmach zwierzecych w nastep-
stwie zwigzania sie biatek 14-3-3 do ufosforylowanej
przez kinaze kalmoduliny hydroksylazy tryptofanu
i tyrozyny, aktywno$¢ tych enzymow wielokrotnie
wzrasta lub spada [59].

* Wiazanie sie biatek 14-3-3 z biatkiem-partnerem moze
zmienia¢ zdolno$¢ tego ostatniego do oddziatywania z
innymi biatkami. W tym przypadku biatka 14-3-3 majg
wptyw na tworzenie potgczen typu biatko-biatko [59],

¢ Biatka 14-3-3 w postaci ufosforylowanej moga odgrywac
role biatek adaptorowych, stanowigc wéwczas ,,ruszto-
wanie" do zwigzania sie dwdch biatek-partneréw i ich
ewentualnego oddziatywania. Funkcja ,rusztowania"
petniona przez biatka 14-3-3 jest niezwykle istotna w
procesach przenoszenia sygnatow. Biatka, ktore nie sg
zdolne do wchodzenia w interakcje bezposrednio, od-
dziatujg ze sobg poprzez wigzanie sie z dimerem biatka
14-3-3 [60].

Wiele biatek oddziatujgcych z biatkami 14-3-3 zawiera
dwa miejsca wigzace i obydwa moga by¢ niezbedne do
prawidtowego przebiegu procesu. Sadzi sie, ze jedno z
tych miejsc jest dominujace i dziata jako "gatekeeper" [26],
Jest ono niezbedne do trwatego oddziatywania, podczas
gdy drugie miejsce wigzgce ,wzmacnia" oddziatywanie,
ale jest niewystarczajgce do samodzielnego zwigzania biat-
ka 14-3-3. Jezeli brakuje dominujgcego miejsca lub jest ono
nieufosforylowane, drugie miejsce wigzgce w biatku-part-
nerze ma zbyt stabe powinowactwo do biatka 14-3-3 aby

promowac stabilne oddziatywanie. Jezeli natomiast miej-
sce ,,gatekeeper” jest ufosforylowane i zwigzane z monome-
rem 14-3-3, kolejne miejsce zdolne jest do oddziatywania
z drugim monomerem tej samej czasteczki biatka 14-3-3
(Ryc. 1) [26],

Jak wynika z powyzszego modelu, biatka 14-3-3 sg allo-
sterycznym modulatorem zmian konformacyjnych wigza-
nych biatek-partneréw, co prowadzi czesto do zmian w ak-
tywnosci enzymow. Domeny funkcjonalne biatka-partnera
ulegajg albo prostej zmianie konformacji lub takiemu ,,usta-
wieniu", ktore pozwolitoby na wigzanie sie biatek 14-3-3 w
wielu miejscach [29], Zmiany konformacyjne sg reakcjami
energochtonnymi, napedzanymi hydroliza ATP lub mody-
fikacjami potranslacyjnymi takimi jak fosforylacja. Czasami
jednak fosforylacja biatek jest niewystarczajgca do zmiany
ksztattu czasteczki, a tym samym do zmian w jej aktywno-
Sci. Biatka 14-3-3 wydajg sie w tej sytuacji zapewniac¢ struk-
turalng ,,platforme"” do utrwalenia okre$lonej konformacji
wigzanych biatek-partneréw (Ryc. 2) [61].

WPLYW BIALEK 14-3-3 NA DZIALANIE
NIEKTORYCH ENZYMOW

BIALKA BLONOWE

Do biatek btonowych roslin, ktérych aktywnos¢ jest po-
zytywnie regulowana przez biatka 14-3-3 nalezy H +ATPaza
(ang. PM H+ATPase). Wykorzystuje ona energie uwolniong
z hydrolizy ATP do transportu protondéw na zewnatrz btony
komdrkowej, dziatajac jako tzw. pompa elektrogenna. Po-
miedzy C-koncowg domeng tego enzymu i biatkami 14-3-3,
wykazujacymi duze powinowactwo do fitotoksyny roslinnej
—fussicociny (FC), stwierdzono wystepowanie bezposred-
nich oddziatywan [51].Prowadzi to do aktywacji roslinnej
H+ATPazy in vivo. Obecno$¢ FC stabilizuje oddziatywanie
H+ATPaza/biatko 14-3-3 powodujac, ze endogenne fosfa-
tazy 2A nie moga usungé¢ grup fosforanowych z reszty tre-
oniny [51]. W rezultacie dochodzi do fosforylacji wiekszej
ilosci H+~ATPaz, co z kolei przyspiesza wigzanie sie biatek

u dimer biatka 14-3-3

oz

biatko-partner

miejsce wigzania innych biatek
wyeksponowane po zmianie konformacji
biatka-partnera

Rycina 1. Model “gatekeeper" (zmieniono wg [26]). Wiazanie sie bialka-partnera z biatkiem 14-3-3 polega na oddziaty-

14-3-3. Prowadzi to do nieodwra-
calnej aktywacji wszystkich pomp
protonowych w komdrce.

Miejscem wigzania biatek 14-3-3
z enzymem jest nietypowy motyw
YTV o charakterze anionowym.
Do wigzania konieczne jest ufo-
sforylowanie przedostatniej resz-
ty aminokwasowej, ktérg stanowi
silnie zachowawcza treonina [21],
Stwierdzono, ze biatka 14-3-3 wig-
zg sie rowniez do nieufosforylowa-
nego peptydu, odpowiadajgcego 34
resztom aminokwasowym zlokali-
zowanym w C-koncowej domenie
enzymu [62,63].

Teoretycznie jest wiec mozliwe

waniu miejsca "gatekeeper" z monomerem biatka 14-3-3. Oddziatywanie jednego lub wigkszej ilosci stabszych miejsc Wystgpowanie dwoch oddzielnych
"drugorzedowych" umozliwia zmiang konformacji biatka-partnera. Po zwigzaniu z biatkiem 14-3-3 biatko-partner wy- j réZnych strukturalnie miejsc Wiq-

stepuje w takiej konformacji, ktéra umozliwia ekspozycje jednego lub wiecej rejonéw biatka, niedostepnych w wolnej
formie. Kolorem fioletowym zaznaczono dimer biatka 14-3-3, kolorem czerwonym- biatko-partner, kolorem zéttym-

miejsce wigzania innych biatek wyeksponowane po zmianie konformacji.
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zacych biatka 14-3-3 z C-koncowg
domeng H+ ATPazy. Jedno miejsce
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proteocliza

defosforylacja

wzrost

aktywnosci

]
S |

spadek
aktywnodci

(

kinaza

. @ - % dED

Vpst® blatko 14-3-3

biatko-partner

- biatko-partner

Rycina 2. Sposoby regulacji biatek-partneréw przez biatka 14-3-3 (zmieniono wg
[59,60]). 1. ochrona przed proteolizg lub defosforylacja biatka-partnera; 2. modu-
lacja importu lub eksportu z jadra; 3. hamowanie lub aktywacja biatka-partnera;
4. modulacja zdolnosci biatka-partnera do oddziatywania z innym biatkiem; 5.
funkcja adaptorowa biatka 14-3-3 lub "rusztowania". Biatko-partner zaznaczono
kolorem zo6ttym i ciemnofioletowym, biatko 14-3-3 kolorem jasnofioletowym.

wigzania, ktére angazuje motyw YpTV jest zalezne od fo-
sforylacji i wystepuje w pozycji 946, drugie natomiast obej-
muje reszty aminokwasowe lezace powyzej podstawowego
motywu. Sg one odpowiedzialne za wigzanie niezalezne
od fosforylacji. Wiazanie sie biatek 14-3-3 do treoniny w
pozycji 924 niezaleznie od fosforylacji, wymaga réwnoczes-
nego wigzania sie z ufosforylowanym motywem 96YpTV.
Sugeruje sig, ze fosforylacja dominujagcego motywu odgry-
wa role stabilizujagcqg w oddziatywaniu pomiedzy biatkami
14-3-3 a kilkoma resztami C-koncowej domeny H+ ATPazy
(Ryc. 3) [62],

ENZYMY ROSLINNE ZWIAZANE Z
METABOLIZMEM AZOTU | WEGLA

Przykiadem enzymu podlegajgcego regulacji przez biat-
ka 14-3-3 jest reduktaza azotanowa (NR). NR odgrywa de-
cydujaca role w wbudowywaniu nieorganicznego azotu do
aminokwasow i kwasow nukleinowych. Aktywnos$¢ NR
podlega zmianom w zalezno$ci od intensywnos$ci fotosyn-
tezy. Jezeli rodlina jest hodowana na Swietle, ma miejsce
asymilacja azotu, poniewaz enzym znajduje sie w stanie ak-
tywnym zdefosforylowanym. W warunkach braku dostepu
Swiatta, NR jest fosforylowana i znajduje sie¢ w stanie nie-
aktywnym. Jak wykazano u rzodkiewnika jak i w szpinaku
[54], jedynym miejscem w natywnej czasteczce NR oddzia-
tujacym z biatkiem 14-3-3 jest zachowawcza reszta seryny
w pozycji 543. Sekwencja aminokwasowa otaczajgca Ser-543
zawiera typowy, konserwatywny motyw RSXpSXP, wigzg-
cy biatka 14-3-3, gdzie X —dotyczy dowolnego aminokwa-
su, a pS — fosfoseryny. Okazato sie, ze sama fosforylacja
seryny nie wptywa na aktywno$¢ enzymu, a enzym ulega
inaktywacji dopiero, gdy utworzy sie kompleks z biatkiem
14-3-3. Zahamowanie aktywnosci enzymu jest odwracalne
gdyz po oddysocjowaniu biatka 14-3-3 i kolejnej defosfory-
lacji Ser-543 przy udziale fosfataz typu 2A [54], enzym staje
sie aktywny.

Sugeruje sie, ze defosforylacja nie jest jedynym mecha-
nizmem aktywujacym NR. Stwierdzono bowiem, Ze mate
czasteczki nieorganiczne takie jak jony fosforanowe, EDTA,
oraz 5'AMP aktywujg NR in vitro [55], W czasteczce biat-
ka 14-3-3 zidentyfikowano specyficzne miejsce wigzace

5'AMP, ktére po zwigzaniu nukleotydu

Niska aktywnosé

£
!

<

Wysoka aktywnosé

prowadzi do rozpadu nieaktywnego kom-
pleksu pNR:14-3-3 [64].

H
H H Okazato sie réwniez, ze dla powstajace-
go kompleksu enzym/biatko 14-3-3 pozg-
dana jest obecno$¢ jonéw Me2+ szczegélnie
Mg2tw stezeniu milimolarnym. Jony dwu-
wartosciowych metali moga by¢ zastgpio-
ne przez poliaminy w stezeniu mikromo-
larnym. Efektywno$¢ dziatania badanych
poliamin spada wraz ze spadkiem tadunku
polikationu w kolejnosci: spermina4+> sper-
midyna3+» > kadawerdyna2» putrescy-
na2tco wskazuje, ze efektywne kompleksy

Rycina 3. Regulacja btonowej H+ATPazy przez biatka 14-3-3 (zmieniono wg [51]). Fosforylacja zachowaw- 7 pjatkami 14-3-3 musza zawiera¢ dwie

czej reszty treoniny znajdujacej sie na C-koncu domeny H+ATPazy generuje miejsce wigzania czasteczki
biatka 14-3-3. Utworzenie kompleksu biatko 14-3-3/enzym powoduje przemieszczenie si¢ C-koricowej do-

lierwszorzedowe aminy lub przynajmniej

meny H+ATPazy i aktywacje enzymu. PK —kinaza biatkowa; PP2A —fosfataza 2A. Biatko 14-3-3 (w formie edng drugorzedowg amine [32,65].

dimerycznej) zaznaczono kolorem jasnofioletowym
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Innym enzymem wigzacym sie z biatkiem 14-3-3 jest cy-
tosolowa izoforma syntazy glutaminianowej (GS) [64], Petni
ona kluczowa role w mobilizacji azotu w dojrzatych liSciach.
Przemiana $wiatto/ciemno$¢ promuje fosforylacje GS, a w
konsekwencji wigzanie biatek 14-3-3, prowadzac do akty-
wacji enzymu. Aktywacja GS w ciemnos$ci wydaje sie by¢
zalezna od stosunku ATP/AMP w komorce. W dojrzatych
liSciach proces fotosyntezy przebiega mniej intensywnie,
wzrasta stosunek ATP/AMP, co prowadzi do fosforylacji
GS i w konsekwencji jej aktywacji, wzmagajgc tym samym
mobilizacje azotu [66].

Kluczowy enzym metabolizmu wegla- syntaza fosfosa-
charozy (SPS) jest takze regulowany przez biatka 14-3-3.
Wplyw wigzania sie biatka 14-3-3 na aktywno$¢ enzymu
pozostaje wcigz niejasny. Stwierdza sie zardwno czescio-
wa aktywacje SPS [67] jak ijego hamowanie [17]. Uwaza
sie, ze wigzanie sie biatka 14-3-3 z SPS moze w pewnym
stopniu modulowaé degradacje proteolityczng enzymu
[53].

WPLYW BIALEK 14-3-3 NA TRANSKRYPCJE

Dotychczas nie wyjasniono, w jaki spos6b biatka 14-3-3
wnikaja do jadra, skoro nie posiadaja sekwencji zawiera-
jacej sygnat lokalizacji jgdrowej. Niewielki rozmiar tych
biatek pozwala co prawda na ich bierng dyfuzje; mozna
rowniez zatozy¢, ze biatka 14-3-3 asocjujg z biatkami za-
wierajagcymi sygnat lokalizacji jadrowej. Stwierdzono, ze
biatka 14-3-3 wchodzg w skiad kompleksu biatek wiaza-
cych sie z G-box-em, ktoéry stanowi wspolny element re-
gulacyjny promotoréw wielu genéw [60]. W kukurydzy i
rzodkiewniku zidentyfikowano miedzy innymi izoforme
biatka 14-3-3 oznaczong jako GF14, ktora jest sktadnikiem
kompleksu transkrypcyjnego GBF wigzgcego sie z G-box-
em. Jak dotad niewiadomo jaka peinig one funkcje w tym
kompleksie [561,60], Z badan prowadzonych nad dojrzewa-
niem nasion ryzu i kukurydzy wynika, ze biatka 14-3-3 od-
dziatujg réwniez z czynnikami transkrypcyjnymi VIVIPA-
ROUS 1 (VP1) i Em-BINDING PROTEIN1 (EmBPI) zaan-
gazowanymi w ekspresje genéw regulowanych przez kwas
abscysynowy [10]. Sugeruje sie, ze czynniki transkrypcyj-
ne oddziatuja z domeng N-koricowa biatek 14-3-3 odpo-
wiedzialng za proces ich dimeryzacji. Bytby to przykitad
unikalnego mechanizmu oddziatywania biatko-biatko,
gdyz wszystkie dotychczas scharakteryzowane potgczenia
14-3-3/biatko-partner angazowaty domene C-koncowg
czasteczki biatka 14-3-3. Wykazano tez, ze rodzina biatek
PHDf-HD petnigcych funkcje regulatoréw transkrypcji w
roSlinach, wchodzi w oddziatywanie z biatkami 14-3-3. Ta
klasa czynnikow transkrypcyjnych zawiera réznego typu
motywy palcéw cynkowych potgczonych z motywem su-
waka leucynowego, ktory posredniczy w tworzeniu pota-
czen typu biatko-biatko. Sugerowatoby to, ze biatka 14-3-3
uczestniczg takze w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej
czynnikéw PFIDf-HD [68].

Uwaza sie, ze biatka 14-3-3 moga odgrywac istotng role
w regulacji procesu transkrypcji, gdyz wykazuja zdol-
no$¢ oddziatywania z biatkami wigzacymi sie z sekwen-
cja TATA w rzodkiewniku, a u cztowieka z czynnikiem
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hTAFn32 (ang. human TBP-associated factor) oraz wigza sie
z czynnikiem transkrypcyjnym — TFIIB [69]. Niewyklu-
czone wiec, ze biatka 14-3-3 posredniczg w oddziatywaniu
miedzy pre-inicjacyjnym kompleksem transkrypcyjnym a
czynnikiem specyficznie rozpoznajagcym promotor genu.
Oddziatywania z biatkami TBP i TFIIB nie angazujg zna-
nego motywu zawierajgcego fosfoseryne, rozpoznawa-
nego przez biatka 14-3-3 i nie wymagajg udziatu formy
dimerycznej tych biatek. Badania prowadzone in vitro su-
geruja, ze jezeli biatka 14-3-3 wchodzg w sktad kompleksu
wigzgcego sie z DNA, moga petni¢ funkcje aktywatorow
lub koaktywatoréw transkrypcji [69]. Ostatnie doniesienia
potwierdzity takze, ze biatka 14-3-3 mogg réwniez regulo-
waé transkrypcje genu kontrolujac wewngtrzkomorkowa
lokalizacje czynnikow transkrypcyjnych. Regulator czyn-
nika transkrypcyjnego bZIP zaangazowanego w kontrole
syntezy giberelin — RSG, jest zdolny do przemieszczania
sie z jadra do cytoplazmy i z powrotem. Wigzanie si¢ RSG
z biatkiem 14-3-3 moduluje negatywnie aktywnos$é RSG,
utrzymujac go w cytoplazmie [70].

BIALKA 14-3-3 W ORGANELLACH ROSLIN

Problem udziatu biatek 14-3-3 w kierowaniu biatek-
partneréow do chloroplastéow i oddziatywania z nimi byt
przedmiotem wielu badan [71]. Biatka 14-3-3 wigzg sie do
zachowawczego, ufosforylowanego motywu zawartego
wewnatrz sekwencji prekursorowej biatka, kierujacej je do
chloroplastéw. Pomimo braku w biatkach 14-3-3 sygnatu
importu wykazano, ze sg one obecne zar6wno w chloropla-
stach jak i mitochondriach. W chloroplastach biatka 14-3-3
zlokalizowano w stromie itylakoidach, a w mitochondriach
wykryto je w matrix i po wewnetrznej stronie btony we-
wnetrznej [12].

W chloroplastach biatka 14-3-3 wydaja sie by¢ zaanga-
zowane w regulacje syntezy skrobi, gdyz stwierdzono ich
potaczenie z ziarnami skrobi [72]. W roslinach transgenicz-
nych rzodkiewnika obnizony poziom biatek 14-3-3 wyzwa-
lat wzrost poziomu skrobi. Efekt ten wydaje sie wynikac ra-
czej ze wzmocnienia jej syntezy sugerujac, ze biatka 14-3-3
dziatajg hamujgco na metabolizm skrobi. W tym przypadku
prawdopodobnym biatkiem-partnerem biatek 14-3-3 wy-
daje sie by¢ syntaza skrobi Il (SSIII). Ta klasa enzymow
zawiera zachowawczy motyw stanowigcy miejsce wigzania
biatek 14-3-3 [72],

Biatka 14-3-3 wigzg sie rowniez do chloroplastowej formy
syntazy glutaminianowej (GS). Jak dotad, nie wyjasniono
czy enzym ten jest regulowany wewnatrz chloroplastow w
wyniku wigzania sie biatek 14-3-3, czy do regulacji enzymu
dochodzi podczas importu GS do plastydow [73],

Wykazano takze, ze zaréwno w mitochondriach jak i
chloroplastach biatka 14-3-3 wiazg sie z biatkiem btonowej
syntazy ATP, ktora nalezy do kluczowych enzyméw meta-
bolizmu roslin. Stwierdzono, ze ufosforylowane biatka 14-
3-3 oddziatujg bezposrednio z podjednostka @ F5syntazy
ATP. Regulacja aktywnosci syntazy ATP przez biatko 14-3-3
wplywa na adaptacje roslin do zmian $rodowiskowych ta-
kich jak: przemiana Swiatto/ciemnos$¢, anoxia w korzeniach
i fluktuacje azotu. W chloroplastach gwattowne obnizenie
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Rycina 4. Niektdre funkcje biatek 14-3-3 w komadrce rosdlinnej (zmieniono wg [51]). NR —reduktaza azotanowa; GA —gib-

H'-ATPaza H

z czynnikiem RGS3, ktory jest
negatywnym regulatorem syg-
natu przenoszonego przez biatka
G. To oddziatywanie wptywa na
modulacje szlaku sygnatowego
indukowanej obecnoscig biatek
G [64], Biatka 14-3-3 sg zaangazo-
wane takze w indukowane przez
etylen i ABA procesy sygnatowe,
ktore odgrywaja istotng role w
dojrzewaniu rosliny [53,67]. Wig-
zanie sie biatek 14-3-3 do tak roz-
nych biatek-partnerdw sugeruje,
ze petnig one funkcje integrujaca
wiele szlakow sygnatowych w
komérkach. Jest rowniez prawdo-
podobne, ze biatka 14-3-3 moga
posredniczy¢ w zjawisku ,,cross-
talk"” pomiedzy r6znymi szlakami
przekazywania sygnatu.

$wiatto niebieskie

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach osiggnie-
to wielki postep w zrozumieniu
funkcji biatek 14-3-3 w komoérce
roslinnej. Zidentyfikowano wie-

ereliny; GS —syntaza glutaminianowa; ABA —kwas abscysynowy; PK —kinaza biatkowa; PP —fosfataza, SPS —syntaza |e biatek wigzacych sie z rodzing

fosfosacharozy; SSIII —syntaza skrobi; RSG —(ang. represion of shoot growth); WPK4 —kinaza biatkowa 4.

aktywnosci ATPazy w warunkach braku dostepu S$wiat-
fa zostato zahamowane w obecnosci biatek 14-3-3 (Ryc. 4)
[18,12].

UDZIAL BIALEK 14-3 -3W TRANSDUKCJI SYGNALU

Oddziatywanie biatek 14-3-3 z ufosforylowanym biat-
kiem-partnerem jest waznym etapem w procesie przeka-
zywania sygnatu w komorce i koniecznym do wywotania
petnej zmiany w ich aktywnosci. Sama fosforylacja czgstecz-
ki biatka-partnera nie zawsze jest czynnikiem wystarczaja-
cym do jego uaktywnienia. Odkrycie, ze kinazy i fosfatazy
moga by¢ wigzane i regulowane przez biatka 14-3-3 spra-
wia, ze te ostatnie stajg sie integralnymi sktadnikami $ciez-
ki transdukcji sygnatu. W procesie przekazywania sygnatu
z udziatem biatek 14-3-3 kluczowe sg dwa etapy: zmiana
stanu aktywnosci biatka-partnera w wyniku wigzania sie
biatka 14-3-3 oraz indukcja kaskady sygnalnej spowodowa-
na utworzeniem kompleksu biatko 14-3-3/biatko-partner.
Regulacja procesu przekazywania sygnatu jest zalezna od
stezenia biatka 14-3-3 w komaorce, obecnosci kinaz i fosfataz
dziatajgcych na czasteczke biatka-partnera oraz dwuwar-
tosciowych jonédw metalu.

Okazato sie, ze w rzodkiewniku biatka 14-3-3 modulujg
aktywnos$¢ wielu kinaz takich jak kinaza biatkowa C i za-
lezna od Ca2+ kinaza biatkowa CPK-1. Biatka 14-3-3 maja
zdolno$¢ wigzania sie do C-konca czasteczki WPK4-kinazy
biatkowej pszenicy, ktora jest miedzy innymi odpowiedzial-
na za fosforylacje reduktazy azotanowej (NR), co z kolei jest
konieczne do wigzania sie czasteczki biatka 14-3-3 do enzy-
mu. Oprdcz oddziatywania z kinazami, biatka 14-3-3 wigzg
sie z innymi czynnikami $ciezek sygnalnych, jak na przyktad

310

biatek 14-3-3 zlokalizowanych w
réznych przedziatach komérko-
wych. Uzyskana wiedza, pozwo-
lita w wielu przypadkach na ustalenie ich roli w oddziaty-
waniu biatko 14-3-3:biatko-partner oraz lezgcych u podstaw
tych oddziatywan mechanizméw molekularnych.

W regulacji oddziatywania pomiedzy biatkami 14-3-3 i
biatkami-partnerami, istotng role odgrywa fosforylacja sa-
mych biatek 14-3-3, obecno$¢ endogennych efektorow ta-
kich jak AMP, a takze wystepowanie specyficznych izoform
biatek 14-3-3 rozmieszczonych w réznych przedziatach
komérki. Istotnym mechanizmem kontrolujacym stezenie
biatek 14-3-3 w komdrce roslinnej oraz ich fluktuacje jest
poziom ekspresji izoform tych biatek. 110$¢ biatek 14-3-3 w
cytosolu, organellach oraz w potgczeniach z biatkami bton
wptywa regulacyjnie na szlaki przekazywania sygnatu oraz
catkowity metabolizm rosliny.

Poznanie czynnikéw kontrolujacych rozmieszczenie i ak-
tywnos¢ biatek 14-3-3 w komadrce pozwoli lepiej zrozumieé
wzajemne zaleznosci szlakow przekazywania sygnatu. Wy-
jasnienia wymaga rowniez rola, jaka odgrywajg monome-
ry biatek 14-3-3. Poznanie sekwencji coraz wiekszej liczby
genomoéw roslinnych, pozwala na poréwnanie zr6znicowa-
nia izoform biatek i ustalenie specyficznosci ich dziatania
[74], Wystepowanie biatek 14-3-3 w wiekszosci (jesli nie we
wszystkich) komorek eukariotycznych, daje mozliwo$¢ po-
znania wczesnych etapow ewolucji tej rodziny biatek.
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ABSTRACT

The 14-3-3 proteins are a family of highly conserved proteins found in all eukaryotes - from the yeasts to mammals. They regulate several
cellular processes recognizing unique conservative, mostly phosphorylated motif of partner proteins. Binding of the 14-3-3 proteins regula-
tes their partners through a variety of mechanisms, such as altering their catalytic activity, subcellular localization, stability or altering their
interactions with other protein molecules. The native 14-3-3 proteins are present in form of homo- and hetero-dimers. The most structurally
variable N-and C-termini are responsible for isoform specific protein-protein interactions, and cellular localization. In plant cell, 14-3-3 prote-
ins appear to play an important role in regulation of key enzymes of carbon and nitrogen metabolism, modulation ion pumps and channels.
They are also involved in signal transduction pathways and even in gene expression.
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Receptory opioidowe i ich selektywne
ligandy peptydowe

STRESZCZENIE

eceptory opioidowe typu p, 6 i « naleza do duzej grupy receptoréw zwigzanych z biat-

kiem G. Receptory opioidowe petnig wazna fizjologiczng role. Stymulacja receptoréw
opioidowych wywotuje dziatanie przeciwbdlowe, wptywa réwniez na uktad pokarmowy,
powodujac kurczenie mie$ni zwieraczy oraz hamowanie perystaltyki jelit. Odkrycie pepty-
déw opioidowych, bedacych endogennymi ligandami receptoréw opioidowych, do ktérych
naleza 5-selektywne enkefaliny, K-selektywne dynorfiny i p-selektywne endomorfiny, zapo-
czatkowato badania zaleznosci pomiedzy ich strukturg a aktywnos$cia biologiczna. W ciggu
ostatnich 30 lat zsyntetyzowano setki analogéw peptydoéw opioidowych w poszukiwaniu
zwigzkow o wiekszej aktywnosci, selektywnos$ci i odpornosci na biodegradacje niz ma to
miejsce w przypadku endogennych ligandéw. Do ich otrzymania uzyto wielu nienatural-
nych aminokwaséw, a takze r6znorodnych metod cyklizacji, usztywniajacych konformacje
peptydowa. W wyniku tych badan otrzymano analogi o bardzo duzej selektywnos$ci i powi-
nowactwie w stosunku do receptoréw p, 8 i «, zaréwno o wtasciwos$ciach agonistycznych jak
i antagonistycznych, ktére sg niezwykle przydatne w dalszych badaniach nad rolg recepto-
réw opioidowych w organizmie.

WPROWADZENIE

Opium, wysuszony sok z niedojrzatych makéwek maku lekarskiego (Papaver
somniferum), jest prawdopodobnie najstarszym farmaceutykiem znanym czto-
wiekowi i stosowanym juz ponad 2000 lat temu jako $rodek przeciwbolowy.
Opium jest mieszanina okoto 25 alkaloidow. Gtéwnym sktadnikiem opium,
odpowiedzialnym za jego przeciwbo6lowe i narkotyczne dziatanie, jest morfina,
nazwana tak od imienia starozytnego boga snu — Morfeusza. Morfina, ktéra
do dzi$ jest uzywana jako najskuteczniejszy srodek do zwalczania silnego bélu,
przy diugotrwalym stosowaniu wywotuje bardzo powazne efekty uboczne, ta-
kie jak uzaleznienie, tolerancje i depresje oddechowa.

W 1972 r. na Miedzynarodowym Kongresie Farmakologicznym w San Fran-
cisco Collier po raz pierwszy postulowat istnienie w organizmach ssakéw ,.en-
dogennej morfiny" oraz specyficznych dla niej receptoréw, poprzez ktére moze
dziata¢ rowniez morfina. Juz w rok pdézniej obecno$¢ w osSrodkowym uktadzie
nerwowym ssakdw trzech typow receptoréw opioidowych zostatla wykazana
niezaleznie przez trzy grupy badawcze. Dalsze intensywne badania doprowa-
dzity do wyizolowania z mézgu ssakow endogennych ligandéw tych recepto-
row, nazwanych peptydami opioidowymi lub opioidami, w odrdéznieniu od
opiatow, ktéry to termin uzywany jest w stosunku do alkaloidéw pochodzenia
roslinnego o wasciwosciach przeciwbdélowych inarkotycznych, takich jak mor-
fina czy heroina.

Endogenne peptydy opioidowe sg niskoczasteczkowymi zwigzkami wytwa-
rzanymiw o$rodkowym uktadzie nerwowym oraz w réznych gruczotach, takich
jak przysadka czy nadnercza. Opioidy sg odpowiedzialne za r6znorodne efekty
fizjologiczne. Do najbardziej znanych nalezy ich dziatanie przeciwbo6lowe, ale
maja tez wptyw na uktad pokarmowy.

Odkrycie peptydéw opioidowych obudzito nadzieje na znalezienie nowych
Ssrodkéw przeciwbo6lowych, pozbawionych niekorzystnych efektéw ubocznych
morfiny. Ale mimo, ze w ciggu 30 lat jakie minety od odkrycia pierwszych opio-
idow zsyntetyzowano i zbadano setki ich analogéw, poszukiwanie nowych
zwigzkow o coraz lepszym profilu farmakologicznym ciagle trwa, a morfina jest
nadal najczesciej uzywanym Srodkiem usmierzajagcym silny bol, stosowanym w
szpitalach.
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TYPY RECEPTOROW OPIOIDOWYCH

Obecnos¢ trzech typdw receptorow opioidowych, g, 5 i
k, w osrodkowym uktadzie nerwowym ssakéw zostata wy-
kazana w 1973 r. przez zespoty badawcze Snydera, Simona
i Tereniusa [1-3] na podstawie badan farmakologicznych z
uzyciem morfiny, ketazocyny i N-allilonormetazocyny oraz
nieselektywnego antagonu opioidowego naloksonu. Pra-
ce prowadzone w laboratoriach na catym Swiecie w ciggu
nastepnych lat pozwolity na doktadne scharakteryzowanie
tych trzech typow receptorow oraz stwierdzenie ich obecno-
Sci nie tylko w osrodkowym uktadzie nerwowym ssakéw,
ale rowniez w wielu tkankach obwodowych [4]. Sklonowa-
nie genoéw kodujacych biatka tych receptoréw [5-8] oraz po-
rownanie sekwencji aminokwasowych receptoréw g, 5 i k
wykazato ich znaczne podobienstwo strukturalne, a takze
pozwolito na zakwalifikowanie ich do grupy receptorow
zwigzanych z biatkiem G [9].

Szczego6towe badania receptorowe doprowadzity do zi-
dentyfikowania podtypéw receptorow opioidowych. Ist-
nienie dwaéch podtypow receptoréw g, g4i g2 potwierdzity
badania in vivo, w ktérych naloksazon hamowat dziatanie
przeciwb6lowe morfiny, ale nie blokowat wywotanego
przez nig uzaleznienia [10,11]. Podziat receptoréw 8 na
podtypy 6, is20raz receptoréw k na trzy podtypy: k, (o wy-
sokim powinowactwie), k2 (o niskim powinowactwie) oraz
k3zostat dokonany na podstawie badan farmakologicznych
in vivo [12-17].

Postulowane jest istnienie jeszcze innych typdw recepto-
row opioidowych (o, e, Ai i), ale nie zostaty one jeszcze w
petni scharakteryzowane.

RECEPTORY ZWIAZANE Z BIALKIEM G

Receptory opioidowe naleza do duzej grupy receptorow
zwigzanych z biatkiem G (GPCR, ang. G-protein-coupled re-
ceptom). Sygnaty przenoszone przez endogenne ligandy,
takie jak hormony i neurotransmitery, a takze przez egzo-
genne stymulatory (zapach, Swiatto) sg odbierane przez ko-
morki dzieki obecnos$ci tych receptoréw. Receptory GPCR
zbudowane sg z N-koncowej czesci zewngtrzkomorkowej,
siedmiu hydrofobowych a-helikalnych fragmentéw prze-
chodzacych przez btone komoérkowa oraz C-koricowej cze-
Sci wewnatrzkomaérkowej (Ryc. 1).

Ligand

TFTFTAA
LAY

Biatko G

Czgs$¢ zewnatrzkom.

L
MLRRRALRARLY

Czg$¢ wewnatrzkom,

Grpj\cop

Rycina 1. Schemat budowy receptora zwigzanego z biatkiem G.
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Biatka G skladajg sie z trzech podjednostek: Ga, majacej
zdolno$¢ wigzania nukleotydéw guaninowych (guanozyno-
5'-difosforanu, GDP i guanozyno-5'-trifosforanu, GTP) oraz
dwoch innych, potagczonych w jedng wigksza podjednostke
Gpy. Badania molekularne wykazalty, ze istniejg cztery gtow-
ne typy podjednostek Ga: Gg G;, Gqi Gir

W stanie nie pobudzonym podjednostka Gatworzy nieak-
tywny kompleks z GDP. Przytgczenie liganda do zewnatrz-
komérkowej czesci receptora wywotuje zmiany konforma-
cyjne catej czasteczki biatka receptorowego. Prowadzi to
do aktywacji biatek G poprzez zapoczatkowanie wymiany
GDP na GTP. Aktywne biatko G dysocjuje na dwie podjed-
nostki: GWGTP i Gpy, z ktorych gtdwnie pierwsza jest odpo-
wiedzialna za przeniesienie sygnatu na uktady efektorowe,
prowadzgc do metabolicznych i/lub jonowych zmian we-
wnatrz komérki [18]. Podjednostka Gaposiada wewnetrzng
aktywnos$¢ GTP-azowa, w wyniku ktdrej jej aktywna postac
ulega inaktywacji przez hydrolize GTP do GDP. Nieaktyw-
na podjednostka Gataczy sie nastepnie z podjednostka G*.

Do uktadow efektorowych, aktywowanych lub blokowa-
nych w wyniku odziatywania ligand-receptor zwigzany z
biatkiem G, zaliczamy cyklaze adenylanowg (podjednostki
Gsi G.), fosfolipaze C (Gq), fosfodiesteraze cGMP oraz ka-
naty jonowe [18]. Receptory opioidowe naleza do grupy re-
ceptoréw zwigzanych z biatkiem G./Gqg Bezposredni efekt
wywotywany przez ligandy opioidowe to hamowanie ak-
tywnosci cyklazy adenylanowej, aktywacja kanatdw pota-
sowych oraz hamowanie aktywnos$ci kanatéw wapniowych

(typu N,P,Q iR).
FUNKCJE RECEPTOROW OPIOIDOWYCH

Receptory opioidowe peinig wazng fizjologiczng role.
Stymulacja receptoréw opioidowych, przede wszystkim
receptorow g, wywotuje dziatanie przeciwbhdélowe. Recep-
tory opioidowe sa réwniez zaangazowane w regulacje tem-
peratury, cisnienia krwi, czynnos$ci uktadu oddechowego,
pokarmowego oraz proces6w odpornosciowych.

ENDOGENNE PEPTYDY OPIOIDOWE

»Typowe" endogenne peptydy opioidowe, do ktorych za-
liczamy enkefaliny, p-endorfine i dynorfiny, wywodzg sie z
trzech prekursoréw, pro-enkefaliny, pro-opiomelanokorty-
ny i pro-dynorfiny, syntetyzowanych w komérkach uktadu
nerwowego itkankach obwodowych [19-22], Peptydy nale-
zace do tej grupy zawierajg N-koncowga sekwencje Tyr-Gly-
Gly-Phe. ,, Typowe" endogenne peptydy opioidowe sg mato
selektywne. Enkefaliny ([Leu]-enkefalina i [Met]-enkefali-
na) maja wysokie powinowactwo do receptora 8 i niskie do
receptora g. p-Endorfina wigze sie w jednakowym stopniu
z receptorami g i 8, dynorfiny A i B gtéwnie z receptorem «
oraz, w mniejszym stopniu, z receptorami g i 8.

Do grupy endogennych peptydéw opioidowych zalicza-
my rowniez endomorfine-1 i endomorfing-2. Oba te pepty-
dy wywodzg sie prawdopodobnie z jednego prekursora,
0 nieznanej sekwencji i miejscu syntezy [23]. Sekwencja
aminokwasowa endomorfin jest odmienna od sekwencji
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Tabela 1. Endogenne peptydy opioidowe ssakéw.

| Prekursor Peptyd

Pro-enkefalina [Leujenkefalina

[Met]enkefalina

Pro-opiomelanokortyna P-endorfina

Pro-dynorfina dynorfina A

dynorfina A(1-8)
dynorfina B

a-neoendorfina
P-neoendorfina

Nieznany endomorfina-1
endomorfina-2

Sekwencja

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Tyr-Gly-Gly-Phe-Me

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
-Ala-lle-lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-
-Glu

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-

-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-
-Val-Val-Thr

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro

Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2
Tyr-Pro-Phe-Phe-NH.,

Powinowactwo
6.,p

(5»p)

p.8
(p=5)

k, p, 8
(K»p I5)

~typowych" peptydéw opioidowych, poniewaz sg krétsze,
zawierajg reszte Pro w pozycji 2 i majg amidowany C-ko-
niec (Tabela 1).

-NIETYPOWE PEPTYDY OPIOIDOWE"

~Nietypowe" peptydy opioidowe zostaty wyizolowane
zar6wno z mozgu i réznych ptyndw ustrojowych ssakow,
jak i ze skéry ptazéw. Wywodzg sie one z wielu réznych
biatek prekursorowych i maja zréznicowane sekwencje
aminokwasowe. Ich wspdlng cecha jest obecnos¢ N-kon-
cowej Tyr [24] oraz co najmniej czteroaminokwasowej sek-
wencji.

Pierwszg wyodrebniong grupa ,,nietypowych" peptydéw
opioidowych byty (3-kazomorfiny, otrzymane przez hydro-
lityczng fragmentacje biatka mleka (3-kazeiny [25] oraz ich
pochodna morficeptyna. Peptydy z grupy hemorfin wyod-
rebniono przez trawienie enzymatyczne biatek krwi. W p6z-
niejszym czasie hemorfiny wyizolowano réwniez z mézgu,
osocza i ptynu mézgowo-rdzeniowego [26], Wazng grupe
Lhietypowych" peptydéw opioidowych stanowig zwigzki
otrzymane z wydzieliny skdry ptazéw: g-selektywna der-
morfina oraz 6-selektywne dermenkefalina i deltorfiny Ii Il,
charakteryzujgce sie bardzo wysokim powinowactwem do

Tabela 2. ,,Nietypowe" peptydy opioidowe.
Pochodzenie Peptyd

P-Kazeina P-kazomorfina bydta (1-7)
P-kazomorfina cztowieka (1-7)
morficeptyna

Hemoglobina hemorfina-4

Skora ptazow dermorfina
dermenkefalina
deltorfina |
deltorfina Il

Podwzgdrze bydta Tyr-MIF-1

Kora mézgowa cztowieka

Podwzgérze bydta Tyr-W-MIF-1

Kora mézgowa cztowieka
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receptorow opioidowych ssakow [27,28]. Do grupy ,niety-
powych" peptydéw opioidowych zaliczamy réwniez dwa
peptydy wyizolowane z mézgu, Tyr-MIF-1 i Tyr-W-MIF-1
[29-31] (Tabela 2).

SELEKTYWNE LIGANDY RECEPTOROW
OPIOIDOWYCH

Odkrycie receptoréw opioidowych oraz wyizolowanie
pierwszych peptydow opioidowych prawie 30 lat temu
zapoczatkowato intensywne badania majgce na celu wy-
jasnienie ich roli i mechanizmu dziatania w organizmie.
Ustalenie funkcjonalnych réznic pomiedzy poszczegdlny-
mi typami receptoréw opioidowych iich fizjologicznej roli
wymaga metod pozwalajgcych na aktywacje tylko jednego
typu receptora. Do tego celu niezbedne sg analogi ago-
nistyczne i antagonistyczne o wysokiej selektywnosci w
stosunku do receptoréw p, 8 i k. R6znorodne modyfikacje
chemiczne znanych, naturalnych peptydéw doprowadzity
do otrzymania analogéw o zwiekszonym powinowactwie
i/lub selektywnos$ci w stosunku do poszczeg6lnych typow
receptoréw opioidowych. Obecnie znane sg juz bardzo se-
lektywne analogi o wasciwosciach zardwno agonistycz-
nych jak i antagonistycznych dla trzech gtéwnych typow
receptoréw opioidowych.

Sekwencja Powinowactwo
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle F
Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-lle E
Tyr-Pro-Phe-Pro-NH” E
Tyr-Pro-Trp-Thr F
Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH, E
Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-AspNH, 5
Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH2 8
Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH, 8
Tyr-Pro-Leu-Gly-NH, F
Tyr-Pro-Trp-Gly-NH, =
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LIGANDY RECEPTORA A

Leu-enkefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) i Met-enkefali-
na (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) byty pierwszymi endogennymi
peptydami opioidowymi wyizolowanymi z moézgu [32].
Wykazujg one umiarkowane powinowactwo i selektywno$¢
do receptora 5 i ulegaja szybkiej biodegradacji. W wyniku
modyfikacji sekwencji enkefalin, polegajacych na wstawia-
niu reszt aminokwasowych o konfiguracji D lub wydtuza-
niu tafncucha peptydowego, otrzymano analogi syntetyczne
0 zwiekszonej 5-selektywno$ci: DADLE (Tyr- D-Ala-Gly-
Phe- D-Leu) [33], DSLET (Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr) [34]
1DTLET (Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Leu-Thr) [35]. Peptydy te sg
szeroko wykorzystywane do charakteryzacji receptora 6
oraz badania jego fizjologicznej roli i rozmieszczenia w
tkankach [35-38].

Wprowadzenie penicyloaminy (Pen, (3,|3-dimetylocystei-
na) do sekwencji enkefalin pozwolito na otrzymanie dwéch
cyklicznych analogéw: DPDPE [Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-D-
Pen)] i DPLPE [Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-Pen)], wykazujgcych
duzag selektywno$¢ w stosunku do receptora 5 [39-41],
Usztywnienie czasteczek tych peptydéw byto wymuszone
przez obecno$¢ mostka disulfidowego pomiedzy atomami
siarki w tancuchach bocznych Pen jak réwniez przez obec-
no$¢ geminalnych grup metylowych w tym aminokwasie.

COOH
HS

NH,
Pen

Pod koniec lat 80-tych ze skory ptazéw wyizolowano
serie peptydéw o zadziwiajaco wysokim powinowactwie
do receptoréw opioidowych ssakoéw [27], Dermenkefali-
na (Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH2, deltorfina |
(Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH2 i deltorfina Il (Tyr-
D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2 okazaty sie wyjatkowo
selektywne w stosunku do receptora 6. Zwigzki te, jak row-
niez g-selektywna dermorfina, sg pierwszymi endogenny-
mi peptydami pochodzenia zwierzecego, ktore posiadajg w
swej sekwencji reszte aminokwasowg o konfiguracji D. Ten
fenomen jest wynikiem post-translacyjnej enzymatycznej
konwersji chiralnosci [42], Obecno$¢ w sekwencji D-ami-
nokwasu, wystepujacego zawsze w pozycji 2 decyduje o
wysokim powinowactwie tych peptydéw do receptorow
opioidowych oraz ich duzej odpornosci na biodegradacje
[27, 42-45].

Sposréd peptydow wyizolowanych ze skéry ptazéow
deltorfina Il posiada najwiekszg selektywno$¢ w stosunku
do receptora 5, a dermenkefalina jest najmniej selektywna.
Zarobwno powinowactwo jak i selektywnosé deltorfin i der-
menkefaliny do receptora 6 sa 0 2-3 rzedy wielkos$ci wiek-
sze w poréwnaniu z enkefalinami. Z tego wzgledu peptydy
pochodzace ze skdry ptazéw sg szeroko wykorzystywane w
réznych testach biochemicznych oraz, w znakowanej izoto-
powo formie, jako ligandy w badaniach receptorowych.

W 1992 r. Schiller i wsp. [46] otrzymali serie antagonéw
receptora 5 dzigki wprowadzeniu do sekwencji peptydow
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opioidowych kwasu 1,2,3,4-tetrahydroizochinolilo-3-kar-

boksylowego (Tic).
COOH
CCw

Uzycie Tic pozwolito na usztywnienie czasteczki pepty-
du i wprowadzenie dodatkowego pierscienia aromatycz-
nego, co spowodowato zwiekszenie hydrofobowosci. Dwa
prototypowe peptydy otrzymane przy uzyciu Tic, bedace
selektywnymi antagonami receptora 5, to Tyr-Tic-Phe-Phe
(TIPP) i Tyr-Tic-Phe-Phe-NH2 (TIPP-NH2. Ich synteza
stanowita przetom w poszukiwaniach antagonow recep-
tora 6 o budowie peptydowej. TIPP wykazuje nanomolo-
we powinowactwo i wyjagtkowg selektywno$¢ w stosunku
do receptora 6 [45]. Jego amid, TIPP-NH2 byt pierwszym
otrzymanym peptydem, bedacym jednoczes$nie g-agonem i
5-antagonem. Peptydy opioidowe o0 mieszanych wtasciwos-
ciach g-agonistycznych/6-antagonistycznych sa uwazane
za potencjalne srodki farmakologiczne o dziataniu przeciw-
bélowym, nie powodujgce tolerancji i uzaleznienia, tak jak
typowe opioidy [46].

Dalsza modyfikacja TIPP, polegajgca na zastgpieniu Tyr
nowym nienaturalnym aminokwasem, 2,6-dimetylotyrozy-
ng (Dmt) [47], pozwolita na otrzymanie analogu o wyjatko-
wo duzym powinowactwie do receptora 5 i stata sie prze-
tomem w syntezie analogéw peptydéw opioidowych [48],
Zastapienie Tyrlprzez Dmt w roznych grupach peptydow
opioidowych pozwolito otrzymac¢ zwigzki o niezwykle wy-
sokiej aktywnosci [49-54].

Dmt

LIGANDY RECEPTORA g

Morfina byta pierwszym poznanym egzogennym ligan-
dem receptora p, natomiast przez prawie 30 lat nie byt zna-
ny zaden endogenny ligand tego receptora, pochodzacy z
organizmu ssakow.

Wczesne préby otrzymania analogow selektywnych w
stosunku do receptora p polegaty na modyfikowaniu enke-
falin. Jednym z pierwszych ijednoczes$nie najbardziej g-se-
lektywnych analogéw tej grupy byt DAMGO (Tyr-D-Ala-
Gly-MePhe-Gly-ol) [33],

Dermorfina (Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,),
otrzymana ze skéry potudniowo-amerykarnskiego gatunku
zaby Phyllomedusa sauvagei [27] jest zaliczana do ligandow
receptora g o wyjatkowo duzym powinowactwie. W prze-
ciwienstwie do znanych peptydéw pochodzacych z orga-
nizméw ssakéw, dermorfina zawiera w pozycji 2 reszte
aminokwasowg o konfiguracji D (tak jak 5-selektywne del-
torfiny i dermenkefalina), co czyni jg odporng na degradacje
enzymatyczng [55].
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Przez wiele lat poszukiwania w mézgu iinnych tkankach
ssakow endogennego liganda receptora g nie dawaty ocze-
kiwanych rezultatdw. Dopiero w latach dziewiecdziesia-
tych efektem tych poszukiwan byto wyizolowanie z mézgu
dwoch peptydéw: Tyr-MIF-1 (Tyr-Pro-Leu-Gly-NH,) i Tyr-
W-MIF-1 (Tyr-Pro-Trp-Gly-NH2 o wysokiej selektywnosci,
ale niskim powinowactwie do receptora g [29-31]. Systema-
tyczne podstawianie naturalnych aminokwaséw w pozycje
1, 2 i 3 tych peptydéw dato tylko nieaktywne analogi. W
1997 r. Zadina i wsp. [23] zsyntetyzowali serie pochodnych
Tyr-W-MIF-1, podstawionych w pozycji 4 kolejno wszyst-
kimi naturalnymi aminokwasami. Jeden z otrzymanych
peptydéw, Tyr-Pro-Trp-Phe-NH7 charakteryzowat sie nie-
zwyktym powinowactwem (0,36 nM) i selektywnoscia do
receptora g, a takze silnymi wtasnosciami przeciwhoélowy-
mi. Ten nowy peptyd, nazwany endomorfing-1, zostat na-
stepnie wyizolowany z mézgu wraz z drugim peptydem,
endomorfing-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2, r6znigcym sie tylko
reszte aminokwasowa w pozycji 3. Endomorfina-1 i endo-
morfina-2, ze wzgledu na ich niezwykle wysoka selektyw-
nos¢ (stosunek 5/g odpowiednio 4000 i 12000) i lokalizacje
w moézgu, zostalty uznane za endogenne ligandy receptora

Sekwencja aminokwasowa endomorfiny-1 i -2 rozni sie
od sekwencji typowych peptydéw opioidowych, zawiera-
jacych N-koncowy fragment Tyr-Gly-Gly-Phe i wolny kwas
na C-koncu. Taka sama jak w endomorfinie-1 sekwencja
trzech pierwszych reszt aminokwasowych (Tyr-Pro-Trp)
znajduje sie réwniez w Tyr-W-MIF-1, ale powinowactwo
tego peptydu do receptora g jest o 2 rzedy wielko$ci mniej-
sze. Identyczng jak w endomorfinie-2, N-kofAcowa sekwen-
cje Tyr-Pro-Phe, zawiera morficeptyna, ale jej powinowa-
ctwo do receptora g jest rowniez znacznie nizsze.

Peptydowe analogi o wiasnosciach antagonistycznych w
stosunku do receptora g zostaty odkryte nie, jakby sie tego
nalezato spodziewaé, poprzez modyfikacje peptydow opio-
idowych, ale poprzez modyfikacje somatostatyny, ktéra jak
wykazano, wigze sie w niewielkim stopniu z receptorami
opiocidowymi w mézgu [56]. Hruby iwsp. [57] zsyntetyzo-
wali serie analogéw somatostatyny, zmodyfikowanych w
kierunku zwiekszenia ich powinowactwa do receptora g z
jednoczesnym obnizeniem powinowactwa do receptoréow
somatostatynowych. Jeden z otrzymanych analogéw, CTP
[D-Phe-c(Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Pen)-Thr-NHZ, pochod-
na analogu somatostatyny RC-121, wykazywat duzg selek-
tywnos¢ do receptora g i odpornos$¢ na biodegradacje [57-
59], Dalsze modyfikacje pozwolity na otrzymanie dwoch
najbardziej g-selektywnych antagonéw w tej grupie, CTAP
[D-Phe-c(Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen)-Thr-NH? i CTOP
[D-Phe-c(Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen)-Thr-NHJ.

Modyfikacje peptydéw opioidowych réwniez doprowa-
dzity do otrzymania ligandéw receptora p o whasciwosciach
antagonistycznych [60,61].

LIGANDY RECEPTORA «

Dynorfina A (Dyn A, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-
Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-GIn) byta pierwszym
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wyizolowanym endogennym ligandem receptora K-opio-
idowego [62]. W pOzniejszych badaniach odkryto kolejne
peptydy z tej grupy, dynorfine B oraz a- i p-neoendorfiny
[63,64]. Dyn A charakteryzuje sie niezbyt wysoka selek-
tywnoscig w stosunku do receptora «. wigze sie bowiem
réwniez, cho¢ w mniejszym stopniu, z receptorami g i 5.
Sekwencja Dyn A jest do$¢ niezwykta, jej N-koncowy seg-
ment stanowi czasteczka Leu-enkefaliny, zwraca tez uwage
obecno$¢ duzej liczby reszt aminokwasowych o charakterze
zasadowym.

Agonistyczne analogi liganddw receptora « majg obiecu-
jace whasciwosci jako potencjalne $rodki przeciwbdlowe nie
powodujgce uzaleznienia, natomiast analogi antagonistycz-
ne moga okaza¢ sie przydatne w leczeniu uzaleznienia.
Przez dtugi czas proby otrzymania selektywnych antago-
now tego receptora nie dawaty oczekiwanych rezultatow.
Lu i wsp. [65] otrzymali ciekawe wyniki, wstawiajagc w po-
zycje 1 do sekwencji Dyn A(1-11)-NF12nowy nienaturalny
aminokwas kwas (2S)-2-metylo-3-(2,6-dimetylo-4-hydroksy

i :ﬁ _COOH
\‘/
HO™ -

fenylo)propionowy [(2S)-Mdp].

(2S)-Mdp

W otrzymanym analogu, nazwanym dynantyng, N-kon-
cowa grupa aminowa, obdarzona fadunidem dodatnim,
zostata zastgpiona przez grupe metylowag. Dynantyna jest
pierwszym peptydowym antagonistycznym analogiem re-
ceptora« es1.

PODSUMOWANIE

Prowadzone od dziesiecioleci poszukiwania $rodka
usmierzajgcego silny bol, ktéry mogtby zastagpi¢ morfine, a
jednoczes$nie bytby bezpieczny dla organizmu, nie powo-
dujacy uzaleznienia i aktywny przy podaniu doustnym, jak
dotad nie zakonczyty sie sukcesem. Przyczynity sie jednak
do intensywnych badan nad receptorami opioidowymi i do
odkrycia endogennych ligandéw tych receptoréw. Badania
zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnosciag biologiczng
peptydoéw opioidowych, mozliwe dzieki otrzymaniu setek
syntetycznych analogoéw, pozwolity na wyselekcjonowanie
zwigzkow o wysokim powinowactwie w stosunku do po-
szczegOblnych typdw receptoréw opioidowych. Dostepno$é
tych analogéw umozliwia dalsze szczegdtowe badania nad
rolg i sposobem dziatania opioidow w organizmie i moze w
przysztosci doprowadzi¢ do znalezienia bezpiecznego od-
powiednika morfiny.
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