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DO PRZYSZLYCH AUTOROW ARTYKULOW PUBLIKOWANYCH NA £tAMACH ,,POSTEPOW BIOCHEMII"

Szanowni Panstwo,

Moj staz w redakcji kwartalnika ,,Postepy Biochemii”, w momencie oddania trzeciego numeru czasopisma do druku, to osiem miesigcy. Zbyt
krotko zeby pozna¢ wszystkie tajniki tej pracy, ale na tyle dtugo, zeby przekonac sie, ze czasopismo, oprécz grona zagorzatych Czytelnikéw ma
grono petnych pisarskiej weny i wiernych Autoréw, bez ktérych jego byt bytby podobny swoja trwatoscig do mydlanej banki. To dla Czytelnikéw
i Autorow zespot redakeyjny dba o wysoki poziom merytoryczny czasopisma i o to aby czasopismo stawato sie coraz ciekawsze, coraz bardziej
atrakcyjne, i by wychodzito naprzeciw zapotrzebowaniom $rodowiska biochemikéw w naszym kraju. ,,Postepy Biochemii" majg w tym wzgledzie
niezbywalne i niezaprzeczalne tradycje, a ich wysoka pozycje jako czasopisma ugruntowuje obecnos$¢ w tak liczacej sie bazie danych jak Pub-Med.
Wiekszos$¢ wydawcow czasopism zagranicznych uwaza brak indeksacji czasopisma w tej bazie danych jako, cytuje, "eutanazja czasopisma".

Ale Swiat redakcji bez klopotéw, ktérej praca skupia sie li tylko na dbatosci o wysoki poziom artykutéw, jest oczywista mrzonka. Twarda
rzeczywisto$¢, z ktérg mamy ostatnio do czynienia, wskazuje, jak wiele zalezy od sponsoréw, dotacji i cztonkéw Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, ktérzy czuja sie w obowiazku optacac¢ regularnie sktadki cztonkowskie, méwiac dosadnie od pienigdzy. Dlatego rozumiem posunigcie
Zarzadu Gtownego Towarzystwa, ktory reagujac na goraca ,,sytuacje finansowg" wydawanych czasopism, zmuszony byt w nagtym trybie podja¢
mato popularng i bolesng decyzje o wprowadzeniu czeSciowych optat za druk artykutdéw w 2006 roku. To w oczywisty sposob zaburzyto normalng
prace redakcji, ktora pracuje nad artykutami przeznaczonymi do druku w 2006 roku.

Redakcja nikomu nie zamyka drogi do publikowania artykutéw na tamach ,,Postepéw Biochemii"” ze wzgledéw finansowych; jedynym kryte-
rium wazacym o opublikowaniu artykutu jest jego warto$¢ merytoryczna i zgodno$¢ z profilem czasopisma. Spiesze z zapewnieniem tych wszyst-
kich, ktorym przyszte losy ,,Postepéw Biochemii" lezg na sercu, ze optaty pobierane od Autoréw nie sg jedynym sposobem zdobywania srodkéw
finansowych i ze czynimy wiele, zeby sytuacje kwartalnika poprawi¢. W tym miejscu chciatbym podzigkowaé Dyrektorom Polskiej Sieci Biologii
Komérkowej i Molekularnej UNESCO/PAN, profesorowi Andrzejowi B. Legockiemu i profesorowi Jerzemu Duszynskiemu, za przyznanie $rod-
koéw finansowych na czesciowe pokrycie kosztéw wydania kwartalnika ,,Postepy Biochemii" w zmienionej szacie graficznej w 2005 roku.

Wierze, ze Swiadomo$¢ koniecznosci wnoszenia czeSciowej optaty za druk bedzie miata takze zbawienny wptyw na Autoréw i ich artykuty, na
zwieztos¢ stylu, na dokonanie wiasciwego wyboru materiatu ilustracyjnego i liczbe cytowanych pozycji literaturowych tak, ze w przysztosci arty-
kuty przegladowe w ,,Postepach Biochemii" beda by¢ moze krotsze, ale, paradoksalnie, beda niosty wiecej tresci. Ze swej strony redakcja przyrzeka
uczyni¢ wszystko, by zminimalizowa¢ koszty ponoszone przez Autoréw prac.
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Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego

www.nencki.gov.pl

Profesor Jerzy Duszynski
Dyrektor Instytutu

ul. Pasteura 3; 02-093 Warszawa
e-mail: dyrekcja@nencki.gov.pl

Marceli Nencki, urodzony w 1847
roku, byt uczonym o Swiatowej stawie.
Jego dorobek naukowy stworzyt pod-
waliny takich podstawowych dziatow
biochemii jak struktura oraz funkcja
biatek, metabolizm i kataliza enzyma-
tyczna. Wybitnymi dokonaniami Mar-
celego Nenckiego byly prace poswie-
cone strukturze hemoglobiny, syntezie
mocznika i przemianom puryn. Profe-
sor Nencki byt wieloletnim dyrekto-
rem Medizinisch-Chemisches Institut
w Bernie. W 1891 roku zwigzat sie z In-
stytutem Medycyny Doswiadczalnej
w St. Petersburgu. Zmart przedwecze-
$nie w 1901 roku.

Fot. 1. Gamach Instytutu Biologii Do$wiadczalnej
PAN im. Marcelego Nenckiego w Warszawie, przy
ulicy Pasteura 3.

Instytut im. Marcelego Nenckiego
powstat w Warszawie z inicjatywy
uczniéw i wspotpracownikéw profe-
sora Nenckiego. W 1911 roku Zarzad
Towarzystwa Naukowego Warszaw-
skiego podjgt uchwate o utworzeniu
»Instytutu Biologicznego im. Marcele-
go Nenckiego". Instytut zaczat w petni
dziata¢ w 1918 roku, do czego wydat-
nie przyczynity sie entuzjazm po od-
zyskaniu przez Polske niepodlegtosci
i wsparcie inteligencji warszawskie;j.
Pierwszym dyrektorem Instytutu zostat
profesor Kazimierz Biataszewicz. Juz
w okresie miedzywojennym Instytut
Nenckiego stat sie wiodgca placowka
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biologiczna w kraju. Do takiej roli pre-
dysponowata Instytut wybitna kadra,
nowoczesny warsztat, tematyka ba-
dawcza i bogata biblioteka. Utworzony
poczatkowo z trzech zaktadéw Towa-
rzystwa Naukowego Warszawskiego
(Zaktadu Fizjologii, Zaktadu Biologii
Ogodlnej i Zaktadu Neurobiologii), w la-
tach 20-tych powigkszyt sie o Zaktady
Embriologii Doswiadczalnej, Morfolo-
gii i Biometrii. Powstala takze sie¢ sta-
cji terenowych, dzieki ktérym Instytut
stat sie kolebka polskiej hydrobiologii
i oceanografii; najpierw Stacja Hydro-
biologiczna nad Wigrami, p6zniej Sta-
cja Morska na Helu i Stacja Rzeczna
w Pinsku. Gtdwnym zrédiem autory-
tetu Instytutu i jego wptywu na rozwoj
biologii w Polsce byly uksztattowane
w ciggu dwoch dekad przedwojennej
dziatalnosci szkoty naukowe - fizjolo-
gii i biochemii poréwnawczej (profesor
Kazimierz Biataszewicz), protozoologii
doswiadczalnej (profesorowie Jan i Sta-
nistawa Dembowscy), etologii (profe-
sor Romuald Minkiewicz) oraz polska
szkota limnologiczna (profesorowie Al-
fred Litynski i Mieczystaw Bogucki).

Fot. 2. W 2004 roku Instytut $wietowat 85-tg rocznice
swojego powstania. Z tej okazji fotografia zbiorowa
pracownikéw.

Wojna zniszczyta znaczacy majgtek
Instytutu, zgineto wielu jego pracow-
nikéw. Dzieki tym, ktdérzy przezyli,
Instytut juz w 1945 roku reaktywowat
swojg dziatalno$¢. Poczatkowo miescit
sie w czteropokojowym mieszkaniu
w todzi. Szczegdélne zastugi w tym
pionierskim okresie powojennym majg
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profesorowie Wiodzimierz i Stella Nie-
mierko (Zaktad Biochemii), Jan i Stani-
stawa Dembowscy (Zaktad Biologii),
Jerzy Konorski i Liliana Lubinska (Za-
ktad Neurofizjologii). Wymienieni pro-
fesorowie odtworzyli laboratoria, roz-
poczeli prace badawcze i zgromadzili
wokot siebie zdolng miodziez, z ktérej

Fot. 3. Co roku w Instytucie odbywa sie sesja nauko-
wa, ktorej towarzyszy piknik w ogrodzie przed Insty-
tutem.

znakomita wiekszo$¢ kontynuowata
swa kariere naukowa w Instytucie im.
Marcelego Nenckiego przez wiele lat.
Z chwilg powstania Polskiej Akademii
Nauk, Instytut zostat wigczony w jej
strukture. W latach 1953-55 wszystkie
zespoty badawcze przeniosty sie do
Warszawy, do specjalnie wybudowa-
nej siedziby przy ulicy Pasteura 3.

W ciggu ostatniego poétwiecza Insty-
tut przeszedt wiele zmian organizacyj-
nych, utrzymujac jednak wiekszo$¢ do-
tychczasowych kierunkéw badawczych
i wzbogacajagc swoja dziatalnos¢ o sze-
reg nowych. Obok dziatajgcych od lat
Zaktadow Neurofizjologii, Biochemii
Komérki, Biochemii Miesni, Biologii
Komérki, utworzono w 1997 roku Za-
ktad Neurobiologii Molekularnej i Ko-
morkowej. Powotano wiele nowych la-
boratoriéw zaréwno badawczych, jaki
i aparaturowych. Obecnie w Instytucie
pracuje okoto 300 os6b.

Specyfikg Instytutu Biologii Do-
Swiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
jest interdyscyplinarny charakter pro-
wadzonych badan. Ich przedmiotem
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sg uktady biologiczne o r6znym stop-
niu ztozonosci, a wiec cate organizmy,
tkanki, komérki, organelle komérko-
we, ale réwniez struktura, wiasciwosci
i funkcje poszczegélnych biatek oraz
badania na poziomie genomu. W ostat-
nich latach Instytut koncentruje swoje
zainteresowania na zagadnieniach z za-
kresu neurobiologii. W Instytucie dzia-
ta Europejskie Centrum Doskonatosci
w Neurobiologii o nazwie BRAINS,
finansowane w ramach projektéw na-
ukowych Unii Europejskiej. Dodatko-
wo Instytut wspdipracuje z czotowy-
mi instytucjami naukowymi na catym
Swiecie, organizuje miedzynarodowe
konferencje i warsztaty naukowe.

A oto przyktady badan prowadzo-
nych w Instytucie Nenckiego. W Za-
ktadzie Biologii Komorki, przy uzyciu
nowoczesnych metod biochemicznych,
biofizycznych oraz biologii molekular-
nej, prowadzone sg badania nad regu-
lacja endo- i egzocytozy, morfogeneza
i procesami przekazywania sygnatow
prowadzacych do réznych odpowiedzi
ruchowych w komérkach tkankowych
i jednokomorkowych Eukaryota, a tak-
ze nad funkcjg i strukturg mechanoczu-
tych kanatéw jonowych w btonie cyto-
plazmatycznej E. coli.

Fot. 4. Wizyta ekspertow europejskich podczas prze-
gladu Instytutu we wrze$niu 2003 roku.

Zaktad Biochemii Komoérki zajmuje
sie badaniami proces6w generowa-
nia energii w komorkach ssakéw oraz
molekularnymi podstawami proceséw
starzenia. Dodatkowo w Zaktadzie ba-
dane sg funkcje biatek wigzacych jony
wapnia i fosfolipidy oraz kanatéw jo-
nowych w btonach wewnatrzkomérko-
wych. W obrebie zainteresowan grup
badawczych Zaktadu zaczynajg by¢
robwniez zagadnienia psychoneuroim-
munologii i mechanizmoéw choréb neu-
rodegeneracyjnych.

Tematyka Zaktadu Biochemii Migsni
koncentruje sie wokét struktury i funk-
cji biatkowych motoréw biologicznych
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i biatek regulujgcych ich aktywnosc.
Celem badan jest poznanie molekular-
nych mechanizméw skurczu r6znego
typu komdrek. W badaniach stosuje sie
najnowszej generacji metody biologii
molekularnej, fizykochemiczne i mi-
kroskopie elektronows.

Badania prowadzone w Zakladzie
Neurofizjologii obejmuja szeroki wa-
chlarz zagadnien biologii moézgu, po-
czawszy od mechanizmoéw molekular-
nych i komérkowych, az do integra-
cyjnej aktywnosci sieci neuronowych
i zachowania sie zwierzat i ludzi. Ba-
dania prowadzone sg zarébwno z za-
stosowaniem metod tradycyjnych (np.
warunkowanie, testy behawioralne),
jak i najnowszych technik neuroche-
micznych, histologicznych, elektrofi-
zjologicznych, neuroinformatycznych
oraz modelowania. W ramach Zaktadu
pracuja tez pracownie psychologiczne
zajmujace sie badaniami uktadu wzro-
kowego i stuchowego oraz zrdznico-
wania miedzypo6tkulowego i zaburzen
mowy. Zespo6t etologii prowadzi obser-
wacje zachowania si¢ owadow, zaréw-
no w laboratorium, jak i w terenie.

W Zaktadzie Neurobiologii Mole-
kularnej i Komérkowej prowadzi sie
badania nad podstawami funkcjono-
wania komoérek uktadu nerwowego.
W szczegolnosci prace te ogniskuja sie
wokét zjawisk plastycznosci neuronal-
nej, programowanej $mierci komorek
nerwowych, szlakéw przekazywa-
nia informacji wewnatrzkomorkowej,
w tym roli biatek wigzacych wapn, oraz
proceséw transportu przez btony bio-
logiczne i bariere krew-mézg. Badania
te prowadzone sg z wykorzystaniem
nowoczesnych technik biologii komor-
kowej i molekularnej oraz biochemii,
m.in. hodowli komoérkowych, immu-
nochemii, metod badania czynnosci
biatek i genéw oraz ich regulacji przez
czynniki transkrypcyjne, klonowania
genéw i modyfikacji genetycznej ko-
morek, a takze catych organizméw.

Blizszych informacji dotyczacych za-
gadnien badawczych poszczegélnych
laboratoriow i zakladéw mozna uzy-
ska¢ na internetowej stronie Instytutu
http://www.nencki.gov.pl w doku-
mencie - ,,Nencki Institute profile”.

Zasygnalizowana powyzej tema-
tyka badawcza dowodzi, ze Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. Marcele-
go Nenckiego jest miejscem, ktére daje

mozliwos$¢ rozwoju naukowego i opa-
nowania wielu nowoczesnych technik
badawczych. Instytut jest placéwka
otwartg i dynamicznie zmieniajaca sie.
Wiosng kazdego roku odbywa sie na-
bor uczestnikéw Studium Doktoranc-
kiego Instytutu. Informacje o naborze
i dziatalnosci Studium mozna znalez¢
na stronie internetowej Instytutu lub
bezposrednio w Sekretariacie Studium
(a.bujalska@nencki.gov.pl). Co roku na
studium doktoranckie przyjmowanych
jest 15-20 oséb. Aktualnie w Instytucie
pracuje 99 doktorantéw. Wykonanie
doktoratu w Instytucie otwiera moz-
liwo$¢ zatrudnienia w najlepszych
Swiatowych placowkach naukowych.
Po udanym stazu zagranicznym absol-
wenci Studium Doktoranckiego majg
perspektywe pracy w Instytucie, a na-
wet otwarcia witasnego laboratorium.
W Instytucie zdajemy sobie sprawe
z niebezpieczenstw, jakie niesie dla
instytucji naukowej bazowanie jedy-

Fot. 5. Wizyta Prezesa PAN profesora Andrzeja B.
Legockiego i Prezesa Narodowego Banku Polskiego,
profesora Leszka Balcerowicza, w Instytucie w 2005
roku.

nie na witasnych wychowankach, tak
zwany ,chéw wsobny kadr". Szcze-
gélnie ogranicza on rozwdéj nowator-
skich tematyk badawczych. Dlatego
co jaki$ czas, publicznie ogtaszany jest
konkurs na otwarcie nowej pracowni.
Ogtoszenie o ostatnim z nich ukazato
sie w Nature z 21 kwietnia 2005 roku.
Do tego konkursu zgtosito sie 16 kan-
dydatéw z catego $wiata.

Jestem przekonany, ze Instytut Bio-
logii Doswiadczalnej jest miejscem, kto-
re stwarza doskonate warunki rozwoju
naukowego i jest jedng z najbardziej
dynamiczniej rozwijajacej sie placéwek
naukowych w naszym kraju. Zapra-
szam do Instytutu przede wszystkim
doktorantéw, ale nie mniej gorgco bar-
dziej juz doswiadczonych naukowcow.
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List do Ministra Nauki i

Szanowny Pan

Prof. dr hab. Michat Kleiber

Minister Nauki

Ministerstwo Nauki i Informatyzacji
ul. Wsp6élna 1/3

00-529 Warszawa

Szanowny Panie Ministrze,

zblizajg sie decyzje dotyczgce kwe-
stii zywotnej dla placowek Polskiej
Akademii Nauk, a mianowicie sposobu
finansowania ich dziatalnosci w roku
2006. Trudna sytuacja ptacowa w tych
placéwkach, bedaca przedmiotem
wzrastajgcego niepokoju naszego $ro-
dowiska, jest Swietnie juz znana Panu
Ministrowi z pism prof. Andrzeja Le-
gockiego, Prezesa PAN, zeby wspo-
mnieé choéby to z 24.03.2005 roku, skie-
rowane na rece Szefa Kancelarii Preze-
sa Rady Ministrow. W nawigzaniu do
tej sprawy, trzeba stwierdzi¢, ze wcigz
sg aktualne spostrzezenia dotyczace
sytuacji finansowej placéwek PAN,
wytozone przez profesoréw S. Byline
iJ. Lipkowskiego trzy lata temu, w li-
Scie otwartym Rady Dyrektoréw na-
szych placowek z 10.04.2002 roku. Jest
gteboko deprymujace, ze co roku przed
kolejnymi decyzjami budzetowymi,
musimy wcigz przypominaé o tych sa-
mych problemach i powtarzaé¢ te same
argumenty. Sprawa wieloletniego nie-
dofinansowania nauki a szczegdlnie
specjalistycznych instytutow badaw-
czych, skupionych w pionie PAN, musi
jednak raz jeszcze by¢ podjeta. Totez
przypominamy o tej sprawie i pona-
wiamy z uporem nasze postulaty. Je-
steSmy bowiem przekonani, ze przy-
pominanie o tym jest nie tylko zwykig
walka o pienigdze ale w istocie proba
opowiedzenia sie za swoistg - naszym
zdaniem wartosciowag - wizjg spote-
czenstwa.

Twierdzimy, ze badania podsta-
wowe sg nie tylko stymulatorem roz-
wigzan technicznych. Sg tez (a moze
przede wszystkim) proba obiektywi-
zacji rzeczywistosci. To tu, na terenie
tych nauk, nasza cywilizacja zrodzita
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iutrzymuje kryteria pozwalajgce odroz-
ni¢ prawde od nieprawdy. To tu, w dy-
namice poznania, zawarty jest wymiar
tworczy osoby ludzkiej, bez Kktdrego
spotecznosci popadaja w stagnacje i za-
mierajg. To zaniedbanie owego wymia-
ru doprowadzito do rozktadu systemu
komunistycznego. To dbato$¢ o ten wy-
miar - o istnienie nauki - jest jednym
ze zrodet dynamiki Zachodu. Sadzimy,
ze w niewatpliwym kryzysie postaw,
tak w Polsce ostatnio dokuczliwym,
waznym jest, ze nauki podstawowe
w samej swojej strukturze przechowu-
ja istotne normy zachowan. Stanowig
jedna z ,,wysp przetrwania" czego$, co
nazwac nalezy spoiwem spotecznym.

Naukowcy to nie banda nierobow
pasozytujacych na budzecie Parnstwa.
Sa wsrdd nas oczywiscie lepsi i gorsi,
madrzejsi i glupsi. Ale na miare swych
sit biorg na siebie pewien obowiazek
spoteczny i tym samym panstwowy -
polegajacy na utrzymaniu wiezi cywi-
lizacyjnej z otaczajgcym nas Swiatem.
Trzeba przypomnie¢, ze nie bytoby dzi$
unijnych programoéw rozwoju naszego
kraju, gdyby nie to, ze wiasnie nauka
okazata sie zdolna do bycia pierwszym
pomostem {gczacym Polske z Unia,
torujgcym droge innym dziedzinom.
Zgodnie z ta myslag naukowcy - tak
jak sity zbrojne, sedziowie, nauczyciele
- sg rdzeniem Panstwa. Nie moze tak
by¢, ze spycha sie ich do poziomu ludzi
zbednych, bo to destabilizuje organizm
panstwowy.

Mowi sie czesto, ze owa deprecjacja
nauki w Polsce prowadzi do emigracji
najzdolniejszych. Sagdzimy, ze to zjawi-
sko, choé¢ widoczne i ucigzliwe, nie jest
najgrozniejsze. Znacznie szkodliwsze,
bo wiasnie niewidoczne, niezauwa-
zalne w publicznej debacie, jest nisz-
czenie na miejscu potencjatu inwencji
i talentoéw ludzi, ktérzy chcg pozostaé
i pozostajg w kraju. Grozny jest nie tyle
Ow ostawiony i na wszystkie przypad-
ki odmieniany ,,drenaz moézgéw", bo
to proces odwracalny, ile 6w dziejgcy
sie tu na miejscu nieodwracalny proces
»zabijania mozgow", wynikajacy z de-

Informatyzacji, profesora Michata Kleibera

cyzji budzetowych w prymitywny spo-
sob traktujgcych sprawy nauki.

Ta zta sytuacja finansowa instytucji
badawczych jest szczegolnie dotkliwa
w placéwkach PAN. Wobec ciggtego
ograniczania $rodkéw finansowych na
dziatalno$¢ statutowa, w placéwkach
tych, mimo przeprowadzonej restruk-
turyzacji i zmniejszenia zatrudnienia
0 okoto 30%, ptace pochtaniajg prawie
catos¢ owych dotacji. Co wiecej, obec-
nie owe ptace staty sie o 30-40% nizsze
niz w innych tzw. ,pionach" nauki,
co Swiadczy o zawodnosci kryteriow
dystrybucji $rodkéw, jako ze nie ma
podstaw w obiektywnych ocenach ja-
kosci badan, prowadzonych w instytu-
cjach przypisanych do owych réznych
»pionéw". Systemy tej dystrybucji sg
przedmiotem statych dyskusji, daja-
cych chwilowe przewagi réznym S$ro-
dowiskom naukowym. Dyskusje te
wypetniajg tez znakomicie czas wielu
réznych zebran. Nie chcemy wchodzié¢
w ztozonosci owych debat. Uwazamy,
ze nadeszta pora na kilka prostych
stwierdzen. Oto one:

e parametryzacja instytucji musi si¢
wigza¢ z oceng jakosci prac badaw-
czych dokonang wedtug standardow
miedzynarodowych przydajgcych zna-
na wage publikacjom. Nie moze ona
podlegaé corocznym mini-rewolucjom,
ani grze cyfr zmiennych w zaleznosci
od interesow danych $rodowisk. Na-
uka potrzebuje stabilnosci w perspek-
tywie Kilkuletniej, i to nie wynikajacej
z formalnych wieloletnich planéw, lecz
opartej o oceny a posteriori;

< wchodzeniu w zycie nowych siatek
ptac, wprowadzonych przeciez przez
Rzad powinno zawsze towarzyszy¢
wyréownywanie budzetéw Instytutow,
pozwalajagce na wzrost wynagrodzen
do gornych stawek. W 2006 roku za
podstawe takiego wyréwnania nalezy
przyja¢ oczywiscie stan zatrudnienia
1ptac w 2005 roku;

= wobec zapowiadanego zwiekszenia
budzetu nauki o 30% w 2006 roku i dal-
szego jego wzrostu zgodnie z celami
wyznaczonymi przez strategie lizbon-
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ska, w 2006 roku powinno si¢ réwniez
podnies¢ znaczaco (o 30%) finansowa-
nie statutowe] dziatalnosci badawczej
instytutow PAN, co pozwoli na trwanie
sieci badan podstawowych tworzonej
w znacznej mierze wtasnie przez owe
instytuty;

= rysujacego sie zagrozenia, tj. niewy-
dolnosci nauki w Polsce nie rozwigze
sam system finansowania wieloletnich
projektow badawczych czy réznego
typu programoéw centralnych (np. Kra-
jowych Programéw Ramowych). Po to,
by 6w system mogt dziata¢, muszg ist-
nie¢ placowki zdolne do podjecia wy-

Nauka w cytatachl
Aleksandra Wiecka

W nauce juz dawno skorniczyta sie
epoka, kiedy jabtko spadajgce na gtowe
uczonego - nawet tej miary, co Albert
Einstein - mogto by¢ katalizatorem epo-
kowego odkrycia. Dzi$ kazdy mozolnie
dorzuca swoj kamyczek do naukowego
ogrodka, w postaci artykutéw publiko-
wanych na tamach prestizowych perio-
dykow. Te, ktére z punktu widzenia
nauki sg wazne, nowatorskie, sg czesto
cytowane. Dlatego $wiat nauki przyj-
muje, ze liczba cytowan to najbardziej
obiektywna miara istotnosci danej teo-
rii, odkrycia czy catego dorobku na-
ukowca - ttumaczy prof. Andrzej Pile,
autor pierwszego w Polsce rankingu
cytowan uczonych z dziedziny nauk
biomedycznych, fizyki, chemii i po-
krewnych. Tu najtatwiej o obiektywizm
oceny, bo wszystkie liczgce sie prace
publikowane sg po angielsku, a perio-
dyki naukowe sg waznym polem wy-
miany mysli.

Pomystodawca pierwszych takich
zestawien byt Eugenie Garfield, zato-
zyciel filadelfijskiego ISl (Institute for
Scientific Information), ktéry do dzi$
monitoruje tamy wszystkich waznych
pism naukowych i wszystkie nazwi-
ska, jakie sie na nich pojawiajg. Pierw-
sze dane dla Polski Komitet Badan Na-
ukowych kupit w latach siedemdzie-
sigtych. Ostatnie otrzymatem dzieki
uprzejmosci przyjaciét z zagranicy, bo
dostep do dziesiecioletniej bazy danych
kosztuje kilkanascie tysiecy dolarow
rocznie - méwi Andrzej Pile. Za wpty-
wowg publikacje instytut filadelfijski
uznaje artykut, ktéry zacytowano 50
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zwan stawianych przez te programy.
Tylko realne istnienie sprawnie funk-
cjonujgcych osrodkéw badawczych
pozwala na prowadzenie skutecznej
polityki naukowej, zgodnej z potrzeba-
mi czasu wyrazanymi przez takie pro-
gramy.

Wiedzac, ze jest Pan nie tylko admi-
nistratorem nauki, ale ijej wspéttworca,
wierzymy, ze wyrazone w tym pismie
nasze uwagi i postulaty, nie pozostang
bez echa. Zwracamy sie wiec do Pana
Ministra z wnioskiem o wzmozenie
strumienia finansowania dziatalnosci
statutowej naszych instytutéw, stano-

razy, za klasyka taki, na ktéry powota-
to sie 400 naukowcow. Zeby znalez¢ sig
w rankingu Pilca, obejmujgcego doro-
bek polskich uczonych w latach 1965 -
2001, naukowiec musiat by¢ cytowany
ponad tysigc razy i mie¢ przynajmniej
jedng publikacje cytowang ponad sto
razy. Cytaty musiaty dotyczyé badan
prowadzonych w polskich instytutach
naukowych. Najwiecej cytowan (17
tysiecy) ,,zgarngt" prof. Ryszard Gry-
glewski, farmakolog z Collegium Me-
dicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Kolejni majg niewiele mniej. Sposrod
czotowej trzydziestki rankingu, 14 os6b
pochodzi wtasnie z tego osrodka ba-
dawczego, 7 0s6b z Instytutu Farmako-
logii PAN w Krakowie. Po 5 0s6b z In-
stytutu Biologii Doswiadczalnej PAN
w Warszawie i Akademii Medycznej
w Warszawie oraz Akademii Medycz-
nej w Gdansku (4 osoby).

Ranking wyraznie pokazat, ze wybit-
ni naukowcy majg tendencje do tgczenia
sie w grupy wokoét dobrych osrodkow
badawczych - méwi profesor Pile. Ma
nadzieje, ze dzieki tej wymiernej ocenie
zmieni sie polityka przyznawania gran-
tow badawczych - dostang je ci, ktorzy
udowodnig, ze przydajg sie nauce. To
wcale niebanalny problem. Ponad po-
towa robionych w Polsce badan nie jest
cytowana nawet raz - ich finansowanie
to czyste marnotrawstwo pieniedzy.

Ale czy mozna w nauce S$lepo ufaé
cyfrom? - Nie bardzo - Smieje sie profe-
sor Pile. - Cytuje sie to, co jest akurat na
topie, czym zajmuje sie wielu naukow-

wigcej gwarancje efektywnej realizacji
badan strategicznych.

Z powazaniem,

W imieniu Rady Dyrektorow Placowek
Naukowych PAN

Prof. dr hab. Wtodzimierz
Zagorski-Ostoja

Prof. dr hab. Elzbieta
Sarnowska-Temeriusz

Prof. dr hab. Edmund Przegalinski

Warszawa, 30.05.2005 r.

cow. Zdarzaja sie jednak takie sytuacje,
gdy wyniki badah wyprzedzajg swoj
czas. Czasem wybitne prace przecho-
dzg niezauwazone az do momentu,
gdy zostang na nowo odkryte - moéwi
Pile. Klasycznym przyktadem jest
stynna teoria dziedziczenia Grzegorza
Mendla, ktéra po ogtoszeniu nie zyska-
fa wigkszej popularnosci. Zaintereso-
wano sie nig dopiero na poczatku XX
wieku. Ale bywajg i odwrotne sytuacje.
- Teoria zimnej fuzji byta niedawno jed-
nym z najpopularniejszych tematow,
miata bardzo wysoka cytowalnos¢. Po
kilku latach okazato sie, ze nalezy ra-
czej wiozy¢ ja miedzy bajki - moéwi au-
tor rankingu. Takie ,,niewypaty" zwy-
kle zyjg zyciem komety - wyptywajg
na chwile, by po jakims$ czasie zniknac.
Inaczej rzecz ma sie z klasykami. Teo-
rie wzglednos$ci uwaza sie za rzecz tak
oczywistg, ze nikt nie powotuje sie na
jej autora ani teksty zrodtowe. Einste-
in nie mégtby pochwali¢ sie wysokim
miejscem na liscie. - Za to gdyby zana-
lizowac rosyjskie cytaty z lat 60-tych,
palme pierwszenstwa dzierzytby pew-
nie Brezniew - zartuje profesor. Aneg-
dotami sypie jak z rekawa, bo ranking
to jego hobby. Zawodowo profesor juz
od 30 lat zajmuje sie biopsychiatrig. - Po
naukowym $wiatku krazy dowcip, ze
i tak lepiej by¢ na liscie Pilca niz liscie
Wildsteina - opowiada. A kiedy znu-
dzi mu sie przekopywanie archiwal-
nych egzemplarzy ,,Current contents"”
- pisma wydawanego przez Eugene
Garfielda - pakuje plecak i aparat foto-
graficzny, czasem tez raki i liny. Rusza
w podroz (ostatnio do Namibii) albo
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staje gdzie$ pod gorska $ciang. Nie
zdobywa juz szesciotysiecznikéw, ale
wcigz lubi wyzwania.

Profesor Andrzej Pile z Instytutu Far-
makologii PAN w Krakowie opracowat
raport najczesciej cytowanych polskich
naukowcéw z dziedziny biologii, far-
makologii i medycyny z lat 1965 - 2004.
Badacze, czytajac publikacje naukowe,
odnoszg sie do ich wynikéw, cytujac
wazne doniesienia z danej dziedziny
nauki. Dobra, nowatorska praca ma
szanse na wiele takich cytowan, zta zo-
staje zapomniana. Wedtug Swiatowych
statystyk, ponad potowa badan nie jest
cytowana w ogole, takie publikacje to
czyste marnotrawstwo czasu i pienig-
dzy. Przecietna publikacja cytowana
jest jeden-dwa razy. Wiecej niz 50 cyto-
wan uzyskuje jedynie okoto 1 procent
prac, ponad 100 - tylko 0,35 procenta.
Liczba cytowan jest podstawowym
wskaznikiem jakos$ci publikacji nauko-
wej w wielu dziedzinach nauki, takich
jak biologia, medycyna, fizyka, chemia
i innych. W kraju dostepne sg 2 bazy
danych, poswiecone analizie cytowan.
Baza ,,Science Citation Report" dotyczy
danych za lata 1996-2001. Zakupiona
przez KBN baza ,National Citation
Report" dla Polski dotyczy lat 1979-99.
Pierwsza z nich jest zawezona w czasie
(6 ostatnich lat), druga w przestrzeni

(dotyczy jedynie publikacji z polskimi
afiliacjami). Zadna z baz nie daje zatem
dostatecznie szerokiego wgladu w cato-
ksztatt publikacji i cytatow uzyskanych
przez polskich naukowcéw. W zwigz-
ku z tym (korzystajac z uprzejmosci
przyjaciét za granica) postanowiono
przeprowadzi¢ analize cytowan prac
naszych badaczy, korzystajgc z doste-
pu do bazy ,,Scence Citation Report"
za lata 1965-2001, czyli okres twérczej
pracy zyjacego pokolenia polskich na-
ukowcow. Uzyskane wyniki sg blisko
10 razy bardziej korzystne dla polskich
naukowcéw od danych dotychczas do-
stepnych. Do analiz wykorzystano: spis
najczesciej cytowanych naukowcow
bazy ,National Citation Report" dla
Polski, spis najczesciej cytowanych pu-
blikacji z tejze bazy, z ktérego przeana-
lizowano cytowania wszystkich wspo6t-
autoréw. Zbadano cytowania cztonkow
Polskiej Akademii Nauk oraz cztonkéw
komitetow naukowych przy Prezy-
dium PAN. Dodatkowo zanalizowano
cytowania wszystkich samodzielnych
pracownikéw naukowych z instytucji
najczesciej cytowanych. Afiliacje autora
weryfikowano sprawdzajac nazwisko
w Informatorze Nauki Polskiej 2000,
obecna analiza dotyczy zatem samo-
dzielnych pracownikéw naukowych
(od stopnia doktora habilitowanego
w goére). Doswiadczenie zresztg wyka-

zuje, ze do uzyskania znaczacej ilosci
cytowan musi uptynac¢ kilka lat i ma-
to ktéry naukowiec bez habilitacji ma
szanse na znaczgcg ilos¢ cytowan. By
znalez¢ sig na liscie, naukowiec musi
spetnia¢ nastepujgce kryteria:

by¢ cytowany ponad tysigc razy,
opublikowa¢ cho¢ jedng prace cytowa-
na 100 lub wiecej razy. Drugie kryte-
rium wprowadzono w celu ,,wytowie-
nia" naukowcow, ktérzy opublikowali
cho¢ jedng prace, ktéra w warunkach
Swiata mozna uznac¢ za ,klasyka cyto-
wan", oraz by utatwi¢ sobie ze wzgle-
déw technicznych utworzenie takiej
listy. Doswiadczenie nabyte przy spo-
rzadzaniu tej analizy wykazato, ze ol-
brzymia wiekszo$¢ autorow, ktorzy
uzyskali ponad 1000 cytowan, ma na
swoim koncie publikacje cytowang 100
lub wiecej razy. Kryterium powyzsze
spetnito 221 naukowcéw, w tym 64
z dziedziny ,,biomed" (biologia i me-
dycyna), 89 z fizyki, 48 z chemii oraz 20
z innych dziatéw nauki. Opublikowali
oni fgcznie 846 prac cytowanych ponad
100 razy. Zaktadajac, ze nasi naukowcy
opublikowali w tym czasie okoto 200
tysiecy prac, ponad 100 cytowan uzy-
skato 0,42 procent publikacji, co nie od-
biega od $rednich $Swiatowych.

1Artykut ukazat sie po raz pierwszy w numerze ,,Pulsu Biznesu”
z dnia 13/05/2005 roku. Przedruk za zgoda redakcji, autorki
i prof. Andrzeja Pilca.
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Gryglewski Ryszard - farmakolog, Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, 17 000 cytowan

tyczny, Warszawa, 16 506 cytowan

Warszawa, 10 190 cytowan

PAN, Warszawa, 8 900 cytowan

ctaw, 6 143 cytowan

kéw, 4 655 cytowan

O©Ooo~N oo hwnN

cytowan

Vetulani Jerzy - farmakolog, Instytut Farmakologii

PAN, Krakéw, 4 297 cytowan
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Grynkiewicz Grzegorz - farmaceuta, Instytut Farmaceu-

Konturek Stanistaw - fizjolog, Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, 14 991 cytowan

Jabtonska Stefania - dermatolog, Akademia Medyczna,
Shugar Dawid - biofizyk, Instytut Biochemii i Biofizyki

Kisielow Pawet - immunolog, Instytut Immunologii i Te-
rapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN, Wro-

Szczeklik Andrzej - medycyna, Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, 5 874 cytowan

Maj Jerzy - farmakolog, Instytut Farmakologii PAN, Kra-

Zylicz Maciej - biolog, Miedzynarodowy Instytut Biolo-
gii Molekularnej i Komoérkowej PAN, Warszawa, 4 365

1

12
13
14
15
16
17
18
19
20

cytowan

cytowan

Kaczmarek Leszek - biolog,
Swiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, Warszawa, 4 155

Instytut Biologii Do-

Zembala Marek - immunolog, Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, 4 100 cytowan

Chorzelski Tadeusz - dermatolog, Akademia Medycz-
na, Warszawa, 4 088 cytowan

Brzozowski Tomasz - fizjolog, Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, 3 980 cytowan
Selmaj Krzysztof - neurolog, Uniwersytet Medyczny,
£6dz, 3 896 cytowan

Kostowski Wojciech - farmakolog, Instytut Psychiatrii
i Neurologii, Warszawa, 3 801 cytowan

Koj Aleksander - biolog, Uniwersytet Jagiellonski,
Krakow, 3 775 cytowan

Przewtocki Ryszard - farmakolog, Instytut Farmako-
logii PAN, Krakow, 3 694 cytowan

Potempa Jan - biochemik, Uniwersytet Jagiellonski,
Krakéw, 3 666 cytowan

Stachura Jerzy - patomorfolog, Collegium Medi-
cum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow, 3 470
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WY DARZENI

30-ty KONGRES FEBS; Budapeszt 2 -7 lipca 2005 roku

Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
Prof, dr hab. Jolanta Bararnska

W dniach 2-7 lipca tego roku w Bu-
dapeszcie odbyt sie 30-ty Kongres
Federacji Europejskich Towarzystw
Biochemicznych (FEBS), ktéremu to-
warzyszyta 9-ta Konferencja Miedzy-
narodowej Unii Biochemii i Biologii
Molekularnej (IUBMB). W Kongresie
zorganizowanym przez Wegierskie
Towarzystwo Biochemiczne wzigto
udziat okoto 2500 uczestnikoéw, w tym
110 os6b z Polski (Fot. 1). Gtéwnym te-
matem Kongresu byty biatka i peptydy
(,The Protein Word: proteins and pep-
tides - structure, function and organiza-
tion"). W czasie kongresu wygtoszono
prawie trzysta wyktadéw, a w trakcie
licznych sesji plakatowych zaprezen-
towano niemal dwa tysigce komunika-
tow. Wyktad inauguracyjny wygtosit
Peter Agree, laureat Nagrody Nobla za
prace dotyczace akwaporyny. Wykia-
dy plenarne wygtosili Ada E. Yonath
z Rehovot, lzrael (FEBS-Datta Plenary
Lectureship Award), Christopher M.
Dobson z Cambridge, Wielka Brytania
(50th Anniversary IUBMB Lecture), Do-
uglas B. Kell z Manchester, Wielka Bry-
tania (Teodor Bucher Lecture), Natalie
C.J. Strynadka z Vancouver, Kanada
(PABMB Lecture), Thomas Jenuwein
z Wiednia, Austria (Sir Hans Krebs Lec-
ture), Keiichi Namba z Osaki, Japonia
(Special Plenary Lecture), Maria Carmo-
-Fonseca z Lizbony, Portugalia (EMBO
Lecture), Attila Mocsai z Budapesztu,
Wegry (EMBO Young Investigator Lec-
ture), Ele Deuerling z Heilderbergu,
Niemcy (FEBS Letters Young Scientists
Award Lecture) oraz Chrystian Klamot
z Frakfurtutu, Niemcy (FEBS Journal
Prize Award). Wéréd polskich wykta-
dowcéw byli m.in. Janusz M. Bujnicki
z Miedzynarodowego Instytutu Biolo-
gii Molekularnej i Komorkowej w War-
szawie, Piotr Zielenkiewicz z Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warsza-
wie, a takze Serhiy Havrylov, doktorant
w Instytucie Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN w War-
szawie. Wiecej informacji na temat
Kongresu FEBS w Budapeszcie moz-
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na uzyskac taczac sie ze strong inter-
netowa: http://ww.febs-iubmb-2005.
com. Polecam takze strone interneto-
wg FEBS (http://www.febs.org), skad
mozna bezptatnie $ciggnaé w postaci
plikbw z rozszerzeniem pdf publikacje
ze specjalnego wydania FEBS Letters
»Budapest Special Issue: Proteins and
Peptides". Na zakonhczenie kongresu
odbyto sie zebranie przedstawicieli
narodowych towarzystw biochemicz-
nych wchodzacych w sktad FEBS, tzw.
Council Meeting. W czasie obrad do-
konano wyboréw do wtadz FEBS. Mito
jest mi poinformowaé, ze cztonkiem
FEBS Executive Committee jako Con-
gress Councellor zostat wybrany Adam
Szewczyk (Instytut Biologii Doswiad-
czalnej PAN), za$ cztonkiem Komitetu
FEBS d/s Europy Wschodniej Andrzej
Dzugaj (Uniwersytet Wroctawski).
Zdecydowano takze, ze w 2008 roku
Kongres FEBS odbedzie si¢ w Atenach.
Przypominam, ze w przysztym roku,
kolejny 31-ty Kongres FEBS zostanie
zorganizowany w Stambule w dniach
24-29 czerwca. Wiecej informacji na ten
temat mozna znalez¢ na stronie inter-
netowej 31-go Kongresu pod adresem
http: //www.febs2006.org.
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Zjawiska epigenetyczne w patogenezie nowotworow
Nowe mozliwosci profilaktyki i terapii?

Jarostaw Paluszczak

Wanda Baer-Dubowska

Katedra Biochemii Farmaceutycznej Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego, Poznan

Katedra Biochemii Farmaceutycznej
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu, ul. Grunwaldzka 6,60-780 Poznan;
e-mail: baerw@amp.edu.pl, tel. (61) 854 66 21

Artykut otrzymano 2 grudnia 2004 r.
Artykut zaakceptowano 31 stycznia 2005 r.

Stowa kluczowe: epigenom, metylacja DNA,
histony, nowotwory, chemoprewencja

Wykaz skrétéw: CpG - dinukleotyd 5-CG-3";
DNMT - metylotransferaza DNA; DNMTi
- inhibitory DNMT; HAT - acetylotransfera-
za histonéw; HDAC - deacetylaza histonéw;
HDACIi - inhibitory deacetylaz histonéw;
HMT - metylotransferaza histonéw; MBP -
biatka wigzace zmetylowane cytozyny; mCpG
- zmetylowane dinukleotydy 5'-CpG-3'; SAM
- S-adenozylometionina
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STRESZCZENIE

statnie lata badan dostarczyty przekonujacych dowodoéw, ze obok zmian genetycznych

w patogenezie nowotworéw istotng role odgrywaja takze mechanizmy zwiagzane z epi-
genetyczng kontrolg ekspresji genéw. Zmiany epigenomu zachodzg na réznych etapach in-
dukcji nowotworéw i z tego powodu moga byé celem oddziatywania zaré6wno czynnikéw
chemoprewencyjnych, jak i chemioterapeutykéw. Epigenetyczna kontrola transkrypcji
zwigzana jest z metylacja DNA i kowalencyjnymi modyfikacjami histonéw, obejmujacymi
przede wszystkim ich acetylacje i metylacje. Obydwa mechanizmy sa ze sobg $cisle powigza-
ne. W komoérkach nowotworowych hypometylacji catego genomu towarzyszy hypermetyla-
cja sekwencji DNA charakterystycznych dla okreslonego typu nowotworu. Hypermetylacja
promotoréw gendw supresorowych réwnie czesto jak mutacje przyczynia sie do ich inakty-
wacji. W niniejszym artykule przedstawiono obecny stan wiedzy na temat molekularnego
podtoza zmian epigenetycznych w nowotworach oraz mozliwosci wykorzystania tych zja-
wisk w profilaktyce i terapii.

WPROWADZENIE

Zjawiska epigenetyczne, a szczeg6lnie epigenetyczna regulacja funkcjonalnej
ekspresji genu, staty sie w ostatnich latach jednym z najwazniejszych obiektéw
badan w odniesieniu do patogenezy nowotworéw. Gtéwng przyczyna tego za-
interesowania stato sie stwierdzenie istotnej roli wspétdziatania chromatyny
i metylacji DNA w transkrypcyjnym wyciszaniu genéw zwigzanych z procesem
onkogenezy [1, 2], Integralng czescig epigenetycznej kontroli transkrypcji obok
metylacji DNA sg kowalencyjne modyfikacje biatek histonowych [3, 4]. W sta-
nie normy mechanizmy te sa wykorzystywane w komorce do wyciszania licz-
nych sekwencji powtdérzonych (m.in. w centromerach, telomerach), pietnowania
rodzicielskiego, wytgczania drugiego chromosomu X w komorkach zenskich
[5], Metylacja DNA stuzy rozréznianiu nici DNA w procesie naprawy biednie
sparowanych zasad. Jest takze formg obrony przed ekspresjg obcego DNA, co
moze by¢ tez jedng z przeszkdd skutecznej terapii genowej [6]. Schemat metyla-
cji DNA, ustalony na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego, ulega matym
zmianom podczas zycia osobniczego [7-9]. Metylacji ulega gtéwnie cytozyna
dinukteotydéw CpG pojedynczo rozrzuconych po catym genomie. W obrebie
natomiast tzw. wysp CpG, czyli dtuzszych obszarow DNA (minimum 500 kpz)
0 zwiekszonej w poréwnaniu z catym genomem procentowej zawartosci CpG
(powyzej 55%), ktére wystepujg w obrebie sekwencji promotorowych okoto 60%
genow ulegajacych statej ekspresji, reszty cytozyny pozostajg niezmetylowane,
niezaleznie od stanu ekspresji [1, 10, 11]. W komdrkach rakowych natomiast
hypometylacji catego genomu towarzyszy hypermetylacja wysp CpG, co pro-
wadzi do zaktdécenia czynnosci wielu genow. Biatka histonowe ulegajg licznym
modyfikacjom posttranslacyjnym takim jak acetylacja, metylacja, fosforylacja
lubikwitynacja. Acetylacja jest zwigzana ze zmiang uktadu nukleosomoéw i ak-
tywacjg transkrypcji, natomiast deacetylacja prowadzi do represji transkrypcji
w wyniku kondensacji chromatyny. Metylacja DNA i acetylacja histonéw sg ze
sobg integralnie powigzane tworzac specyficzny epigenetyczny kod. Ich zakté-
cone funkcjonowanie w nowotworach, prowadzace do wyciszenia np. genéw
supresorowych, wydaje sie by¢ atrakcyjnym celem zaréwno terapii jak i chemo-
prewencji.

METYLACJA DNA I MODYFIKACJE HISTONOW

Metylacja reszt cytozyny w pozycji 5 pier$cienia pirymidynowego jest katali-
zowana przez enzymy z grupy metylotransferaz DNA (DNMT). Donorem grupy
metylowej jest S-adenozylometionina (SAM). Metylotransferazy DNA (DNMTI,
DNMT3a, DNMT3b) charakteryzujg sie obecnoscig rejonu C-koncowego z do-
meng katalityczng, o zachowanej w ewolucji sekwencji, a réznice ich funkcji
wynikaja z duzej zmiennosci rejonu N-koricowego. DNMTI ma powinowactwo
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do hemimetylowanego DNA i stuzy kopiowaniu schematu
metylacji na ni¢ potomng podczas replikacji [10]. W pdznej
fazie S DNMT1 zakotwiczona na biatku PCNA (jagdrowy
antygen proliferujgcych komoérek) pojawia sie w widetkach
replikacyjnych [12]. Wierno$¢ odtwarzania schematu mety-
lacji poszczeg6lnych dinukletydéw CpG na nici potomnej
nie jest catkowita, lecz pozostaje zachowana, jesli chodzi
0 wieksze domeny DNA [13]. DNMT1 posiada zwigkszone
powinowactwo do nieprawidtowych struktur DNA, ktére
moga pod jej wptywem ulega¢ metylacji [1, 13]. DNMT3a
13b katalizujg reakcje metylacji DNA de novo, stad ich gtéw-
ng rolg jest tworzenie schematu metylacji podczas rozwoju
zarodkowego. Powszechnie przyjmuje sie, ze w warunkach
fizjologicznych brak ekspresji okre$lonego genu podczas
embriogenezy jest sygnatem do jego epigenetycznego wyci-
szenia. DNMT1 oraz 3a i 3b sg niezbedne do prawidtowego
rozwoju, czego dowodzi fakt, ze myszy pozbawione tych
gendéw ging na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego
[10]. Metylacja DNA moze rozprzestrzenia¢ sie na sasiadu-
jace sekwencje. Sekwencje powtarzajgce sie SINE (ang. short
interspersed nuclear elementé) oraz LINE (ang. long intersper-
sed nuclear elementé) moga stuzy¢ jako miejsca metylacji de
novo, z ktérych sygnat ten jest przenoszony na przylegajace
fragmenty DNA [14]. Pewne sekwencje takie jak np. miej-
sca wigzania czynnika transkrypcyjnego Spl, sg chronione
przed metylacjg. Mechanizm tego zjawiska nie jest jasny,
a moze polega¢ na sterycznym blokowaniu dostepu DNMT
do tych sekwencji [14].

Histony sg biatkami zasadowymi o zachowanej w ewo-
lucji sekwencji, bedacymi podstawowymi skitadnikami
strukturalnymi nukleosomu. Ich rola nie ogranicza sie jed-
nak tylko do tworzenia struktury chromatyny. Aminokwa-
sy ogonow histonéw rdzeniowych, zwtaszcza H3 oraz H4,
stanowig miejsce licznych kowalencyjnych modyfikacji,
ktore wptywajac na strukture chromatyny, decydujg o ak-
tywnoséci transkrypcyjnej genéw. Sciéle okres$lone reszty
aminokwasowe odpowiednich histonéw ulegaja odwracal-
nym modyfikacjom kowalencyjnym, katalizowanym przez
specyficzne dla danych reszt aminokwasowych enzymy.
Spektrum reakcji obejmuje acetylacje reszt lizyny katalizo-
wang przez acetylotransferazy histonéw (HAT) i ich deace-
tylacje przez deacetylazy histonéw (HDAC), metylacje reszt
lizyny i argininy katalizowang przez metylotransferazy
histonéw (HMT), fosforylacje reszt seryny i treoniny oraz
ubikwitynacje reszt seryny. Aktywnos$¢ enzymoéow katalizu-
jacych wymienione reakcje jest regulowana przez oddzia-
tywania z szeregiem biatek oddziatujacych posrednio lub
bezposrednio z DNA. Nie bez znaczenia biologicznego jest
stopien metylacji lizyny i argininy, ktore moga ulega¢ odpo-
wiednio tréj- i dwu-stopniowej metylacji [15-17],

Zmetylowane reszty cytozyny sa dostatecznie trwale,
aby stuzy¢ przekazywaniu informacji epigenetycznej ko-
moérkom potomnym. Kowalencyjne modyfikacje histonéw
sg znacznie bardziej labilne, przy czym metylacja histonéw
jest trwalsza od ich acetylacji. Jakkolwiek nie jest jasne, czy
modyfikacje histon6bw moga réwniez bra¢ udziat w prze-
noszeniu informacji epigenetycznej na komorki potomne,
wydaje sie, ze ze wzgledu na trwato$¢, tylko metylacja hi-
stondw mogtaby stuzy¢ takiemu celowi [17].
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EPIGENETYCZNE MECHANIZMY
REGULACIJI TRANSKRYPCIJI

Epigenetyczna kontrola transkrypcji jest wielopozio-
mowa. Kluczowg role w tym procesie odgrywa metylacja
DNA, cho¢ nie jest to mechanizm uniwersalny dla wszyst-
kich organizmow zywych. Steryczna zawada, jakg stanowi
grupa metylowa przytgczona do reszty cytozyny powoduje,
ze niektore czynniki transkrypcyjne (np. NF-kB, CREB, c-
-Myc, E2F) w wyniku metylacji CpG tracg powinowactwo
do odpowiadajgcej im sekwencji (ang. consensus segquence)
[1]. Sygnat w postaci symetrycznie zmetylowanego miej-
sca CpG jest rozpoznawany przez grupe biatek MBP (ang.
methyl-CpG binding proteins), majacych przy koricu amino-
wym domene wigzacg zmetylowany DNA (MBD): MeCP2,
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 [18]. Biatka te nie majg zdolno-
$ci rozpoznawania, tak jak czynniki transkrypcyjne, specy-
ficznych sekwencji DNA (ang. consensus sequence). Pomimo
braku specyficznosci budowa sekwencji a szczegdlnie ilos¢
i lokalne zageszczenie dinukletydow mCpG rozpoznawa-
nych przez biatka MBP, moze decydowaé o sile wigzania
tych biatek do okreslonych sekwencji DNA [19]. Oksydacyj-
ne uszkodzenia DNA, jak 8-oksyGua hamujg zdolnos$¢ wig-
zania sie biatek MBP do zmienionych dinukletydéw CpG
[20]. Warunkiem wyciszania ekspresji genu wskutek me-
tylacji DNA jest utworzenie odpowiedniej struktury chro-
matyny (Rys. 1). MBP majg zdolnos¢ represji transkrypcji
poprzez interakcje z HDAC i kompleksami przebudowujg-
cymi strukture chromatyny [21]. Prowadzi to do kondensa-
cji chromatyny, ktora staje sie niedostepna dla czynnikow
transkrypcyjnych. Najnowsze badania wskazuja, ze biatko
Lsh wchodzgce w sktad komplekséw przebudowujgcych
strukture chromatyny, jest niezbedne do metylacji DNA,
co dowodzi ztozonosci wzajemnych powigzan wszystkich
elementéw odpowiedzialnych za powstawanie epigeno-
mu [22], Na efektywnos$¢ represji transkrypcji wptywaja
takie czynniki jak pozycja i gestos¢ mCpG. Istnieje pewien
efekt progowy, po ktérego przekroczeniu moze dochodzi¢
do rozprzestrzeniania metylacji na odcinku do Kkilkuset par
zasad [23], Powyzsza sekwencja zdarzen, w ktérej metyla-
cja DNA jest procesem pierwotnie indukujagcym wyciszanie
genu, nie jest jedyna mozliwg. Wiele dowodow wskazuje,
ze modyfikacje histonéw réwniez moga prowadzi¢ do re-
presji transkrypcji, wtérnie indukujac metylacje DNA.

+mCpG

Rysunek 1. Mechanizm epigenetycznej represji transkrypcji.
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Ogony histonéw rdzeniowych zawierajg wiele gesto uto-
zonych reszt aminokwasowych, ktére moga ulega¢ post-
translacyjnym modyfikacjom. Hipoteza kodu histonowego
zaktada, ze rézne kombinacje modyfikacji reszt amino-
kwasow tworzgcych ogony histonéw mogg dawac impuls
do tworzenia euchromatyny lub heterochromatyny. Czes$¢
modyfikacji wykazuje redundacje efektu. Modyfikacje jed-
nej reszty aminokwasowej moga stymulowaé¢ modyfikacje
innych reszt wzmacniajac wywotany efekt, zas§ hamowac
modyfikacje prowadzace do efektu przeciwstawnego [15-
-17]. Metylacja reszty lizyny w pozycji 4 histonu H3 koreluje
z aktywacjg genu, za$ metylacja reszt lizyny w pozycjach 9
i 27 histonu H3 z jego represja. Metylowane reszty lizyny
i argininy rozpoznawane sg przez biatka efektorowe zawie-
rajgce wspolny element strukturalny, domene o charaktery-
stycznej budowie, nazwang chromodomeng. Przykfadem
biatka, w ktorym obecna jest chromodomeng jest biatko
heterochromatyny HP1 majace powinowactwo do zmetylo-
wanej reszty lizyny w pozycji 9 histonu H3 [16,17].

Efekt wyciszajacej transkrypcje metylacji histonéw moze
by¢ odwrécony na zasadzie przelgcznika, ktérego role
odgrywa reakcja fosforylacji reszt seryny, badz treoniny,
przylegajacych do zmetylowanej reszty lizyny. Fosforylacja
reszty seryny w pozycji 10 histonu H3 przylegajacej do zme-
tylowanej reszty lizyny w pozycji 9 moze zatem stanowi¢
mechanizm umozliwiajacy funkcjonalne usuniecie efektu
metylacji wskutek znacznego ostabienia oddziatywania ze
swoistym dla metylowanej lizyny efektorem i przywrdce-
nie aktywnosci transkrypcyjnej wyciszonej sekwencji DNA
[17]. Acetylowane reszty lizyny ogondw histonéw rdzenio-
wych rozpoznawane sg z kolei przez biatka efektorowe ma-
jace wspolny motyw strukturalny, zwany bromodomens.
Acetylacja histonéw koreluje zasadniczo z wystepowaniem
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie [16]. Dodatkowym
elementem kontroli transkrypcji jest wymiana histonéw na
ich warianty. Wariant H3.3 jest wbudowywany na miejsce
histonu H3 podczas aktywacji ekspresji genéw [24]. DNMT
moga bezposrednio oddziatywaé¢ zaré6wno z metylotrans-
ferazg histonéw SUV39H1, jak i biatkiem HP1, co dowodzi
ztozonos$ci wzajemnych zaleznosci czynnikéw odpowie-
dzialnych za tworzenie epigenomu [25].

EPIGENETYKA NOWOTWOROW

Zmiany metylacji DNA w komoérkach nowotworowych
obejmujg 0g6lng hypometylacje genomu, ktérej towarzyszy
lokalna hypermetylacja wysp CpG promotoréw genéw su-
presorowych. Hypometylacji ulegaja gtéwnie powtarzajgce
sie sekwencje satelitarne i w obrebie centromeréw. Obser-
wuje sie réwniez hypometylacje i zwigzany z tym wzrost
ekspresji protoonkogen6w, np. ras, fos, myc. Metylacja pro-
motoréw gendéw supresorowych prowadzi do wyciszenia
niezmutowanych alleli i moze stanowi¢ zaréwno pierwszy,
jak i drugi etap ich dwustopniowej, czyli wymagajacej wy-
ciszenia obu alleli, inaktywacji. Zmiany metylacji DNA po-
jawiajg sie juz na wczesnych etapach onkogenezy i narastaja
wraz z rozwojem procesu nowotworowego [26, 27]. Zestaw
wyciszonych genéw supresorowych jest charakterystyczny
dla danego typu nowotworu, np. BRCA1 ulega hypermety-
lacji tylko w nowotworach sutka ijajnika, p73 i pl5 - w no-
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wotworach uktadu krwiotwoérczego, VHL - nowotworach
nerek. Dany typ nowotworu mozna z kolei podzieli¢ na
okres$lone ,,metylotypy" [28], Epigenetyczna inaktywacja
moze dotyczy¢ jednoczes$nie kilku drég prowadzacych do
transformacji nowotworowej. Mozna przyja¢, ze w kazdym
klonie komérek rozregulowanie kilku punktéw kontrolnych
moze by¢ wynikiem hypermetylacji genéw biatek regulacyj-
nych (Tabela 1) [26, 29], Hypometylacja DNA prowadzi do
destabilizacji struktury chromosomoéw, a jej skutkiem moga
by¢ niestabilno$¢ i rearanzacje chromosomoéw [30], Na pod-
stawie analizy epigenomu nowotworéw jelita grubego za-
proponowano hipoteze fenotypu metylatorowego (CIMP
- ang. CpG island methylator phenotype), analogicznie do
fenotypu mutatorowego. Zgodnie z ta hipoteza, komorki
wykazujgce CIMP charakteryzujg sie szczeg6lnie istotnymi
zmianami poziomu metylacji DNA. Przyczyny wystepowa-
nia CIMP nie sg jasne [31].

Do tej pory nie stwierdzono jednoznacznie, co wywotuje
zmiany epigenomu w komoérkach nowotworowych. Moga
one powstawa¢ pod wptywem promieniowania X oraz
zwigzkéw chemicznych takich jak zwigzki chromu i niklu
[32, 33]. Znaczenie moga mie¢ rowniez czynniki genetycz-
ne. Polimorfizmy S-transferazy glutationu Pl oraz oksydo-

Tabela 1. Przyktady epigenetycznie wyciszanych genéw w komoérkach nowo-
tworowych

Gen Funkcja Typy nowotworéw

regulacja cyklu biataczki, nowotwory

pl5

komérkowego zoladka, watroby
VHL czynnik transkrypcyjny nowotwory nerek
. metabolizm
GSTpi ksenobiotykéw guzy prostaty
RARbeta WZI‘O’St i réznicowanie nowotwo_ry_jeli.ta
komorek grubego i piersi
APC transdukcja sygnatu nowotwory jelita grubego
16 regulacja cyklu wiekszo$¢ typow
P komérkowego nowotworéw
wzrost i réznicowanie
AR Kkomorek nowotwory prostaty
wzrost i réznicowanie nowotwory piersi,
ER . L
komorek jelita grubego
06MGMT  naprawa DNA nowotwory przewodu
pokarmowego, ptuc, mézgu
. . nowotwory piersi, ptuc,
E-CAD adhezja komérkowa, prostaty, przewodu
metastazy - .
pokarmowego, biataczki
DAPK apoptoza nowotwory ptuc
pRb regul’aCJa cyklu retinoblastoma
komorkowego
hMLHI naprawa DNA nowotwory przewodu
pokarmowego
BRCA1 naprawa DNA nowotwor piersi
MDR1 transport ostre biataczki

ksenobiotykéw

Objasnienie skréotéw: VHL - czynnik von Hippel-Lindau, GSTpi - S-transferaza
glutationu P, RARbeta - receptor beta kwasu retinowego, APC - gen polipowatosci
jelita grubego, AR - receptor androgenéw, ER - receptor estrogenéw, O6MGMT
- metylotransferaza O' metyloguaninaiDNA, E-CAD - E-kadheryna, DAPK - ki-
naza biatek zwigzana ze $mierciag komérkowga, BRCAL - gen nowotworu piersi,
MDR1 - biatko opornosci wielolekowej. Przygotowano na podstawie: 4, 51, 55.
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reduktazy NAD(P)H: chinon korelujg z czestszg metylacja
promotoréw genéw plé i MGMT w komoérkach nowotwo-
row drég oddechowych [34]. Wyciszanie gendéw supresoro-
wych moze by¢ zjawiskiem wtérnym wobec pierwotnego
spadku ich ekspresji wywotanego innymi czynnikami, bo-
wiem wiadomo, ze brak aktywnosci transkrypcyjnej moze
by¢ impulsem takiej reakcji [35],

Przeciwstawne zmiany metylacji DNA (z jednej strony
ogélna hypometylacja, ktérej towarzyszy miejscowa hyper-
metylacja) sugeruja, ze w komdrkach rakowych dochodzi¢
moze do btednego nakierowywania DNMT. Niekt6re obec-
ne w komorkach nowotworowych nieprawidtowe biatka fu-
zyjne moga nakierowywa¢ DNMT do okreslonych sekwen-
cji DNA. Fuzyjne biatko PML-RAR moze stuzy¢ za przyktad
takiego nakierowywania. Prawdopodobne sg réwniez inne
mechanizmy. Biatko p21 oddziatuje z PCNA w tym samym
miejscu, co DNMT1, uniemozliwiajac na poczatku fazy
S przytgczenie DNMT1 do PCNA i metylacje wysp CpG.
Na wczesnych etapach rozwoju nowotworéw piersi, ptuc,
jajnika ma miejsce nadekspresja genu wafl/cipl, kodujgcego
biatko p21, ktéra moze prowadzi¢ do hypometylacji geno-
mu. P6zniejsza utrata funkcji p21 w komaérkach rakowych
umozliwia przytagczenie DNMT1 do widetek replikacyjnych
we wczesnej fazie S i nieprawidtowg metylacje wysp CpG [1,
10]. Przyczyng wyciszania genéw moze byé rowniez niepra-
widtowe nakierowywanie HDAC. W przewlektej biataczce
szpikowej fuzyjne biatko AML1-ETO oddziatuje z miejsca-
mi wigzania AML1 prowadzac do hamowania transkrypcji
wskutek interakcji ETO z kompleksem N-CoR zawierajgcym
m.in. HDACL1 i biatko przebudowujgce chromatyne Sin3
[36], Jednym z mozliwych mechanizméw prowadzacych
do hypermetylacji genomu w komérkach nowotworowych
moze by¢ wzrost ekspresji i aktywnosci DNMT. Brak jed-
nak zgody, co do prawdziwosci takiego scenariusza. W nie-
ktorych badaniach wykazano nadekspresje DNMT, jednak
wyniki sg rozbiezne i trudno obecnie uzna¢ prawdziwos$é
takiej tezy. Wzrost ekspresji i aktywnosci DNMT obserwo-
wano w nowotworach watroby szczuréw wywotanych nie-
doborem grup metylowych [37],

mCpG stanowig gorace miejsca mutacji. Zmetylowana
cytozyna czesto ulega hydrolitycznej deaminacji, co moze
prowadzi¢ do tranzycji cytozyna—»tymina. W komorkach
obecny jest specyficzny system naprawy takich uszkodzen.
Biatko MBD4 jest glikozylazg DNA, ktéra koryguje niekom-
plementarne pary guanina-tymina oraz guanina-uracyl po-
wstate w wyniku hydrolitycznej deaminacji odpowiednio
metylocytozyny i cytozyny, preferencyjnie usuwajac tymi-
ne lub uracyl i prowadzgc do powstania miejsc apirymidy-
nowych. Cze$¢ C-kohncowa tego biatka zawierajgca domene
katalityczng jest homologiczna do domen Kkilku biatek na-
prawczych bakterii. Enzym ten moze stuzyé minimalizacji
mutacji mCpG [16, 38, 39], Inaktywacja MBD4 prowadzi
do wzrostu tranzycji cytozyna—Aymina, a w potgczeniu
z mutacjg genu Apc u myszy powoduje wzrost czestotliwo-
§ci wystepowania nowotworéw przewodu pokarmowego
i przyspieszenie ich progresji [38]. Ponadto mCpG stano-
wig preferowane miejsce reakcji tworzenia adduktéw m. in.
przez powszechnie wystepujace w Srodowisku kanceroge-
ny - policykliczne weglowodory aromatyczne i lek przeciw-
nowotworowy- mitoksantron [40].
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METYLACJA DNA W DIAGNOSTYCE
| PROGNOZOWANIU ONKOLOGICZNYM;
TERAPIA EPIGENETYCZNA

Zmiany metylacji DNA zachodza na bardzo wczesnych
etapach nowotworzenia, dlatego sygnat ten moze stuzy¢
wczesnej diagnostyce onkologicznej. Materiat w postaci
DNA nie musi pochodzi¢ z komérek guza, gdyz wystarczy
pomiar poziomu metylacji DNA pozyskanego z krwi, mo-
czu, stolca, $liny, nasienia (w zaleznosci od typu nowotwo-
ru) [3, 26, 41]. Nieprawidtowg metylacje DNA mozna tatwo
analizowaé. Techniki oparte na tanicuchowej reakcji poli-
merazy (PCR) umozliwiajg w niezbyt skomplikowany spo-
s6b wykrycie zmian metylacji wysp CpG towarzyszacych
okreSlonym genom, a takze ich sklasyfikowanie, okres$lenie
stopnia zaawansowania choroby i prognozowanie [26, 42].
Profil metylacji moze poméc w przewidywaniu zachowa-
nia komorek nowotworowych okreslonego pacjenta [26].
Hypermetylacja pewnych genéw w okreslonych typach no-
wotworow koreluje z gorszym rokowaniem [43],

Skoro procesy zwigzane z nieprawidtowym formowa-
niem aktywnych i nieaktywnych domen DNA mogg by¢
przyczyng nieprawidiowej funkcji komdrek nowotworo-
wych, to modulacja tych proceséw powinna dawaé pozy-
tywne efekty terapeutyczne. Inhibitory DNMT (DNMTI)
i HDAC (HDACI) stanowig zatem nowe grupy poten-
cjalnych lekéw przeciwnowotworowych. Zastosowanie
DNMTi powinno przywr6ci¢ ekspresje wyciszonych ge-
néw supresorowych i zdolnosci autoregulacyjne komorki.
Dziatanie wspomagajgce powinny wykazywa¢ HDACI.
Rzeczywiscie pofgczenie tych dwo6ch typdw inhibitoréw
powoduje wzrost efektu i pozwala na redukcje dawek obu
substancji [44], Zastosowanie wytacznie HDACI przywraca
ekspresje tylko czesci genéw. Duza gesto$¢ metylacji chroni
bowiem czes$¢ sekwencji przed derepresjg [23]. Jako $rodki
demetylujgce stosuje sie obecnie 5-azacytydyne oraz decy-
tabine (5-aza-2'-deoksycytydyna). Sg to analogi nukleozy-
dow, ktore po przemianie w komoérkach do trifosforanéw,
sg wbudowywane do DNA podczas replikacji w fazie S cy-
klu komorkowego i wiazg kowalencyjnie DNMTI prowa-
dzac do spadku puli dostepnego enzymu do metylacji za-
chowawczej i w konsekwencji do demetylacji DNA [41, 42,
45, 46]. Decytabina w niskich dawkach dziata demetylujgco,
natomiast w wyzszych dawkach wykazuje dziatanie cyto-
toksyczne [41].

HDACIi charakteryzujg sie zréznicowang budowg che-
miczna, lecz majg wspdlne elementy budowy, warunkujace
aktywnos$¢ farmakologiczng; ugrupowanie chelatujace atom
metalu, kilkuweglowy tacznik oraz hydrofobowy fragment
wigzacy sie powierzchniowo z HDAC. Mozna je podzieli¢
na kilka grup chemicznych; kwasy hydroksamowe (np.
trichostatyna A), krétkotaricuchowe kwasy karboksylowe
(np. kwas fenylomastowy), benzamidy, ketony, cykliczne
peptydy (np. depsypeptyd) [47], HDACi mogg indukowac
proces réznicowania komorkowego, zatrzymanie wzrostu
komoérki, apoptoze. Apoptoza wywotana przez HDACI jest
niezalezna od p53 i wynika z indukcji ekspresji p21 [46, 48],

Kliniczne zastosowanie terapii epigenetycznej nie jest na
razie mozliwe. Obecnie stosowane DNMTi nie sg specyficz-
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ne wobec tego enzymu, a ich dziatanie przeciwnowotworo-
we jest przynajmniej czeSciowo podyktowane bezposred-
nim dziataniem cytotoksycznym [42, 45], Skuteczno$¢ tych
zwigzkéw, jak pokazuja dotychczasowe badania kliniczne,
nie jest satysfakcjonujgca, a ogranicza sie praktycznie do
nowotworéw uktadu krwiotworczego, guzy lite sg najcze-
$ciej oporne na ich dziatanie [41]. Wyzwaniem dla naukow-
cow bedzie znalezienie selektywnych inhibitorow DNMT
i HDAC, okreslenie ich skutecznos$ci przeciwnowotworo-
wej i opracowanie schematoéw ich podawania. Trzeba miec
réwniez na uwadze fakt, ze nie u wszystkich chorych stoso-
wanie terapii epigenetycznej bedzie miato sens [29]. Zatem
wazna kwestig pozostanie opracowanie szybkich testéw
okreslajgcych wystepowanie lub brak fenotypu metylatoro-
wego w komorkach rakowych indywidualnego pacjenta.

Potencjalne dziatanie uboczne terapii epigenetycznej,
wynikajace z demetylacji sekwencji powtérzonych (np. ro-
dzina Alu), transpozonéw czy gendw pietnowanych rodzi-
cielsko w komérkach prawidtowych organizmu chorego na
nowotwoér, musza by¢ brane pod uwage, jednak badania
kliniczne wskazujg, ze nie powinny one stanowi¢ duzego
problemu, cho¢ trudno przewidzie¢, czy skutki stosowania
DNMTi nie beda manifestowac sie z op6znieniem. Biorac
pod uwage wplyw hypometylacji genomu na stabilnos¢
chromosomoéw, mozna sie spodziewa¢ wystgpienia niepra-
widtowosci chromosomalnych po zastosowaniu azanukle-
ozydéw, jednak po terapii nie zaobserwowano zadnych
wyraznych zmian chromosomoéw [46]. Jakkolwiek terapia
epigenetyczna sama w sobie najprawdopodobniej nie be-
dzie dawac efektu cytotoksycznego, moze stuzy¢ jako ,,bio-
uczulacz" dla konwencjonalnych schematoéw leczenia [43],

WPLYW CZYNNIKOW SRODOWISKOWYCH
NA METYLACJE DNA

Na poziom metylacji DNA ijego zmiany w nowotworach
w istotny spos6b moze wptywaé podaz czynnikéw metylu-
jacych w diecie. Donorem grup jednoweglowych do metyla-
cji DNA jest S-adenozylometionina (SAM). W metabolizmie
SAM uczestniczg: kwas foliowy, metionina, cholina, wita-
mina B]2raz cynk. Niedobory tych sktadnikow pokarmo-
wych prowadzg do obnizonej zdolnosci komérek do mety-
lacji DNA [49, 50]. Catkowite wytaczenie z pokarmu kwasu
foliowego indukuje u szczuréw powstawanie nowotworow
watroby. Poprzez znaczne uszczuplenie poziomu SAM
i spadek stosunku SAM do homocysteiny (SAH) dochodzi
do hypometylacji genomu i aktywacji niektérych protoon-
kogendw. Obserwuje sie wzrost poziomu mRNA dla c-fos,
c-Ha-ras, c-myc. Do hypometylacji dochodzi pomimo wzro-
stu ekspresji i aktywnosci DNMT. Dzieje sig¢ tak dlatego, ze
enzym wigze sie z licznymi miejscami uszkodzen DNA, ob-
nizajagc efektywnos¢ ich naprawy i prowadzi do nieprawi-
dtowej metylacji tych sekwencji, za$ ogranicza pule enzymu
potrzebnego do metylacji zachowawczej w widetkach repli-
kacyjnych [37],

W eksperymentach na myszach wykazano, ze poziom
nosnikéw grup metylowych w diecie cigzarnej matki wpty-
wa istotnie na stabilng ekspresje allelu Alvgenu agouti, ko-
dujacego barwe siersci, u jej potomstwa. W zaleznosci od
regulacji epigenetycznej u identycznych genetycznie myszy
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allel ten ulega zréznicowanej ekspresji. Niski poziom nos$ni-
kéw grup metylowych w diecie matek prowadzi do braku
metylacji elementu kontrolnego IAP allelu A™, co wigze sie
z powstawaniem diuzszego transkryptu. Fenotyp obejmuje
wystepowanie z6tej barwy siersci, a takze pojawienie sie
otytosci i cukrzycy, zwiekszonej zapadalnosci na nowo-
twory i spadku zywotnosci u ich potomstwa. Odpowiedni
poziom tych no$nikéw gwarantowat prawidtowy stopien
metylacji IAP i ekspresje allelu, zwigzang z powstawaniem
krotszego transkryptu, wytacznie w mieszkach witosowych
oraz normalny fenotyp [51]. Co wiecej, samice o z06ttej bar-
wie siersci czesciej niz samice o dzikim fenotypie wydawa-
ty potomstwo réwniez o zo6ttej barwie siersci. Takie wyniki
moga dowodzi¢, ze réwniez u ludzi czynniki zewnetrzne,
takie jak sktadniki diety moga indukowaé¢ zmiany epigeno-
mu, ktérych akumulacja z biegiem lat moze prowadzi¢ do
przyspieszenia manifestacji objaw6éw choroby nowotwo-
rowej, przynajmniej u genetycznie podatnych osobnikéw
[52].

Oprocz diety réwniez inne czynniki Srodowiskowe moga
indukowaé¢ zmiany epigenomu [53]. Dobrze udokumento-
wane wiasciwosci indukcji metylacji DNA majg wirusy.
Metylacja ma stuzy¢ wyciszaniu obcego genomu, lecz moze
rozprzestrzenia¢ sie na przylegte do miejsca integracji wi-
rusa obszary DNA gospodarza. Nowotwory indukowane
przez wirusy, np. nowotwory watroby indukowane HBV
lub HCV rzeczywiscie odznaczajg sie wyzszym poziomem
metylacji genéw niz nowotwory o innej etiologii. Przynajm-
niej czesciowo czynnikiem odpowiedzialnym moze tu by¢
rowniez przewlekly stan zapalny [31].

EPIGENOM JAKO CEL CHEMOPREWENCIJI

Chemoprewencja w przeciwienstwie do chemioterapii,
to postepowanie polegajgce na stosowaniu naturalnych lub
syntetycznych czynnikéw w celu odwrdécenia lub zahamo-
wania procesu nowotworzenia. Taktyka ta ma na celu in-
terwencje na mozliwie najwcze$niejszych etapach indukcji
procesu nowotworowego poprzedzajgcych pojawienie sie
klinicznej postaci nowotworu [54]. Zmiany epigenetyczne
sg odwracalne i zachodzg na wczesnych etapach nowotwo-
rzenia, zatem moga stanowi¢ dogodny cel dziatann chemo-
prewencyjnych [55]. Ze wzgledu na fakt, ze postepowanie
chemoprewencyjne jest adresowane przede wszystkim do
0s6b o zwiekszonym ryzyku, ktére jednak nie wykazujg ob-
jawow choroby, najcenniejszg grupa potencjalnych czynni-
kéw chemoprewencyjnych sg sktadniki zywnosci. Jednym
ze sktadnikéw diety, ktéry jak wspominano wyzej, moze
korygowac niewtasciwg metylacje DNA, jest kwas foliowy.
Badania kliniczne wykazaty, ze dieta o duzej zawartosci
tej witaminy lub jej wzbogacenie na drodze suplementacji
moze chroni¢ przed rakiem jelita grubego. Zrozumienie
mechanizmu tego zjawiska komplikuje jednak fakt, ze su-
plementacja kwasem foliowym obniza stopienn hypometyla-
cji DNA w Sluzéwece jelita, natomiast w raku jelita grubego
obok ogolnej hypometylacji obserwuje sie hypermetylacje
regionéw promotorowych specyficznych genéw [56, 57],
Dalsze badania w odniesieniu do specyficznych populacji
uwzgledniajgce polimorfizm genéw zwigzanych z podatno-
$cig na ten typ nowotworu powinno utatwi¢ poznanie tego
mechanizmu. Poza kwasem foliowym, zdolno$¢ modulacji
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proceséw epigenetycznych wykazano takze dla niektérych
innych zwigzkéw naturalnych np. zawartego w zielonej
herbacie galusanu epigallokatechiny [58].

Syntetyczne DNMTi oraz HDACi wykazywaly dziatanie
profilaktyczne u testowanych zwierzat, jednak ich zastoso-
wanie chemoprewencyjne u ludzi jest ze wzgledu na po-
ziom ich toksycznosci niemozliwe. Decytabina zapobiegata
u szczuréw utrzymywanych na diecie ubogiej w selen, two-
rzeniu w jelicie grubym przedrakowych uszkodzen (ang.
crypt foci) indukowanych dimetylohydrazyng [59]. Z kolei
decytabina i kwas fenylomastowy stosowane tgcznie zapo-
biegaty u myszy rozwojowi nowotworéw ptuc [60].

Zatozeniem chemoprewencji jest dtugotrwate podawa-
nie czynnikéw chemoprewencyjnych. Poniewaz nie pozna-
no jednak do tej pory catkowicie biologii epigenomu, trud-
no przewidzie¢ efekty diugotrwatego stosowania takich
zwigzkow. Spodziewac sie mozna zahamowania postepuja-
cych z wiekiem zmian metylacji DNA, ktére moga wyciszac
geny supresorowe np. w komorkach nabtonka jelit. Nieza-
leznie od tego, czy zmiany epigenetyczne sg zjawiskiem
pierwotnym czy tez wtérnym, takie postepowanie powinno
przynies¢ realne korzysci, poniewaz zmiany te zachodza na
bardzo wczesnych etapach powstawania wiekszosci typow
nowotwordéw, zatem ich blokada uniemozliwi utworzenie
klonéw komoérek o wyraznie uprzywilejowanym wzroscie.

UWAGI KONCOWE

Wspotdziatanie metylacji DNA i acetylacji histonow
w regulacji ekspresji genu jest w tej chwili juz dobrze udo-
kumentowane. Aby jednak w petni zrozumie¢ funkcjonalne
powigzanie pomiedzy tymi zjawiskami w wyciszaniu ge-
néw niezbedne sg narzedzia badawcze umozliwiajgce row-
noczesne wykrycie zmian w ekspresji genu, metylacji DNA
i acetylacji histonéw. Takie zintegrowane podejscie jest
konieczne w celu identyfikacji nowych celow terapeutycz-
nych i/ lub prewencyjnych. Badania aktualnie prowadzone
w wielu osrodkach na Swiecie zmierzajg w tym kierunku.
Niedawno opracowany [61] zintegrowany ,,potréjny" sys-
tem mikroprocesorowy umozliwiajacy okreslanie epige-
netycznej hierarchii regulacji ekspresji genu w komaérkach
rakowych zdaje sie ten cel przyblizac.
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Epigenome and cancer: New possibilities of cancer prevention and therapy?
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ABSTRACT

In recent years it became evident that epigenetic control of gene expression plays important role in the development of cancer. Epigenetic
alterations occur throughout all stages of carcinogenesis, what makes them excellent targets for both chemoprevention and, at later stages,
chemotherapy. Two changes integral to epigenetic transcriptional control are DNA méthylation and covalent modifications of histone prote-
ins. In cancer cells, genome-wide hypomethylation is accompanied by local DNA hypermethylation with unique patterns exhibited by each
tumor type. Hypermethylation of promoter regions of classic tumor suppressor genes in human cancers is at least as common as mutation as
a mechanism for their inactivation. The second major layer of epigenetic transcriptional control is modification of histone proteins, particu-
larly their acétylation. These two ways of epigenetic control are integrally linked. In this review we summarize the current knowledge about
epigenetic events related to cancer and discuss the possibility of using them as chemotherapy or chemoprevention targets.
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Kinazy tyiozynowe
Nowy cel terapii przeciwnowotworowej

STRESZCZENIE

Badania ostatnich lat potwierdzity praktyczne zastosowania inhibitoréw kinaz tyrozy-
nowych jako lekéw. Testy kliniczne wykazaty efektywne przeciwnowotoworowe wia-
$ciwosci Herceptyny, ktéra jest monoklonalnym przeciwciatem dla receptora kinazy tyro-
zynowej Her~net, a takze STI571, niskoczasteczkowego inhibitora kinaz BCR/ABL, c-Kit
i PDGFR. Niektorym nowotworom zto$liwym towarzyszy ekspresja fuzyjnych kinaz tyrozy-
nowych, zatem ict inhibitory moga mie¢ znaczenie terapeutyczne. Dla efektywnego stoso-
wania inhibitoréw w klinice konieczne jest jak najlepsze poznanie mechanizméw aktywacji
kinaz tyrozynowych i ich roli w transformacji nowotworowej. Wydaje sig, ze wnioski wy-
nikajace z dotychczasowej wiedzy na temat roli tych enzyméw w procesie nowotworzenia
moga otworzy¢ drrge nowym metodom terapii oraz diagnostyki wykorzystujgcym jako cel
onkogenne formy kinaz tyrozynowych, ulegajace ekspresji w réznych nowotworach ztosli-
wych.

WPROWADZENIE

Okoto 20% gendw cztowieka koduje produkty biorgce udziat w przesytaniu
sygnatéw w komoérkach. Gtownymi modulatorami tych proceséw sg reakcje
fosforylacji/ defosforylacji, w ktérych grupa fosforanowa ulega enzymatyczne-
mu przeniesieniu z ATP na reszte aminokwasowag biatka. Fosforylacja moze by¢
prowadzona przez kinazy, a defosforylacja przez fosfatazy. Dotychczas opisano
ponad 500 kinaz i 150 fosfataz, wsréd ktérych odrebng klase stanowig kinazy
tyrozynowe (PTK, ang. protein tyrosine kinases), fosforylujgce tyrozyne biatka do-
celowego. Do tej pory poznano 90 kinaz tyrozynowych, jednak ich liczba moze
by¢ wieksza. Kinazy tyrozynowe uczestniczag w przesyfaniu sygnatéw zwia-
zanych z podstawowymi funkcjami komorki w tym, ze wzrostem, podziatem,
migracja, syntezg i apoptozg. Onkogenne formy kinaz tyrozynowych ulegajg
ekspresji w roznych nowotworach ztosliwych, dlatego regulacja ich aktywnosci
moze mie¢ zasadnicze znaczenie w patogenezie. Ogdélny mechanizm dziatania
PTK przedstawiono na Rys. 1.

KINAZY

TYROZYNOWE
Substrat

fosforylowany

A A A

Substrat

Wszystkie ki-
nazy tyrozynowe
mozna podzieli¢ na
dwie grupy - trans-

btonowe kinazy

e i receptorowe oraz

Adenozyno-PPP Adenozyno-PP cytoplazmatyczne
B kinazy niereceptoro-

(AT ) (ADP) we. Pierwszg grupe

Rysunek 1. OgéIn/ mechanizm dziatania kinaz tyrozynowych. Y - fosforylo- Stanowia enzymy,
wane reszty tyrozmy substratu, P - reszta fosforanowa ktére przekazujg Sy-

gnaty od receptorow
btonowych do wnetrza komorki i sg zakotwiczone w btonie komérkowej przez
hydrofobowg domene transbtonowa. Sygnaty zewnatrzkomérkowe odbierane
sg przez enzymy tej grupy poprzez wigzanie liganda z domeng zewnatrzkomor-
kowag, stymuljjace aktywacje domeny cytoplazmatycznej. W procesie aktywacji
wyrézni¢ morna dwa podstawowe etapy, z ktorych pierwszy polega na dime-
ryzacji receptoréw, a w konsekwencji zmianie ich konformacji, natomiast w dru-
gim enzym ulega autofosforylacji. Procesy te zapoczgtkowujg kaskade reakcji
fosforylacji, ddeki ktorym aktywowane sg kolejne biatka do momentu, az sygnat
zostanie przecazany do jadra, gdzie spowoduje ekspresje okreslonych genow
docelowych. Receptorowe kinazy tyrozynowe zaliczy¢ mozna do nastepujacych
rodzin:
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— naskorkowych czynnikow wzrostu (ang. epidermal
growth factor receptor family), do ktérych zalicza sie EGER,
ErbB2, ErbB3, ErbB4;'

— receptoréw insuliny (ang. insulin receptor family) InsR,
IGF1R, IRR;

— ptytkowych czynnikéw wzrostu (ang. platelet-derived
growth factor receptor family): PDGFRa, RDGFRp, CSFIR,
Kit, FIk2;

— naczyniowo-$srodbtonowych czynnikow wzrostu (ang.
vascular endothelial growth factor family): VEGFR1, VEGFR2,
VEGFRS;

— czynnikéw wzrostu fibroblastéw (ang. fibroblast growth
factor receptorfamily): FGFR1, FGFR2, FGR3, FGFR4

— czynnikéw wzrostu hepatocytéw (ang. hepatocyte growth
factor receptorfamily): Met, Ron, Sea;

— czynnikéw Ret (ang. recombined in transfection).

Do cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych zalicza
sie enzymy zwigzane z receptorami komoérkowymi, a kt6-
re ulegajg aktywacji w wyniku przytgczenia liganda do ich
receptora oraz kinazy wolne, aktywowane transportem jo-
néw przez btone komérkowa lub podczas przejscia komor-
ki z jednej fazy cyklu komoérkowego do drugiej. Mechanizm
aktywacji i dziatania kinaz tej grupy jest podobny do kinaz
receptorowych, ktére majg rowniez podobne domeny kata-
lityczne. Kazda domena katalityczna kinaz tyrozynowych
ma miejsce wigzania ATP, bedgce donorem grup fosfora-
nowych oraz miejsce wigzace substrat, do ktérego przenosi
grupy fosforanowe z ATP. Cytoplazmatyczne kinazy tyro-
zynowe podzieli¢ mozna na nastepujgce rodziny (klasyfi-
kacje kinaz tyrozynowych oparto o ich analize strukturalng
[1]; wykaz dotad poznanych kinaz cztowieka dostepny jest
pod adresem www.kinase.com/human/kinome):

— Src, bioraca udziat w mitogenezie, aktywacji kinaz
MAPK, aktywacji komoérek T i B, przekazywaniu sygnatu
przez immunoreceptory Fc, zwigzana z receptorami PDGFR
oraz EGFR;

— rodzina JAK (ang. janus kinase) zwigzana z receptorami
cytokin, aktywuje czynniki STAT (ang. signal transducers and
activators of transcription);

— rodziny FAK, ABL, Csk, Syk/ZAP70 oraz Ack.

KINAZY TYROZYNOWE
W NOWOTWORACH ZtOSLIWYCH

Aktywnoé¢ fosforylacyjna kinaz tyrozynowych w ko-
morce podlega Scistej kontroli przez fosfatazy tyrozynowe,
ktore odtaczaja grupy fosforanowe od kinaz oraz ich sub-
stratow, prowadzac do inaktywacji enzymu [2-4], Jednakze
istniejg mechanizmy, ktére pozwalajg kinazom wydosta¢
sie spod tej kontroli umozliwiajgc ciggte przesytanie sygna-
tow, na przyktad do proliferacji, przez co zaburzona zostaje
homeostaza komorki, a to z kolei sprzyja procesom prowa-
dzacym do transformacji nowotworowej. Kinazy tyrozyno-
we moga nabywaé witasciwosci onkogenne, poprzez muta-
cje w kodujacych je genach, ktére stajg sie protoonkogenami
komérkowymi. W wyniku translokacji chromosomowych,
geny kinaz tyrozynowych moga ulegac fuzji z innymi, a po-
wstajace geny fuzyjne (np. BCR/ABL) koduja zmienione
biatka o najczesciej zwiekszonej aktywnosci fosforylacyjnej
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w poréwnaniu z kinazami typu dzikiego. Natomiast mu-
tacje punktowe w obrebie domen zewngtrzkomoérkowej,
transbtonowej lub cytoplazmatycznej przyczyniajg sie do
nabycia zdolnosci do dimeryzacji i/lub autofosforylacji, bez
koniecznos$ci wigzania liganda z receptorem [5, 6], Wsréd
kinaz tyrozynowych znajdujg sie biatka odpowiedzialne za
przemiany biochemiczne, ktére regulujg wzrost komoérek,
réznicowanie oraz ich smier¢, wskazuje sie rowniez na ich
udzial w procesie nowotworzenia. Nowotwo6r moze roz-
wija¢ sie w procesie wieloetapowym na skutek kumulacji
odziedziczonych i/lub nabytych wad w genach, ktérych
produkty regulujg cykl komérkowy [7]. Kinazy tyrozyno-
we moga zatem przyczynia¢ sie do niekontrolowanej pro-
liferacji komérek nowotworowych, rozwoju nowotworu,
jego uzto$liwiania, wreszcie prowadzi¢ mogg do metastazy
bez bezposredniej inicjacji procesu nowotworzenia. Kinazy
tyrozynowe stymulujg procesy angiogenezy bezposrednio
zwigzane ze wzrostem nowotworu. Niektére nowotwory
zto$liwe, przede wszystkim biataczki charakteryzujg sie
ekspresjg biatek wykazujgcych wiasciwosci kinaz tyrozyno-
wych, takich jak BCR/Z/ABL czy c-Kit. W poréwnaniu z ko-
morkami prawidtowymi, biatka te wykazujg zwiekszong
aktywnos¢ enzymatyczng, w czego wyniku w niewtasciwy
sposéb przejmuja i przeksztatcajg wewngtrzkomaérkowe
sygnaty transkrypcji, proliferacji i apoptozy. Zatem zakto-
cajag prawidtowy przebieg proceséw komérkowych i tym
samym przyczyniajg sie do powstawania fenotypu choro-
bowego. Wydaje sie, ze te specyficzne biatka o aktywnosci
kinaz tyrozynowych moga by¢ wykorzystane jako cel tera-
pii przeciwnowotworowe,;.

ONKOGENNA AKTYWACJA KINAZ TYROZYNOWYCH

W prawidtowym szlaku aktywacji kinaz tyrozynowych,
ligand wiazacy sie z receptorem kinazy tyrozynowej indu-
kuje oligomeryzacje receptora (Rys. 2) [8]. Zmiana konfor-
macyjna, bedaca nastepstwem wigzania liganda oraz dime-
ryzacji receptora, zapoczatkowuje wzajemne oddziatywa-
nie pomiedzy sgsiednimi domenami cytoplazmatycznymi
i aktywacje kinazy tyrozynowej (Rys. 2A). Zmiany konfor-
macyjne w receptorze wywotywaé moga ligandy monome-
ryczne, powodujac jego dimeryzacje, na przyktad podczas
aktywacji naskérkowego czynnika wzrostu EGF lub ligandy
biwalentne, ktére posredniczg w dimeryzacji lezagcych obok
siebie receptorow, tak jak w przypadku ptytkowego czyn-
nika wzrostu PDGF ijego receptora PDGFR [9-13]. Mozliwa
jest rowniez heterodimeryzacja receptorow, ktora zostata
potwierdzona dla transformujgcego czynnika wzrostu alfa,
TGFa, wywotujacego aktywacje kinaz c-ErbB2 i EGFR [14,
15]. Aktywacja cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych
moze by¢ zapoczatkowywana w odpowiedzi na sygnaty
pozakomorkowe, zmiany stezenia Ca2+lub mitogeneze [8].
Cytoplazmatyczne kinazy JAK sg aktywowane na drodze
oligomeryzacji [16-19], podczas gdy aktywacja kinaz z ro-
dziny SRC wymaga defosforylacji tyrozyny w pozycji 527
w kinazie Src oraz jej odpowiednikéw w innych kinazach
tej rodziny [20]. Kinazy z rodziny SRC w N-konfAcu maja trzy
domeny SH (ang. Src homology dornain), odpowiedzialne
odpowiednio za aktywnos$¢ enzymatyczng (SH1), wigzanie
fosfotyrozyny (SH2) i requlacje aktywnos$ci enzymu (SH3)
[21, 22], W formie nieaktywnej, w kinazie Src domena SH2
wigze sie z fosforylowanag resztg tyrozyny 572 w ten sposaob,
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ze zmiany konformacyjne utrzymujag ja w bezposrednim
kontakcie z domeng SH3. Ponadto wykazano, ze wigzanie
SH2-SH3 hamuje autofosforylacje tyrozyny w centrum ak-
tywnym enzymu w pozycji 416 niezbedng dla utrzymania
aktywnej konformacji enzymu [23]. Aktywacja zaréwno
receptorowych, jak i cytoplazmatycznych kinaz tyrozy-
nowych inicjuje kaskade reakcji fosforylacji obejmujacych
autofosforylacje enzymu oraz fosforylacje substratow cyto-
plamatycznych i biatek pomocniczych, na przyktad biatka
adaptorowego Crk-L, specyficznego dla onkognennej for-
my kinazy BCR/ ABL (Rys. 2B). Sygnaty generowane przez
kinaze moga nastepnie zosta¢ przekazane do jgdra, gdzie
indukowana jest ekspresja genéw docelowych wywotujgc
odpowiedz komorki, na przyktad jej podziat. Nalezy ocze-
kiwac¢, ze wzrastajgcemu poziomowi kinaz tyrozynowych,
towarzyszy¢ bedzie wzrost sygnatéw pochodzacych od
inhibitoréw generowanych po to, aby zapobiec stymulacji
proliferacji przez aktywne kinazy.

Onkogenna aktywacja kinaz tyrozynowych zaburza pro-
ces rownowagi i prowadzi do ustanowienia konstytutywnej
aktywnosci enzymu. Proces ten moze przebiega¢ na drodze
kilku mechanizmoéw, ktére mozna podzieli¢ na dwie gtdwne
kategorie [24]. Pierwsza obejmuje aktywacje na drodze mu-
tacji, ktére nadaja statg aktywnos$¢ kinazom tyrozynowym.

A @
— — ‘
Blona komérkowa
|

Wigzanie Dimeryzacja  Autofosforylacja
liganda receptoréw i aktywacja
B
Blona komérkowa
ATP ADP
4

Wigzanie Fosforylacja Aktywacja
substratu substratu substratu

Rysunek 2. Aktywacja szlaku sygnatowego kinazy tyrozynowej poprzez wiaza-
nie ligandu. (A) Etap 1 - wigzanie ligandu, etap 2 - dimeryzacja receptoréw, etap
3 - autofosforylacja enzymu. (B) Etap 4 - wigzanie substratu, etap 5 - fosfory-
lacja substratu, etap - uwolnienie substratu i aktywacja wewnatrzkomérkowych
szlakéw sygnatowych. Y - fosforylowane reszty tyrozyny substratu, P - reszta
fosforanowa.
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Mechanizm ten prowadzi do aktywacji enzymu niezaleznie
od wigzania liganda i jest obserwowany dla wielu recepto-
rowych kinaz tyrozynowych izolowanych z onkogennych
wiruséw zwierzecych. Mechanizmy aktywacji mutagennej
enzymu obejmowa¢ moga translokacje chromosomalne
oraz mutacje punktowe prowadzgce do zmian w domenach
pozakomoérkowych, kompleksie wigzacym ATP oraz zmian
w czesSci katalitycznej kinazy [25-29]. Druga kategoria obej-
muje szereg réznych zdarzen, ktére moga by¢ zwigzane
z powielaniem liganda, hamowaniem przeciwstawnych
szlakéw regulacji, nadekspresjg lub amplifikacjg samej Ki-
nazy tyrozynowej, prowadzacych do pobudzenia autowy-
dzielniczej petli podstawowego szlaku aktywacji enzymu.

AKTYWACJA PRZEZ MUTACIE

Znanych jest kilkanascie przypadkéw kinaz tyrozyno-
wych ulegajgcych ekspresji w ludzkich nowotworach zto-
Sliwych, ktére sg aktywowane przez mutacje. Mutacje te sg
stosunkowo tatwe do wykrycia w poréwnaniu z identyfi-
kacjg zmian ekspresji enzymu. Wiele z tych mutacji zostato
odkrytych podczas badan r6znych postaci raka, dlatego jed-
nocze$nie stanowiag przestanke do etiologicznej roli onko-
gennych kinaz tyrozynowych w procesie nowotworzenia.
W 1960 roku opisano pierwszg specyficzng nieprawidto-
wos$¢ chromosomalng nowotwordéw krwi zwigzang z obec-
noscig chromosomu Filadelfia (Ph) jako wynik translokacji
fragmentu chromosomu 22 do chromosomu 9 [t(9;22J] [30]1
W wyniku tej translokacji nastepuje aktywacja protoonko-
genu komorkowego c-ABL z chromosomu 9 poprzez pota-
czenie go z genem BCR w chromosomie 22 [31, 32]. Stwier-
dzono, ze geny tworza funkcjonalng hybryde BCR/ABL ko-
dujacg onkogenne biatko majgce aktywnos$é cytozolowej ki-
nazy tyrozynowej [33, 34]. Istnieje catla grupa onkogennych
kinaz tyrozynowych aktywowanych na drodze mutacji
zaliczanych ze wzgledu na podobienistwo strukturalne do
rodziny fuzyjnych kianz tyrozynowych (ang. fusion tyrosine
kinases, FTKs) powstajgcych w wyniku translokacji chromo-
somalnych (Tabela 1). Wszystkie one wykazuja podobien-
stwo strukturalne do BCR/ZABL, ktére obejmuje N-kofcowy
region oligomeryzacji odpowiedzialny za konstytutywna
aktywacje zwigzanych z nim C-koricowych partnerow fu-
zyjnych, najczesciej domen wykazujgcych aktywnosci kinaz
tyrozynowych. Stwierdzono, ze poziom ekspresji FTKs ma

Tabela 1. Onkogenne kinazy tryrozynowe powstajace na skutek translokacji
chromosomalnych oraz stowarzyszone z nimi zespoty chorobowe

Translokacja

Kinaza FTK Zesp6t chorobowy
chromosomalna
. przewlekta biataczka szpikowa,
BCR/ABL [¢(%:22)] ostra biataczka limfoblalstyczna
przewlekta biataczka szpikowa,
TEL/ABL [t(9;12)J ostra biataczka limfoblalstyczna,
ostra biataczka szpikowa
TEL/JACK2  [t(9;12]] ostra biataczka limfoblalstyczna
TEL/ . przewlekta biataczka
PDGFpR [1(5:12]] mielomonocytowa
ostra biataczka szpikowa,
TEL/ [t(12;15)] wrodzony mezoblastyczn
TLKCR(L) ' y yczny

rak nerki

NPMZ/ALK [t(2;5]] rozlegty chtoniak anaplastyczny

1Majsterek |, Btasiak J (2002) Chromosom Filadelfia. Postepy Biochemii 48:156-166
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zasadniczy wptyw na przebieg transformacji blastycznej
w biataczkach u ludzi [35], Onkogenne kinazy tyrozynowe
takie jak: BCR/ABL, TEL/ABL, TEL/JAK2, TEL/TRKC(L),
TEL/PDGFpR oraz NPM/ALK powstajgce w komérkach
w wyniku translokacji chromosomalnych zwigzane sg zwy-
stepowaniem zaréwno ostrych jak i przewlektych biataczek
szpikowych oraz chtoniakow [36, 37]. Kinazy te aktywuja
szlaki wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnatu sty-
mulujace komorki do podziatéw, chronig komérki przed
apoptoza, a takze indukuja oporno$¢ na leki cytostatyczne
oraz promieniowanie y [38],

Mutacje punktowe obok aberracji chromosomowych sg
drugim potencjalnym zrédtem onkogennej aktywacji kinaz
tyrozynowych. Zmiany sekwencji nukleotydowej genow
dla domeny transbtonowej moga powodowac niezalezng
od liganda aktywacje kinazy, kt6ra obserwowano w przy-
padku onkogennej kinazy NEU/c-erbB-2 [39, 40, 41]. Mu-
tacje w domenie transbtonowej moga powodowaé réwniez
rozszerzenie zakresu swoistoéci enzymu do substratow jak
w przypadku v-ROS [42], Obserwuje sie takze delecje w ob-
rebie zewnatrzkomoérkowych domen regulatorowych kinaz
tyrozynowych, ktére powodujg onkogenng aktywacje kinaz
[26], Dodatkowo mutacje majace wptyw na negatywng re-
gulacje kinazy tyrozynowej, takie jak mutacja tyrozyny 527
kinazy SRC oraz mutacje w miejscu wigzania fosforanu,
moga prowadzi¢ do zaburzen regulacji enzymu i prowa-
dzi¢ do jego onkogennej aktywacji.

AUTOWYDZIELNICZA AKTYWACJA ENZYMU

Aktywacja autowydzielnicza polega na pobudzaniu ak-
tywnosci kinaz tyrozynowych niezaleznie od sygnatow
komadrkowych. Mechanizm ten odgrywa role w czasie nie-
kontrolowanej ekspresji genéw dla kinaz tyrozynowych lub
nadekspresji liganda. Geny te w przypadku prawidtowej
kinazy aktywowane sg tylko w obecnosci przytagczonego
liganda, lecz stymulacja autowydzielnicza doprowadza do
zamkniecia petli, w ktorej sygnaty wychodzgace z kinazy sg
zrodiem dla ekspresji jej wiasnych genéw lub nadekspres;ji
liganda (Rys. 3). Wykazano, ze kinazy tyrozynowe zdolne
sa do stymulacji jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych
z rodziny STAT. Mechanizm aktywacji petli autowydziel-
niczej zostat opisany dla kinazy EGFR (petla EGF-EGFR)
w raku piersi, pecherza, jajnikdw, ptuc oraz mézgu, kinazy
PDGFR (petla PDGF-PDGFRb) w raku moézgu, kinazy I1G-
F1R (petla IGF1-IGF1R) w raku piersi, ptuc oraz prostaty,
a ostatnio rowniez dla receptorowej kinazy tyrozynowej
MET - czynnika wzrostu hepatocytow [35-44], Onkogenng
aktywacja kinaz moze by¢ réwniez wynikiem modyfikacji
pomocniczych szlakéw regulujacych, ktére wptywajg na ich
aktywnos$é. Na przyktad mutacje, ktére pojawiajg sie w ne-
gatywnych szlakach sygnatowych fosfataz, moga doprowa-
dzi¢ do zaburzenia aktywnosci regulujgcych i pobudzenia
autowydzielniczej petli kinaz. Inne mechanizmy sa bardziej
ztozone i obejmujg zmiany dotyczace dostepnosci substra-
tu dla receptorowych kinaz tyrozynowych lub konstytu-
tywnej aktywacji kompleksu receptorowego potaczonego
z niereceptorowg kinaza tyrozynowa. Moze to nastgpic
w przypadku nadprodukcji liganda lub mutacji w obrebie
receptora, a oba przypadki prowadza do trwalej aktywacji
kinazy tyrozynowej.
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Rysunek 3. Struktura niektérych inhibitoréw kinaz tyrozynowych.

INHIBITORY KINAZ TYROZYNOWYCH JAKO
LEKI PRZECIWNOWOTOWOROWE

Od momentu rozpoznania ponad 20 lat temu faktu, iz
niektére onkogenne wirusy kodujg kinazy tyrozynowe, za-
czeto rozwaza¢ mozliwos¢ zastosowania terapii skierowanej
przeciw tej klasie enzymoéw. W doswiadczeniach w komor-
kach nowotworowych z nadekspresjg kinaz tyrozynowych,
wykazano wiasciwosci antyproliferacyjne dwoch inhibito-
row herbimicyny i staurosporyny. Ze wzgledu na szerokie
spektrum dziatania i toksycznos¢ tych inhibitoréw, prowa-
dzacg do hamowania aktywnosci catych komplekséw kinaz,
konieczna stata sie potrzeba zwiekszenia specyficznosci ich
dziatania. Wysitki, aby wykorzystaé¢ zwigzki chemiczne
i preparaty syntetyczne o duzej specyficznosci do waskiej
klasy kinaz poczatkowo zostaly przyjete sceptycznie, po-
niewaz sposob dziatania tych preparatow polegat na kon-
kurencyjnym hamowaniu wigzania ATP. Domena wigzania
ATP jest wysoce konserwatywnym, kluczowym motywem
wszystkich kinaz. Ta wtasciwos$¢ moze kwestionowac spe-
cyficzno$¢ substratowa lekéw dziatajgcych na ten region
kinaz.

Waznym wydarzeniem w tej dziedzinie, byto w roku
2001 wprowadzenie do badan klinicznych nowego leku
przeciwnowotworowego o wiasciwosciach inhibitora kinaz
tyrozynowych. Lekiem tym byta herceptyna, monoklonalne
przeciwciato skierowane przeciw receptorowi kinazy tyro-
zynowej Her2/neu. Zastosowanie herceptyny w chemio-
terapii u pacjentek z przerzutami raka piersi, zwiekszato
szanse ich przezycia. Przetomem w leczeniu biataczek stato
sie zastosowanie niskoczgsteczkowego inhibitora STI571
dla onkogennej kinazy tryozynowej BCR/ABL, ktére zre-
wolucjonizowato strategie terapii dla chorych z translokacja
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Ph2 ZzD1839 byt pierwszym z nowej klasy lekow przeciw-
nowotworowych znanych jako inhibitory receptorowych
kinaz tyrozynowych. ZD1839 jest inhibitorem kinazy ty-
rozynowej EGFR i obecnie stosowany jest w leczeniu raka
ptuc, ale trwajg testy kliniczne wykorzystujace aktywnosc
leku w terapii raka jelita grubego, raku piersi, szyi i glowy.
Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze zastosowanie inhibi-
tor6w w leczeniu nowotworéw otworzyto droge dla nowej
generacji lekdw skierowanych przeciw onkogennym Kina-
zom tyrozynowym. Poszukiwanie inhibitoréw selektywne
oddziatujagcych na docelowe kinazy jest obecnie jednym
z gtownych kierunkéw badan wspoéiczesnej farmakolo-
gii klinicznej. Postep tych badan wyznacza rosngca liczba
zwigzkéw wprowadzanych do badan klinicznych (Tabe-
la 2, Rys. 4).

NISKOCZASTECZKOWE BLOKERY DOMENY ATP

Niskoczgsteczkowe blokery domeny ATP sg najbardziej
uniwersalng grupg inhibitoréw, dzigki ktérym udaje sie
wybidrczo zahamowaé aktywnos$¢ zaréwno receptorowych
jaki i niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Rys. 5). Ba-
dania krystalograficzne struktury STI571 (Gleevec, Glivec,
Imatinib metylase), pierwszego z testowanych klinicznie
blokerow wigzacego sie z kinazg c-ABL, wskazaty na jego
bezposrednie oddziatywanie na wysoce konserwatywng
domene enzymu wigzacg ATP. Pod wzgledem chemicznym
STI571 jest pochodng 2-fenyloaminopirymidyny. Stwier-
dzono, ze inhibitor wigze sie preferencyjnie z nieaktywng
forma konformacyjng kinazy (nieufosforylowana), zapobie-
gajac przez to jej autofosforylacji i aktywacji. Dzieki mozli-
wosci wspotzawodnictwa z czgsteczkag ATP, inhibitor STI-
571 dziata antagonistycznie poprzez fizyczne blokowanie
miejsca wigzacego ATP, uniemozliwiajgc przenoszenie grup
fosforanowych na tyrozyne substratu. Pomimo, iz wszystkie
kinazy w formie aktywnej sg bardzo do siebie podobne, to
wykazujg odmienng strukture w konformacji nieaktywnej.

Tabela 2. Inh:bitory kinaz tyrozynowych znajdujacych sie w fazie testow klinicz-
nych

Lek Kinaza tyrozynowa
Przeciwciata monoklonalne
Herceptyna Her-2/neu (ErbB-2)
MDX-H210 Her-2/neu (ErbB-2)
2C4 Her-2/neu (ErbB-2)

ICM-C225 EGFR (ErbB-1)
MDX-477 EGFR (ErbB-1)

Inhibitory niskoczasteczkowe

STI-571 ABL, c-Kit, PDGFR

ZD1839 EGFR (ErbB-1)

0SI-774 EGFR (ErbB-1)

Cl1-1033 EGFR, Her-2/neu

PKI-166 EGFR, Her-2/neu

PTK-787 VEGFR (Flk-1/KDR)

SU5416 VEGFR (FIk-1/KDR), PDGFR,
SU6668 FGFR

Inhibitory niespecyficzne

Lefunomic
AT71726

2Czechowska A, Btasiak J (2003) Inhibitor kinaz tyrozynowych STI571 - nadzieja
na przetom Wleczeniu biataczek. Postgpy Biochem 49:157-167
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Rysunek 4. Petla autowydzielnicza kiazy tyrozynowej. Przebieg reakcji: 1, wig-
zanie i fosforylacja substratu w centrum aktywnym enzymu; 2, aktywacja we-
whnatrzkomérkowego szlaku sygnatowego kinazy tyrozynowej; 3, stymulacja
jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych; 4, nadekspresja liganda dla kinazy
tyrozynowej; 5, synteza i uwolnienie ligandu; 5, zwigzanie ligandu i aktywacja
kinazy tyrozynowej. Y - fosforylowane reszty tyrozyny substratu, P - reszta fos-
foranowa.

Réznice miedzy konformacjami kinaz dotycza gtéwnie pe-
tli aktywacyjnej. W przypadku konformacji aktywnej, petla
ta przyjmuje posta¢ otwartg, w ktorej jej czes¢ C-koncowa
jest odsunieta od centrum katalitycznego, tworzac platfor-

' ‘ Adenozyno-PPP, lf
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Rysunek 5. Hamowanie aktywnosci kinaz tyrozynowych poprzez blokowanie
domeny wigzacej ATP. Lewa strona rysunku: kinaza tyrozynowa z centrum kata-
litycznym w formie aktywnej. Prawa strona rysunku: centrum katalityczne enzy-
mu z inhibitorem, zahamowanie fosforylacj substratu i przekazywania sygnatu

wewnatrzkomérkowego. Y - fosforylowane reszty tyrozyny substratu, P - reszta
fosforanowa
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me utatwiajgcg zwigzanie substratu. W przypadku konfor-
macji nieaktywnej tworzacej kompleks z STI571, potozenie
petli aktywacyjnej zmienia sie tak, ze czes$¢ petli, ktéra w tej
strukturze jest nieufosforylowana, przypomina substrat
przytagczony do domeny katalitycznej, czego efektem jest
blokowanie miejsca aktywacji. STI571 jest inhibitorem kina-
zy c-ABL, c-Kit oraz PDGFR(3. Zastosowanie tego inhibitora
spowodowato radykalng odpowiedzZ kliniczng u pacjentow
z przewlekta biataczkg szpikowg, majagcych gen BCR/ABL
oraz u chorych ze zrebowymi guzami zotagdkowo-jelitowy-
mi, majacych gen c-Kit.

ZD1839 (Gefitinib, IRESSA), jest jednym z najnowszych
biologicznych preparatéw, stosowany w leczeniu nowo-
tworéw zwigzanych z aktywnos$cia onkogennych kinaz
tyrozynowych. ZD1839 jest niskoczgsteczkowym inhibito-
rem, ktory jest pochodna 4-anilinokwainazoliny i wykazu-
je specyficznos¢ do grupy receptorowych kinaz tyrozyno-
wych zaliczanych do naskérkowych czynnikéw wzrostu
EGFR (ErbBI) [42, 43,44], Biatka te zostaty zidentyfikowane
na powierzchni komérek nowotworowych i przypuszcza
sig, ze mogg by¢ odpowiedzialne za wzrost oraz metastaze
nowotworu. ZD1839 podobnie jak STI571 jest specyficznym
inhibitorem kompetecyjnym, ktéry blokuje wigzanie ATP
do domeny katalitycznej enzymu. Innym preparatem specy-
ficznym do EFGR jest testowany klinicznie (111 faza testow)
inhibitor OSI-774. OSI-774 jest réwniez pochodng 4-anili-
nokwainazoliny, ZD1839 i OSI-774 majg ponad 100-krotnie
wyzszg specyficzno$¢ substratowg dla ErbBl niz ErbB2.
Atom NI kwainazoliny poprzez wigzanie wodorowe od-
dziatuje z azotem Met769; oddziatywanie to jest kluczowe
dla wigzania ATP. W wigzaniu inhibitora biorg takze udziat
Thr776, Gly767 i Met769 kinazy EGFR [45]. We wstepnych
badaniach klinicznych przeprowadzonych na pacjentkach
z rakiem jajnikOw, podczas podawania leku zaobserwowa-
no catkowite zahamowanie rozwoju nowotworu. Obecnie
podstawowym celem jest wykazanie zdolnosci ZD1839 do
obnizenia aktywacji szlakéw sygnatowych kinazy EGFR,
AKT oraz ERK. Nowe dane dostarczajg dowodéw skutecz-
nego zastosowania ZD1839 w leczeniu, zaawansowanego
raka jelita grubego, raka ptuc, piersi oraz raka szyi i glowy
[46].

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

Jedng ze strategii hamowania kinaz tyrozynowych jest
zastosowanie przeciwciat monoklonalnych (mAb), ktére
sg biatkami systemu odpornosciowego rozpoznajgcymi
obce antygeny i wigzace sie pojedynczo z kazdym z nich
prowadzac do ich wyeliminowania przez system odpor-
nosciowy organizmu. Pierwszy przykiadem zastosowania
mADb w terapii skierowanej przeciw kinazom tyrozynowym
byty przeciwciata, ktére rozpoznaja onkogen neu [47, 48].
Pozakomorkowe domeny receptorow stanowiag unikalne
struktury, co sprzyja mozliwos$ci wykorzystania wysoce
specyficznych przeciwciat. Sposob dziatania tak skonstru-
owanych przeciwciat jest wielostronny i moze obejmowac
procesy prowadzace do blokowania wigzania liganda, ha-
mowania dimeryzacji receptora lub inicjacji procesu jego
degradacji. Herceptyna jest pierwszym lekiem z grupy mAb
rozpoznajacym receptor Her-2/neu (ErbB2) kinazy tyrozy-
nowej. Herceptyna stosowana jest w leczeniu raka piersi, jej
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wigzanie zapobiega oligomeryzacji receptora onkogennej
kinazy tyrozynowej Her-2/neu [49, 50]. Przeciwciato roz-
poznaje zewnatrzkomdrkowy fragment kinazy, epitopem
jest C-terminalny fragment domeny IV. Nie wiadomo jaki
jest doktadnie mechanizm dziatania Herceptyny na Her-2/
neu poniewaz domena IV nie bierze bezposrednio udziatu
w dimeryzacji receptora, wiadomo natomiast, ze w dome-
nie tej zlokalizowane sg miejsca rozpoznawane przez me-
taloproteazy. Wykazano, ze przeciecie domeny IV przez
metaloproteaze stymuluje dimeryzacje wewngtrzkomarko-
wych receptoréw w szlaku zaleznym od kinazy Her-2/neu.
By¢ moze w tym kontekscie wigzanie mAb moze hamowacé
aktywnos$¢ metaloproteaz i blokowaé sygnaty pochodzace
z receptora kinazy Her-2/neu [45], IMC-C225 (cenuximab,
Erbitux) jest przeciwcialem monoklonalnym skierowanym
przeciw innej receptorowej kinazie tyrozynowej EGF (ErBl).
IMC-C225 wigze sie z domeng receptora i blokuje wiazanie
liganda. IMC-C225 znajduje sie w fazie testow klinicznych
w terapii raka ptuc, szyi i glowy [45]. Szacuje sig, ze prze-
ciwciata monoklonalne stworzone przy uzyciu ludzkich ge-
néw stanowig obecnie jedng czwartg produktéw opracowy-
wanych klinicznie, dlatego najprawdopodobniej zwiastujg
one nowga ere w medycynie.

TERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA
Z ZASTOSOWANIEM INHIBITOROW
KINAZ TYROZYNOWYCH

Uzasadnienie stosowania inhibitorow onkogennych
form kinaz w leczeniu raka wynika bezposrednio z badan
klinicznych. W komdrkach nowotworowych bardzo czesto
dochodzi do nadekspresji kinaz tyrozynowych jak réwniez
kinaz serynowo/treoninowych. Jednakze nadekspresja kon-
kretnej kinazy w przypadku ludzkich nowotworow nieko-
niecznie musi oznaczaé, ze jest ona efektywnym celem dla
lekéw. Wydaje sie, ze inhibitor kinazy moze by¢ skuteczny
tylko wtedy, gdy zahamujg aktywnos$¢, ktéra jest istotna
dla utrzymania nowotworu. Jak mozna identyfikowaé ta-
kie kinazy? W dwadch chorobach cztowieka, w raku piersi
i przewlektej biataczce szpikowej, dwie kinazy tyrozyno-
we, Her-2/neu i BCR/ABL, zostaty zidentyfikowane na
podstawie amplifikacji genu i translokacji chromosomalnej
[50, 51]. Fakt, ze do zaburzeh dochodzi na poziomie DNA
dowodzi, iz sg to zmiany pierwszorzedowe, ktére majg za-
sadnicze znaczenie w procesie inicjacji transformacji nowo-
tworowej. Ostatnie badania kliniczne nad inhibitorami tych
kinaz dostarczyty dowodow, iz ich aktywnos$¢ jest rowniez
niezbedna do podtrzymania fenotypu nowotworowego
w fazie progresji.

TERAPIA Z ZASTOSOWANIEM PRZECIWCIAL
MONOKLONALNYCH W LECZENIU RAKA PIERSI

Onkogennebiatko Her-2/neu (znaneréwniezjako ErbB-2)
spokrewnione z rodzing receptorow EGFR po raz pierw-
szy zostato zidentyfikowane, jako czynnik transformujgcy
w neuroblastomie szczuréw. U cztowieka gen Her-2/neu
jest obecny w okoto jednej trzeciej przypadkach raka pier-
si i jest wyznacznikiem przezywalnosci [52], Nadekspresja
Her-2/neu w modelu in vitro prowadzi do utworzenia he-
terodimeru z innym biatkami rodzimy Erb-B, co prowadzi
do nabycia konstytutywnej aktywnosci kinazy tyrozynowej
oraz inicjacji transformacji nowotworowej komérek. Wyka-
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zano, ze ekspresja aktywnego allelu Her-2/neu w tkance
nabtonkowej gruczotu piersiowego myszy transgenicznych
wywotuje rozw0j raka piersi [53], Badania wykorzystujgce
Her-2/neu jako cel lekéw przedwnowotworowych sku-
piaty sie woko6t poszukiwania pozakomdérkowych domen
specyficznych dla przeciwciat monoklonalnych [47, 54-56],
Ostateczne testy kliniczne wykazaty, ze leczenie z zastoso-
waniem Herceptyny potaczone z chemioterapig przedtuza
okres zycia kobiet z rakiem piersi z onkogenem Her-2/neu
[57], Potaczona terapia Herceptyng z inhibitorem ZD1839
dla kinazy EGFR (ErbBl) spowodowata przedtuzenie okre-
su zycia $rednio do 1 roku, u pacjentek z nawracajgcymi
przerzutami raka piersi, u ktérych zawiodto leczenie z za-
stosowaniem silnych chemioterapeutykéw. W roku 2001
Herceptyng zostala wprowadzona na liste lekéw posiada-
jacych certyfikat FDA.

TERAPIA Z ZASTOSOWANIEM
NISKOCZASTECZKOWYCH INHIBITOROW KINAZ
W LECZENIU BIALACZEK | RAKA PLUC

Onkogenna kinaza BCR/ ABL wykrywana jest w az 95%
przypadkéw przewlektej biataczki szpikowej (CML; ang.
chronic myeloid leukemia). Translokacje typu BCR/ ABL moga
rézni¢ sie punktem pekniecia w BCR, a powstate geny fu-
zyjne kodujg biatka réznych wielkosci od 180 do 230 kDa
[36, 58-60] identyfikowane dodatkowo w okoto 5% ostrej
biataczki limfocytarnej (ALL; ang. acute lymphoblastic leuke-
mia) u dzieci i 15-25% ALL u dorostych. CML rozpoczyna
sie fazg ostrg charakteryzujgca sie przekroczeniem prawi-
dtowego poziomu dojrzatych komdrek szpikowych, stan
ten rozwija sie przez okres 4 do 5 lat i przechodzi w faze nie-
uleczalng choroby zwang kryzysem blastycznym (ang. blast
crisis). BCR/ABL ulega ekspresji przez caty okres choroby,
natomiast komorki charakterystyczne dla fazy nieuleczalnej
kryzysu blastycznego zawierajg dodatkowe wielokrotne
cytogenetyczne i molekularne nieprawidtowosci. STI571
(ang. signal transduction inhibitor 571) jest niskoczgsteczko-
wym inhibitorem kinazy tyrozynowej odkrytym w trakcie
badan preparatow hamujgcych kinaze biatkowa C. Po do-
datkowych analizach, ktére zainicjowaty w roku 1999 faze
testéw klinicznych stwierdzono, ze przy uzyciu STI571
mozna réwniez zahamowaé¢ produkty protoonkogendéw c-
-ABL i c-Kit z niewielka aktywnos$cig przeciw duzej grupie
innych kinaz tyrozynowych i serynowo/treoninowych [61].
W fazie testow klinicznych przebadano prawie 1000 pacjen-
tow. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze STI571
hamuje wzrost komérek z ekspresja BCR/ ABL, w niewiel-
kim stopniu wptywajac na komérki prawidtowe [61, 62],
Niezwykle istotne byto, ze u prawie wszystkich pacjen-
tow w fazie przewlektej CML inhibitor STI571 wykazywat
minimalng toksyczno$¢ w dawkach wystarczajgcych, aby
zablokowaé¢ aktywnos$¢ enzymatyczng BCR/ABL [63-67],
STI571 w rekordowym, jak na standardowe procedury tem-
pie zostat w roku 2001 zatwierdzony przez FDA i obecnie
w dawkach 400 mg/dzien jest pierwszorzedowym lekiem
stosowanym z wyboru w leczeniu przewlekiej biataczki
szpikowej u pacjentéw z chromosomem Ph.

Onkogen EGFR (ErbBl) nalezy do rodziny receptoro-

wych kinaz tyrozynowych, ktére zostalty zidentyfikowane
na powierzchni komorek nowotworowych ijest skojarzony
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z rakiem piersi, jgder, jajnikéw, ptuc oraz mézgu. ZD1839
jest pierwszym preparatem z nowej klasy niskoczgsteczko-
wych inhibitorow kinaz stosowanych w terapii, ktorej celem
jest blokowanie naskérkowego czynnika wzrostu EGFR.
ZD1839 jest preparatem biologicznych, stosowanym doust-
nie i dobrze tolerowanym przez pacjentéw [46, 47], Zasto-
sowanie kliniczne zostato poprzedzone badaniami przepro-
wadzonymi na 216 pacjentach z rakiem ptuc i $redni czas
trwania odpowiedzi wynosi 7 miesiecy. ZD1839 zostat za-
twierdzony w Australii oraz Japonii, a w 2003 roku uzyskat
certyfikat FDA w USA, stosuje sie go doustnie, raz dziennie
jako 250 mg tabletke. Na poczatku roku 2004 ZD1839 zostat
zatwierdzony roéwniez jako lek w Europie. Stosowany jest
jako trzecia seria terapii u pacjentdw z miejscowo zaawan-
sowanym rakiem ptuc po chemioterapii [44], W badaniach
klinicznych u pacjentow, u ktérych nie byto zadnej dostep-
nej opcji leczenia ZD1839 spowodowat zahamowanie pro-
liferacji komorek nowotworowych i stabilizacje choroby.
Poniewaz ZD1839 dziata docelowo na kinazy tyrozynowe,
efekty uboczne sg mniej dotkliwe i ostabiajace organizm niz
w przypadku chemioterapii. Obecnie prowadzone sg dalsze
badania umozliwiajgce uzycie tego rodzaju terapii do lecze-
nia innych odmian nowotworéw w tym: raka jelita grube-
go, raka piersi oraz mézgu.

OPORNOSC NA INHIBITORY KINAZ TYROZYNOWYCH

Wraz z upowszechnieniem sie STI571 jak leku przeciw-
biataczkowego pojawity sie nowe problemy zwigzane z na-
bywaniem opornosci. U pacjentow CML z chromosomem
Filadelfia, w fazie kryzysu blastycznego zaobserwowano
uaktywnienie si¢ BCR/ABL pomimo leczenia z zastosowa-
niem STI571. Ostatnie badania pacjentdéw, u ktérych zaob-
serwowano nawrot choroby dowodzg, iz BCR/ABL odgry-
wa krytyczna role w rozwoju nowotworu nawet w bardzo
péznych stadiach choroby, dlatego oporno$¢ na STI571
stanowi powazny Kryzys terapii przeciwnowotworowej.
U tych pacjentéw zidentyfikowane zostalty dwa mechani-
zmy opornosci na STI1571: amplifikacja genu BCR/ABL oraz
mutacje w domenie enzymu odpowiedzialnej za wigzanie
ATP [68-69], Ostatnie badania pokazaly, ze pewne mutacje
w domenie wigzacej ATP moga powodowaé¢ konformacyj-
ne zmiany w onkogennym biatku BCR/ ABL, ktére utrud-
niaja jego oddziatywanie z inhibitorem STI571 i prowadza
do opornosci [62, 70]. Niektdére mutacje powodujg catkowi-
te zahamowanie wigzania sie STI571 do domeny ATP, inne
moga prowadzi¢ tylko do czesciowej utraty specyficznosci
substratowej do inhibitora [63, 71]. W takim przypadku, aby
przetama¢ opornoé¢ na dziatanie inhibitora stosuje sie kilka
metod: zwiekszenie dawki lub potgczenie z tradycyjnymi
chemioterapeutykami, poszukuje si¢ alternatywnych inhi-
bitorow BCR/ABL lub inhibitoréw innych kinaz tyrozyno-
wych aktywowanych przez BCR/ ABL, wreszcie stosuje sie
strategie antysensowg dla mRNA BCR/ABL [66]. Wazne
jest jednak aby zrozumieé, ze metody te réznig sie zasadni-
czo skutecznos$cia, ktéra zazwyczaj zalezy od mechanizmu
prowadzgcego do nabycia opornosci.

Identyfikacja catkowitej liczby mozliwych mechanizmow
opornosci na inhibitory wymaga dodatkowych badan, pew-
ne jest jednak to, ze mutacje sg charakterystyczne dla pa-
cjentdw bedacych w zaawansowanym stadium choroby. Te
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odkrycia nasuwajg kilka waznych pytan. Dlaczego powsta-
ja te mutacje? Jakie dodatkowe posuniecia kliniczne trze-
ba podjg¢, aby zahamowac nawrét choroby? Opracowany
model wskazuje na to, iz w péznym stadium CML komor-
ki sg genetycznie niestabilne i akumulujg mutacje podczas
postepujacego rozwoju choroby. Leczenie z zastosowaniem
STI571 wykorzystuje skuteczng selekcje alleli lekoopornych
dlatego waznym zagadnieniem w przysztosci, ktére moze
zadecydowac o wyborze inhibitora, bedzie odpowiedZ na
pytanie, czy mutacje te moga wystepowaé u pacjentéw we
wczesnym stadium choroby nowotworowej.

INZYNIERIA INHIBITOROW KINAZ TYROZYNOWYCH,
NOWE STRATEGIE W LECZENIU NOWOTWOROW

W przeciggu ostatnich lat dokonat sie istotny przetom
w badaniach nad molekularnymi mechanizmami aktywac;ji
szlaku przemian BCR/ABL, jednej z najlepiej poznanych
onkogennych kinaz tyrozynowych. BCR/ABL wywotuje
opornos$é na tradycyjne leki stosowane w leczeniu biataczek
stymulujgc mechanizmy naprawy DNA [59]. Jednocze$nie
STI571 uczula komorki, w ktérych zachodzi ekspresja BCR/
ABL na dziatanie lekéw genotoksycznych uszkadzajgcych
strukture DNA [72], Te odkrycia przyczynity sie do zasto-
sowania nowej strategii w leczeniu biataczek, ktéra ma na
celu stworzenie leku posiadajgcego jednoczesne wiasci-
wosci uszkadzania DNA oraz bezposredniego hamowa-
nia kinazy BCR/ABL. Ten rodzaj terapii okreslanej jako
»combi target” jest nowym podejsciem do ukierunkowanej
inzynierii blokeréw kinaz tyrozynowych przez co mozliwe
bytoby zwiekszenie ,,sity" przeciwnowotoworowej lekéw
z tej grupy [73]. Synteza pojedynczych takich inhibitorow
w przypadkach nabywania opornosci na STI571 mogtaby
by¢ alternatywa dla efektywnego leczenia CML. Pierwszym
zwigzkiem z grupy nowych inhibitorow jest 3-metylo-1,2,3-
-triazen (ZRCM5) [69], ZRMC5 nalezy do grupy triazendéw,
wczesniej uzywanych juz w leczeniu wielu nowotworéw,
w tym; raka moézgu, biataczek oraz czerniakéw. Mechanizm
dziatania tej grupy lekéw polega na wytwarzaniu, w toku
przemian metabolicznych alkilowanej pochodnej diazonu,
ktéra powoduje podstawienie guaniny w DNA w pozycjach
06 i N7 [73]. Dwusktadnikowy kompleks ZRMC5 opar-
ty jest na strukturze czgsteczki 2-fenyloaminopirymidyny
(podobnie jak w STI571), ktéra blokuje kinaze BCR/ABL,
ale ktéra zawiera dodatkowo triazenowy tancuch prze-
ksztatcany w procesie hydrolizy do metylodiazonu i zdolny
uszkadza¢ DNA. W ten sposéb ZRMC5 posiada witasciwosé
rownoczesnego hamowania aktywnosci kinazy BCR/ABL
oraz blokowania (a co najmniej spowalniania) procesow
naprawy DNA i w ten sposéb przyczynia sie do niszczenia
komoérek biataczkowych.

Wydaje sie, ze tgczenie ZRMC5 z inhibitorem STI571
w leczeniu pacjentow z ekspresjg BCR/ABL moze przynies¢
wysoce obiecujgce skutki, szczegdlnie w przypadkach, gdy
w fazie kryzysu blastycznego wymagana jest terapia wy-
niszczajgca [74]. Obecnie trwajg badania in vitro, ktére maja
na celu wykazanie aktywnosci ZRMC5 jako samodzielnego
blokera. Zastosowanie strategii ,,combi target" moze sta¢ sie
odpowiedzig na zjawisko nabywania opornosci w leczeniu
z zastosowaniem tradycyjnych inhibitoréw dla onkogen-

258

nych form kinaz tyrozynowych spotykanych w réznych
formach raka.

UWAGI KONCOWE

Herceptyna, STI571 oraz ZD1839 sg przyktadem inhibi-
toréow kinaz tyrozynowych, ktérych potencjalne, szerokie
zastosowanie w leczeniu réznych odmian nowotworow
jest wielkim wyzwaniem wspotczesnej medycyny. Wysoce
specyficzna aktywnos$¢ tych lekéw, ktéra ogranicza sie do
nowotworéw uwarunkowanych zmianami genetycznymi
w poszczegOllnych kinazach stanowi ogromnag przewage
leczenia nad ogélnie wyniszczajgcymi, ze wzgledu na skut-
ki uboczne, metodami stosowanymi w chemio- i radiotera-
pii. Niezaprzeczalny kliniczny ,,sukces" STI571 w leczeniu
przewlektej biataczki szpikowej zrewolucjonizowat nasze
pojecie o molekularnych podtozach choréb nowotworo-
wych. Wydaje sig, ze inne postaci raka moga by¢ podobnie
hamowane przy uzyciu specyficznych inhibitoréw, wcze-
$niej nalezy jednak rozpoznaé¢ docelowe kinazy tyrozynowe
zaangazowane w ich patogeneze.
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Tyrosine kinases
New target of anticancer therapy
Ireneusz Majsterek, Dariusz Pytel, Janusz Blasiak

Department of Molecular Genetics, University of £6dz, 12/16 Banacha St., 90-237 £6dz, Poland
e-mail januszb@biol.uni.lodz.pl

Key words: oncogenic tyrosine kinases, anticancer drugs, BCR/ABL, Her2/neu, STI571, herceptin

ABSTRACT

Recently, clinical studies of new drugs development to target specific forms of cancer were reported. Herceptin, a monoclonal antibody aga-
inst the Her™neu receptor tyrosine kinase, prolonged the survival of women with Her*neu positive metastatic breast cancer. STI571, a small
molecule inhibitor of the BCR/ABL, c-Kit and platelet derived growth factor receptor tyrosine kinase, produced pronounced clinical responses
in patients with BCR/ABL positive chronic myeloid leukemia and c-Kit positive gastrointestial stromal tumors. In order to consider the use of
the inhibitor of tyrosine kinases activity as anticancer drug, their mechanisms of the oncogenic activation and their impact on tumor transfor-
mation should be studied. The treatment with tyrosine kinase inhibitors such as STI571 or herceptin was a spectacular clinical success which
stimulated research on the structure and function of both kinases and their inhibitors.
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Biatka HMGA i ich geny jako potencjalne biomarkery nowotworowe

STRESZCZENIE

iatka HMGA kodowane przez geny HMGA maja zdolno$¢ wigzania sie z regionami pro-

motorowymi genéw, bogatymi w sekwencje AT, powodujac wzmacnianie lub wycisza-
nie ekspresji tych genéw. W stanie normy w organizmach dorostych biatka HMGA wystepu-
ja w niewielkich ilosciach. Wzrost ich stezenia obserwuje sie w trakcie embriogenezy. Wy-
soki poziom ekspresji biatek HMGA wydaje sie charakteryzowaé¢ fenotyp nowotworowy,
zarébwno spontaniczne jak i doswiadczalne nowotwory zto$liwe, co wiaze sie ze ztym pro-
gnozowaniem i moze by¢ symptomem powstawania przerzutéw. Ekspresja genéw HMGA
moze by¢ takze znacznikiem progresji nowotworu. Prowadzone badania nad terapiag genowg
nowotwordéw, opartag na zablokowaniu syntezy biatka HMGA przy uzyciu wektoréw wiruso-
wych z genem kodujacym to biatko w orientacji antysensowej, jak réwniez nad nowa grupa
lekéw przeciwnowotworowych dziatajgcych poprzez tworzenie kowalencyjnego wigzania
krzyzowego pomiedzy DNA i biatkiem HMGA, wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania tych
gendw i ich biatkowych produktéw jako celu terapii przeciwnowotworowej.

WPROWADZENIE - BIALKA HMGA I ICH GENY

Biatka o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej (HMG) nalezg do jednej
z najwiekszych i najlepiej scharakteryzowanych grup niehistonowych biatek
chramatynowych. Cechami charakterystycznymi tych biatek sg mozliwo$é
ekstrakcji z jader lub chromatyny komérek eukariotycznych w obecnosci 0.35
M NaCl, rozpuszczalno$é¢ w 5% kwasie nadchlorowym lub trichlorooctowym,
wysoka zawarto$¢ obdarzonych tadunkiem reszt polarnych aminokwaséw,
masa czasteczkowa mniejsza niz 30 kDa [1]. Biatka te dzieli sie na trzy rodziny
HMGA, HMGB i HMGN (Tabela 1).

Tabela 1. Nazewnictwo biatek i genéw rodziny HMG

| Biatko - nowe nazewnictwo Biatko - stare nazewnictwo Gen - nowe nazewnictwo 1

Biatka HMGA
HMG-I, HMGI, HMG | HMGAI
HMGAI ' P
CAla HMG-I/Y, a-protein Hmgal
HMGAIb HMG-Y, HMGY, HMG Y HMGAI
Hmagal
HMGAIc HMG-I/R HMGAI
Hmagal
HMGA2 HMGI-C HMGA2
Hmga2
Biatka HMGB
HMGI, HMG-1, HMG HMGB1
HMGB1 ' '
1 (ang. amphoterin) Hmgbl
HMGB2 HMG2, HMG-2, HMG 2 HMGB2
Hmgb2
HMG2a, HMG-2a HMGB3
HMGB3 ' '
HMG 2a (HMG-4) Hmgh3
Biatka HMGN
HMGN1 HMG-14, HMG14, HMG 14 HMGN1
Hmgnl
HMGN2 HMG-17, HMGI7, HMG 17 HMGN2
Hmgn2
. HMGN3
HMGNS3
Trip7 Hmgn3
HMGN3
HMGN3a Hmgn3
HMGN4 HMGN4

Dane zaczerpnigto ze strony internetowej http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/genefami-
lies/hmgfamily.shtml
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W skiad rodziny HMGA wchodzg cztery biatka, HMGA-
la, HMGAIb, HMGAIc i HMGAZ2. Biatko HMGAIla (11.9
kDa) sktada sie ze 107 reszt aminokwasowych. Biatko
HMGAIb (10.6 kDa) rézni sie od niego wewnetrzng dele-
cja 11 reszt aminokwasowych, a biatko HM GAIc (19.7 kDa)
zbudowane jest ze 179 reszt aminokwasowych [2]. Wymie-
nione biatka sg produktem réznicowego ciecia i sktadania
transkryptu kodujgcego je genu HMGAL1 [3] zlokalizowane-
go na chromosomie 6 [4]. Biatko HMGAZ2 o masie czgstecz-
kowej 12 kDa, sktadajgce sie ze 109 reszt aminokwasowych
z charakterystyczng dla HMGAIb delecja, wykazuje po-
nad 50% homologie sekwencji aminokwasowej z biatkami
HMGAIla i HMGAIb gtéwnie w obrebie domen wigzacych
DNA. Kodowane jest ono przez gen HMGA2 zlokalizowa-
ny na chromosomie 12 [3], Cechg charakterystyczng biatek
HMGA jest wystepowanie trzech niezaleznych domen wig-
zacych DNA (ang. AT-hook), poprzez ktdre biatka te wigzg
sie z mniejszg bruzda helisy DNA bogatej w sekwencje AT
(4-6 pz). Kazda z nich zawiera wysoce konserwatywng
sekwencje palindromowg P-R-G-R-P (R-G-R-P motyw nie-
zmienny), ktéra stanowi jej rdzen otoczony przez inne do-
datnio natadowane reszty aminokwasowe [5] (Rys. 1).

Struktura biatek HMGA ulega modyfikacji po potacze-
niu z innymi czgsteczkami (DNA, biatko). Domeny wiazgce
po asocjacji z DNA przyjmujg ptaska strukture. Takie za-
chowanie domeny umozliwia centralnie ulokowana glicy-
na i wystepowanie reszt prolinowych w konformacji trans
[5-7], Sciste dopasowanie obu potaczonych struktur stabi-
lizowane jest przez wigzania wodorowe, oddziatywania
elektrostatyczne i hydrofobowe. Biatka HMGA nie wigza
sie z jednakowym powinowactwem do wszystkich odcin-
kow DNA bogatych w sekwencje AT, co pozwala sadzic,
ze rozpoznajg one raczej strukture niz sekwencje odcinka
DNA, z ktérym sie wigzg [5-7]. Konsekwencjg wigzania bia-
tek HMGA z DNA jest zmiana ich struktury oraz indukcja

Domena wigzacg |

i I
HMGAIla 1SESSSKSSQPLASKQEKDG I EKRGRGRPRKQPP 34
HMGAIb 1SESSSKSSQPLASKQEKDG! EKRGRGRPRKQPP 34
HMGA?2 1SARGEGAGQPSTSAQGQPAAPAPQKRGRGRPRKQQQ 37

Domena wiagzaca Il

35 VSPGTALVGSQKEPSEVPTPKRPRGRPKGSKNKGAA T RKTTT 77
35 KEPSEVPTPKRPRGRPKGSKNKGAAKT RKTTT 66
38 EPTGEPSPKRPRGRPKGSKNKSPSKAAQKKAEA 70

romena wigzaca I

78 TPGRKPRGRPKK LEK EEEEG1SQESSEEEQ 107

67 TPGRKPRGRPKK LEK EEEEGISQESSEEEQ 96

71 TGEKRPRGRPRKKWPQQVVQKKPAQEETEETSSQESAEED 109

Rysunek 1. Sekwencje aminokwasowe biatetk HMGAla, HMGAIb i HMGA2.
Klamry ograniczone strzatkami oznaczajg fragmenty biatek tworzgce domeny
wigzace DNA (ang. AT-hooks). Podkresleniem zaznaczono 11 aminokwasowy
odcinek, ktérego brak jest cechg réznigca biatka HMGAla i HMGAIb. Miejsca
fosforylacji biatek HMGAla i HM G AIb in vivo zalezne od kinazy cdc2 oznaczono
kolorem czerwonym, zalezne od kinazy CK2 kolorem niebieskim, a zalezne od
kinazy PKC kolorem zielonym. Miejsce acetylacji zalezne od acetylotransferazy
CBP zaznaczono kolorem rézowym, a zalezne od P/CAF kolorem z6ttym [80].
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zmian strukturalnych w zwigzanym odcinku kwasu nukle-
inowego. Zmiany te obejmujg prostowanie, zginanie, roz-
wijanie i tworzenie petli w odcinkach DNA. Moga one by¢
wynikiem: wigzania czgsteczki biatka HMGA z odlegtymi
regionami tej samej czasteczki DNA, kooperacyjnego i/lub
réwnoczesnego wigzania wielu czgsteczek biatek HMGA
do okres$lonego regionu tej samej czgsteczki DNA, wigza-
nia réznych czasteczek DNA przez okres$long czasteczke
HMGA [8-10], Ilo$¢ i rodzaj zmian struktury DNA moze
zaleze¢ od stezenia biatek HMGA.

Biatka HMGA nalezg do najintensywniej potranslacyj-
nie modyfikowanych biatek jgdrowych. Modyfikacje te
obejmujg fosforylacje, acetylacje, metylacje i poli-ADP ry-
bozylacje. Zachodzg one w odpowiedzi na rozne sygnaty
wewnatrz- i zewnagtrzkomaérkowe, czego konsekwencjg jest
zmiana ich biologicznych wiasciwosci. Przyktadem jest za-
lezna od cyklu komorkowego fosforylacja treonin w pozycji
53 i 78 powodujgca ponad dwudziestokrotne zmniejszenie
powinowactwa biatek HMGA1 wzgledem odcinkéw DNA
bogatych w sekwencje AT [11-13].

Gen kodujacy biatka HMGAIla, HMGAIb i HMGAIc,
zlokalizowany na ramieniu krétkim chromosomu 6 (6p21)
ma dtugos$é 10 144 pz. Sktada sie z 7 intronéw, 8 eksondw
i ma 4 miejsca promotorowe/ wzmacniajace i 4 miejsca star-
tu transkrypcji [2, 3]. Ujawnia ztozony mechanizm réznico-
wego ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu mRNA,
czego wynikiem jest obecnos$é trzech wymienionych wyzej
izoform biatkowych (Rys. 2). Natomiast znacznie dtuzszy
gen kodujacy biatko HMGA2 (ok. 37000 pz), zlokalizowa-
ny na ramieniu dtugim chromosomu 12 (12ql5) sktada sie
z 4 intron6w i 5 eksonow i ma tylko jedno miejsce promo-
torowe/wzmacniajace ijedno miejsce startu transkrypcji [4]
(Rys. 3). Rowniez w przypadku tego genu wykryto rézni-
cowe ciecie i sktadanie mRNA [14, 15]. Cecha charaktery-
styczna obu gendw jest kodowanie trzech domen wigzgcych
DNA i odcinka C-terminalnego przez oddzielne eksony
(eksony 5,6,7 - domeny wigzgce, ekson 8 - odcinek C termi-
nalny w genie HMGAL oraz odpowiednio 2,3,4 i 5 w genie
HMGAZ2). Transkrypcja genu HMGA1 moze rozpoczynaé
sie w czterech r6znych miejscach zaleznie od typu komér-
ki i czynnika jg stymulujacego. Wzrasta ona po stymulacji
transformujacym czynnikiem wzrostu alfa [16], czynnikiem
wzrostu fibroblastow i ptytek krwi [17], interleuking-lbeta,
endotoksyng [18], estrami forbolu [19], kwasem retinowym
[20], niedotlenieniem [21] a takze czynnikiem transkrypcyj-
nymi AP-1 i onkogenem c-Myc [22]. Czg$¢ z nich stymuluje
rowniez ekspresje genu HMGA2. W kontroli ekspresji tych
genéw bierze udziat wiele czynnikéw, co ttumaczy¢ moze
r6znorodno$¢ mechanizméw prowadzacych do zaburzen
koekspresji tych gendw. Geny te mogg ulega¢ rowniez re-
aranzacjom, wystepujacym najczesciej w genie HMGA?2
ze wzgledu na znacza dtugos$¢ jego trzeciego intronu (ok.
25000 pz) [23],

Biatka HMGA odgrywajg w komorkach m.in. role tzw.
architektonicznych czynnikéw transkrypcyjnych, ktére bio-
ra udziat w pozytywnej i negatywnej regulacji transkrypcji
genéw eukariotycznych. Rejony promotorowe tych genéw
zawierajg szereg sekwencji AT funkcjonujacych jak ,,kod
paskowy" odczytywany przez biatka HMGA. Umozliwia
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Rysunek 2. Struktura genu HMGAL cztowieka. Cyframi rzymskimi oznaczono eksony, cyframi arabskimi oznaczono introny. Zakrzywione strzatki wskazujg r6zne miej-
sca startu transkrypcji, linie tagczace poszczegélne eksony pokazuja r6zne wzory réznicowego ciecia i sktadania [80],

to oddziatywanie tych biatek z DNA i indukowanie w nim
zmian konformacyjnych, a takze bezposrednie oddziatywa-
nie z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, z ktérymi two-
rza kompleksy. Szczegoty tworzenia tych komplekséw po-
znano w badaniach nad indukowang wirusem transkrypcja
genu kodujgcego interferon beta cztowieka. Wykazano
w nich tworzenie zbudowanego z wielu podjednostek kom-
pleksu z DNA, stuzgcego jako stereospecyficzna platforma
dla polimerazy RNA i innych czynnikéw niezbednych
w inicjacji transkrypcji [24-26], Poznano wiele czynnikéw,
z ktérymi oddziatujg biatka HMGA. Nalezg do nich czynni-
ki transkrypcyjne (AP-1, ATF-2, c-Jun, NF-kB, EIf-1, Oct-1,
Pu-1, RNF-4, SRF) i czynniki regulatorowe (IRF-1, C/EBPp,
NF-AT, NF-Y) [27], Czynniki te oddziatujg z r6znymi rejo-
nami w czasteczce biatka. Rejon taki zawsze zawiera cze$¢
lub cato$¢ jednej lub kilku domen wigzacych DNA oraz
reszte aminokwasowa, ktéra ulega fosforylacji, acetylacji
lub metylacji, co pozwala na regulacje powinowactwa tych
biatek do DNA [27],

Regulacja transkrypcji genow z udziatem biatek HMGA
moze rowniez odbywac sie poprzez bezposrednie oddzia-
tywanie z czynnikami transkrypcyjnymi, czego konsekwen-
cjg jest zmiana tréjwymiarowej struktury tych czynnikéw
i wzrost ich powinowactwa do DNA [28-30]. Poprzez od-
dziatywanie z czynnikami transkrypcyjnymi biatka HMGA
biorg udziat w regulacji aktywnosci wielu genéw, np. selek-
tyny E [31], interferonu beta [32], COX-2 [21], TNF-p [33],
IL-2 [34], leptyny [35] i receptora insulinowego [36]. Biatka
HMGA moga rowniez hamowac¢ aktywno$¢ genéw, np. ge-

5

LhH

12q centromer

cDNA nie ulegajgcy translacji

néw kodujacych interleukine 4 cztowieka [37], a takze genu
kodujgcego tancuch epsilon embrionalnej immunoglobuli-
ny G myszy [38]. Dziatania te mozna wyttumaczy¢ wigza-
niem sie biatek w rejonach promotorowych lub w ich po-
blizu i blokowaniem tworzenia komplekséw biatkowych,
ktére wplywaja na transkrypcje i ekspresje genu. Regulacja
aktywnosci genéw przez biatka HMGA moze wynika¢ z ich
wptywu na strukture chromatyny. Biatka te sa zaangazo-
wane w utrzymaniu chromosomu mitotycznego i uczest-
niczg w roznych aspektach kondensacji chromatyny [39].
Obecnie postuluje sie dwa rézne, ale nie wykluczajgce sie
mechanizmy regulacji transkrypcji genéw poprzez wpityw
na strukture chromatyny. Pierwszy z nich obejmuje dziata-
nie antyrepresorowe biatka HMGAL, polegajgce na bloko-
waniu wigzania lub usuwaniu juz zwigzanego histonu HI
z bogatymi w sekwencje AT rejonami SAR, co powoduje ak-
tywacje nieczynnych petli chromatynowych [40]. Podobna
do opisanego wydaje sie by¢ regulacja transkrypcji zalezna
od sekwencji wzmacniajgcych, warunkowana wpitywem
HMGA1 na topologie DNA [10]. Drugi z mechanizmoéw
obejmuje przeksztatcenie czgsteczki nukleosomu blokuja-
cego miejsca wigzania czynnikoéw transkrypcyjnych, czego
konsekwencja jest uaktywnienie tych miejsc [27],

BIALKA HMGA W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH
EX VIVO INOWOTWORACH DOSWIADCZALNYCH

Ekspresja genu HMGA jest wysoka w tkankach embrio-
nalnych, ktore nie ulegty jeszcze zréznicowaniu [41], co
Swiadczy o ich zaangazowaniu w procesy kontroli wzrostu
i réznicowania komérek. W zréznicowanych komérkach

v \VJ 3’
>25kb
— -

12q telomer

DNA kodujacy biatko

Rysunek 3. Struktura genu HMGAZ2 cztowieka. Cyframi rzymskimi oznaczono eksony, cyframi arabskimi oznaczono introny. Zakrzywiona strzatka wskazuje miejsce

startu transkrypcji [80],
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somatycznych jest natomiast bardzo niska (na granicy czu-
tosci metody pomiarowej). Wysoki poziom ekspresji wy-
daje sie by¢ cechg charakterystyczng fenotypu nowotwo-
rowego spontanicznych i doswiadczalnych nowotworéw
ztodliwych [42], Poziom produktu genu HMGA w komor-
kach transformowanych jest wysoki i niezalezny od tempa
proliferacji komoérkowej [43]. Bezposrednie dowody po-
twierdzajace role biatek HMGA w procesie transformacji
nowotworowej pochodzg z badan, w ktérych analizowano
wptyw transgenéw kodujacych petne lub skrécone formy
biatek HMGA na fenotyp komérki. Wykazano w nich, ze
ekspresja zaréwno petnej dtugosci [22, 44], jak i skroconych
badz chimerycznych [45] bialtek HMGA, powoduje nieza-
kotwiczony wzrost komoérek w pitynnym agarze, co jest
wczesng oznakag transformacji nowotworowej. Ponadto,
transfekowane genem HMGA nieinwazyjne komarki raka
prostaty wykazuja zwiekszona szybkos¢ proliferacji i inwa-
zyjnos$¢ [46]. Wprowadzenie do organizmu bezgrasiczych
myszy zmodyfikowanych fibroblastéw szczura i komoérek
MCF-7 z nadekspresjg petnej dtugosci biatek HMGAL1 indu-
kuje rozwdj guzéw ztosliwych i tworzenie przerzutéw od-
legtych [44]. Wygenerowanie transgenicznych myszy z ge-
nem HMGA1l wprowadzonym do komdrek limfoidalnych
indukuje rozw0j agresywnego i przeszczepialnego chtonia-
ka [47]. Zablokowanie syntezy bialtek HMGA2 w komor-
kach tarczycy szczura hamuje transformacje nowotworowa
[48], Doktadniejszy wglad w mechanizmy biorgce udziat
w procesie nowotworzenia z zaangazowaniem biatek
HMGAL uzyskano w badaniach komérek MCF-7 raka pier-
si cztowieka, do ktérych wprowadzono wektory plazmido-
we z sekwencjami kodujgcymi biatka HMGAla i HMGAIb
znajdujace sie pod kontrolg promotora zaleznego od tetra-
cykliny. Komérki wykazujace nadekspresje, zaréwno biatek
HMGAIa jak i HMGAIb, byty zdolne do niezakotwiczone-
go wzrostu w ptynnym agarze, jednakze nie wykazywaty
podobnej tumorogennosci in vivo. Izoforma HMGAIb byta
efektywniejsza w tworzeniu pierwotnych i przerzutowych
guzow niz izoforma HMGAIla [44], Dane te sugerujg, ze za
stwierdzone réznice odpowiada rejon o diugosci 11 reszt
aminokwasowych, réznigcy oba biatka. Dodatkowo rdzni-
ce te moga by¢ spowodowane m.in. czesciej wystepujagcymi
modyfikacjami potranslacyjnymi biatka HM GAIb. Potwier-
dza to réwniez, oparta o mikromacierze cDNA, poréwnaw-
cza analiza profilu ekspresji genéw modulowanych zwiek-
szonymi poziomami tych biatek. Biatka HMGAla i HMGA-
Ib wptywajg na zmiane ekspresji wielu genéw w podobny
sposob, powodujac jej wzrost bagdz tez obnizenie. Jednakze
na szereg innych genéw biatka te dziatajg w sposdb zréoz-
nicowany. Geny, wrazliwe na nadekspresje biatek HMGA1
sg odpowiedzialne za transdukcje sygnatéw, proliferacje
komérkowa, inwazje, migracje, indukcje angiogenezy i ko-
lonizacje. Szczeg6lng role wydaje sie petni¢ w tym procesie
indukcja szlakéw zaleznych od integryn [44].

Udziat biatek HMGA w procesie transformacji nowo-
tworowej wydaje sie bezsporny, lecz sama ich nadekspre-
sja i powodowane przez nig zmiany profilu ekspresji wielu
genéw nie sg wystarczajace do zmiany fenotypu komorki.
Wykazano, ze ekspresja genu HMGAZ2 nie jest konieczna do
transformacji nowotworowej komaérek tarczycy in vivo [49].
Nadekspresja biatek HMGA1 prowadzi do zmian w regu-
lacji cyklu komérkowego polegajacych na przyspieszeniu
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wejscia w faze S i opb6znieniu przejscia z fazy G2 do M. Kon-
sekwencja tego jest skierowanie prawidtowych komorek
tarczycy na droge apoptozy, do czego niezbedne sg trzecia
domena wigzgca DNA i miejsce acetylacji K60 [50]. Regu-
lacja transkrypcji genu HMGAL in vivo jest zalezna miedzy
innymi od biatka kodowanego przez onkogen c-Myc [22],
Rejony promotorowe genu HMGAL zawieraja miejsca wig-
zania czynnika transkrypcyjnego AP-1 i biatka c-Myc [22,
51]. Biatka te stanowig jeden z elementéw wieloetapowego
ciagu zdarzenh prowadzacego do transformacji nowotworo-
wej, co pozwolito zaliczy¢ gen HMGA do grupy onkogenéw
[47].

Badania prowadzone w ostatnich latach zwracajg uwage
na znaczenie modyfikacji potranslacyjnych biatka HMGAL1
w okres$laniu fizjologicznego i fenotypowego stanu ko-
morek. Wzrost acetylacji i metylacji rezt lizyny i argini-
ny w biatku HMGAL1 raka piersi jest typowy dla komorek
0 silnym potencjale przerzutowania [52], Wzrost metylacji
biatka HMGA1 komérek nowotworowych towarzyszy pro-
cesowi programowanej ich $mierci. Metylacji w czastecz-
ce biatka HMGAL ulega arginina znajdujgca si¢ pomieg-
dzy dwiema resztami glicyny. Sekwencja taka wystepuje
w jednej z trzech domen wiazacych DNA [53], Wykazano
rowniez zwigzek pomiedzy stopniem fosforylacji biatka
HMGAL1 a procesem apoptozy [54], Wysoki stopien fosfo-
rylacji (przynajmniej 5 reszt fosforanowych na czgsteczke
HMGAL) przeciwdziata wigzaniu tego biatka z DNA i po-
woduje rozluznienie struktury chromatyny. Z kolei, defos-
forylacja (jedna reszta fosforanowa lub jej zupetny brak na
czasteczke HMGAL) prowadzi do kondensacji chromatyny
ltworzenia ciat apoptotycznych.

BIALKA HMGA W CHOROBACH
NOWOTWOROWYCH CZLOWIEKA

Obecnos$¢ biatek HMGA zaobserwowano w réznych po-
staciach nowotworu tarczycy [55-57], U pacjentéw, u Kkt6-
rych zdiagnozowano tagodne nowotwory tarczycy, po-
ziom ekspresji genu HMGA i zawartos¢ biatek HMGA byty
znaczaco nizsze niz w nowotworach ztosliwych. Stosujac
technike RT-PCR we wszystkich badanych pooperacyjnych
skrawkach rakéw brodawkowatych tarczycy stwierdzono
ekspresje genu HMGA [56]. Odsetek tkanek wykazujgcych
w badaniach immunochemicznych obecnos$é¢ jego produktu
byt tylko nieznacznie nizszy (96%). Badania z zastosowa-
niem techniki RT-PCR wykazatly ekspresje genu HMGA1
we wszystkich przebadanych pooperacyjnych skrawkach
tkankowych raka pecherzykowego tarczycy. W tkankach,
ktére zostaty sklasyfikowane jako tagodne nowotwory pe-
cherzykowe, nie stwierdzono ekspresji tego genu. U tych
pacjentow oznaczono dodatkowo ekspresje genu HMGAL1
we krwi pobranej przed zabiegiem chirurgicznym, stwier-
dzajagc w wiekszosci przypadkéw raka pecherzykowego
(83%) jego ekspresje [58].

Ekspresje genu HMGAL na poziomie mRNA i biatka za-
obserwowano takze w r6znych postaciach raka jelita grube-
go, znacznie nizszg w gruczolakowatych polipach, a brak
w prawidtowej Sluzdéwce jelita [59-61], Wykazano zalez-
nos$¢ pomiedzy poziomem biatka HMGAL1 a parametrami
kliniczno-patologicznymi (gtebokoscia naciekania guza,
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przerzutami do weztéw chtonnych, zajeciem naczyn krwio-
nosnych), co wigze sie ze ztg prognoza dla pacjentéw [62],
W 63% przypadkéw stwierdzono ekspresje genu HMGAL1
w pooperacyjnych tkankach raka jelita grubego [63]. Dane
te wskazuja, ze ekspresja genu HMGAL nie zawsze towa-
rzyszy tej chorobie. Wykazano jednak istotng statystycznie
zalezno$¢ pomiedzy ekspresjag genu HMGAL a obecnoscig
przerzutéw do weztdow chitonnych i przerzutow odlegtych.
Zaleznos¢ te potwierdzono w badaniach poziomu ekspresji
genu HMGA1 technikg PCR w czasie rzeczywistym (ang.
real-time PCR) [64], Powyzsze dane $wiadczg 0 zaangazo-
waniu genébw HMGA w mechanizmy zwigzane z powsta-
waniem przerzutow. Spostrzezenie to moze by¢ wazne dia-
gnostycznie. Pacjenci, u ktérych stwierdzono ekspresje genu
HMGAL a nie wykryto przerzutéw odlegtych, powinni by¢
poddani bardziej wnikliwym badaniom zmierzajagcym do
poszukiwania mikroognisk przerzutowania.

Wzrost poziomu biatetk HMGA w pordwnaniu z ma-
teriatem kontrolnym stwierdzono réwniez w niektérych
liniach komérkowych raka piersi [65], m.in. w komodrkach
MDA-MB-231 raka piersi o silnej zdolnosci przerzutowania
[66]. Badajgc reakcje immunochemiczng dla biatka HMGA
w pierwotnych rakach piersi stwierdzono, ze w badanej
grupie 170 przypadkéw byta ona zréznicowana [67]: silna
w 14.1%, umiarkowana w 24,7% i staba w 25.3% przypad-
kow. Pozostate przypadki (35.9%) nie wykazywaty reakcji
z przeciwciatem anty-HMGA. Pozytywna reakcja immu-
nochemiczna byta obserwowana we wszystkich typach
histologicznych raka piersi z wyjatkiem inwazyjnego raka
brodawkowego oraz raka sitowego. Analiza statystyczna
wykazata wysoki stopien pozytywnej korelacji pomiedzy
zaawansowaniem nowotworu a ekspresjg biatek HMGAL.
Ponadto, wykazano udziat biatka HMGA1 w procesie re-
gulacji transkrypcji genu BRCAl w agresywnym spora-
dycznym raku piersi [68], polegajagcym na wigzaniu biatka
z promotorem antyonkogenu, co moze wyjasnia¢ drastycz-
ne obnizenie ekspresji genu BRCAL.

W badaniach histologicznych z uzyciem przeciwciat an-
ty-HMGAI wykazano, ze w przypadkach wewnatrzprze-
wodowego Sluzowobrodawkowego guza trzustki dodatnia
reakcja byla ograniczona do przypadkéw wykazujgcych
cechy wzrostu o charakterze inwazyjnym [69]. Podobne
wyniki uzyskano w przypadku raka jajnika [70]. Silna re-
akcja towarzyszyta pierwotnym gruczolakorakom jajnika,
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staba nowotworom o potencjalnie niskiej ztosliwosci, a jej
brak byt typowy dla powierzchni zdrowego nabtonka jaj-
nika. Wzrost ekspresji genu HMGA1 stwierdzono technika
mikromacierzy DNA w raku drobnokomoérkowym ptuc
(SSC) w pordéwnaniu z prawidtowg tkanka [71]. Techni-
ka mikromacierzy DNA postuzyta réwniez do okres$lenia
réznic w ekspresji genéw w rakach w poréwnaniu z pra-
widtowgq Sluzdéwka zolgdka. Wsérod gendw wykazujacych
zwiekszong ekspresje zidentyfikowano m. in. HMGAL1 [72].
Mikromacierze oligonukleotydowe umozliwity wskazanie
genu HMGAL1 jako molekularnego markera przerzutowa-
nia w raku watroby [73]. Ponadto zwiekszong ekspresje
HMGA I/HMGA1 opisano takze dla rakéw szyjki macicy
[74], prostaty [75], nerwiaka zarodkowego [20] i wszystkich
typow biataczek [76].

HMGA/HMGA POTENCJALNYM CELEM
TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Wystepowanie nadekspresji genu HMGA w wielu typach
nowotworow w potgczeniu z faktem, ze komérki szczurzej
tarczycy z zablokowang ekspresjg biatka HMGAZ2 sg opor-
ne na transformujgce dziatanie wiruséw onkogennych [48],
dato podstawe do podjecia préb terapii antynowotworo-
wej. Przy udziale wektora wirusowego, zawierajgcego gen
HMGA1 w orientacji antysensowej, uzyskano zahamowanie
wzrostu i $mier¢ komorek lini ARO i FBI wywodzacych sie
z anaplastycznego raka tarczycy cztowieka, SW620, LoVo
i GEO z raka jelita grubego cztowieka, A549 i H 1355 z raka
ptuc oraz MCF-7 i MDAA468 z raka piersi. Uzyskano réwniez
znaczacy redukcje masy guza nowotworowego indukowa-
nego u bezgrasiczych myszy komoérkami ARO [77], Udziat
biatek HMGA w regulacji transkrypcji réznych genow eu-
kariotycznych, poprzez oddziatywanie z ich regionami
promotorowymi zawierajagcymi sekwencje AT, pozwala na
opracowanie nowej grupy lekéw przeciwnowotworowych,
dziatajagcych poprzez tworzenie kowalencyjnego wigzania
krzyzowego pomiedzy DNA a biatkiem HMGA [78, 79],
Do takich zwigzkéw, bedacych w fazie badan klinicznych,
nalezg m. in. FR 900482 i FK 317, ktdre zalicza si¢ do ro-
dziny antybiotyk6éw przecinowotworowych o strukturze
podobnej do mitomycyny C (Rys. 4). S3 one uznane za pro-
leki, aktywowane in vivo poprzez dwuelektronowa reduk-
cje wigzania N-O w obecnosci $ladowych ilosci jonéw Fe2+
Powstajagca w ten spos6b grupa ketonowa (7) ulega proce-
sowi szybkiej cyklizacji (8) w trakcie ktérego eliminowana

H,N
\.;;;O —0
O\\ H}(_,‘\
N o
A\ \_O

N eliEes
L) J\N (/

N

o8 CHs

FK317 FR 900482

Rysunek 4. Struktura chemiczna mitomycyny i potencjalnych prolekéw przeciwnowotworowych nowej generacji FK 317 i FR 900482 aktywowanych w komérce nowo-

tworowej [78, 79],
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Rysunek 5. Mechanizm redukcyjnej aktywacji zwiazku FR 900482 i sposéb indu-
kowania wigzan krzyzowych z DNA [78i 79],

jest czgsteczka wody i powstaje wysoce reaktywna forma
elektrofilowa zwigzku (9), ktora tworzy wigzania krzyzowe
z DNA (10) (Rys. 5).

Zwigzek FK 317 jest zmodyfikowang chemicznie pochod-
ng FR 900482 (Rys. 4). Modyfikacja polega nawprowadzeniu
grupy metylowej i dwéch grup acetylowych, ktére utatwiajg
przenikanie FK 317 przez btone komoérkowg. Grupy mety-
lowe sg usuwane w komorce. Pozostajgca reszta metylowa
stanowi jedyna réznice pomiedzy aktywnymi formami tych
zwigzkow. Prolek FR 900482 powoduje powstanie groznego
efektu ubocznego objawiajgcego sie przeciekaniem naczyn,
ktory jest prawdopodobnie wywotywany przez indukcje
procesu nekrozy w komoérkach. Bezpieczniejszym i efek-
tywniejszym lekiem przeciwnowotworowym wydaje sie
by¢ FK 317. Komdérki traktowane niskimi stezeniami tego
zwigzku réwniez ulegaja nekrozie, ale przy wyzszych steze-
niach sg eliminowane na drodze apoptozy. Eliminacja grup
acetylowych z FK 317 po wniknieciu do wnetrza komaérki
powoduje, ze zwigzek ten nie moze by¢ substratem gliko-
proteiny P. Proces aktywacji stymulowany jest rowniez
niedoborem tlenu. Powszechnie uznany fakt wystepowania
niedotlenienia guza nowotworowego dodatkowo sprzyja
kumulacji tego leku w komdrkach docelowych.

PODSUMOWANIE

Ocena ekspresji genu HMGA moze by¢ przydatna w dia-
gnostyce onkologicznej. Aktywnos$¢ tego genu moze by¢
markerem progresji nowotworu. Korelacja ekspresji genu
HMGA z niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi suge-
ruje potencjalnie zte rokowanie dla pacjentéw z ekspresjg/
nadekspresjg tego genu. Wskazuje sie na zwiazek pomiedzy
ekspresja genu HMGA a procesem formowania przerzu-
tow. Mozna wysung¢ hipoteze, ze u chorych, u ktérych nie
stwierdzono zajecia weztéw chitonnych i przerzutow odle-
gtych, a u ktérych wykryto badaniem molekularnym eks-
presje genu HMGA, moga wystepowac mikroprzerzuty pro-
wadzace do nawrotéw choroby po radykalnym w zatozeniu
leczeniu chirurgicznym. Zwazywszy na fakt, ze komérki
z potencjatem do zasiedlania i namnazania w odlegtych
miejscach moga pojawic¢ sie juz we wczesnych stadiach roz-
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woju nowotworu, kiedy postepowaniem rutynowym jest
tylko leczenie operacyjne, okres$lenie prawdopodobienstwa
wystgpienia przerzutdow w indywidualnych przypadkach
jest niezwykle wazne dla podjecia decyzji terapeutycznych
0 wdrozeniu lub zaniechaniu terapii adjuwantowej. Wy-
krycie ekspresji genu HMGA u pacjentdw bez przerzutéw
do weztéw i przerzutow odlegtych moze wskazywaé na
potrzebe zastosowania takiej terapii w grupach chorych,
u ktérych nie jest ona rutynowo stosowana. Prowadzone
badania nad terapiag genowga nowotwordéw opartg na zablo-
kowaniu syntezy biatka HMGA przy uzyciu wektoréw wi-
rusowych z genem HMGAL1 w orientacji antysensowej, jak
rowniez nad nowa grupa lekéw przeciwnowotworowych
dziatajgcych poprzez tworzenie kowalencyjnego wigzania
krzyzowego pomiedzy DNA i biatkiem HMGA, wskazujg
na mozliwo$¢ wykorzystania tych biatek jako celu terapii
przeciwnowotworowej.
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HMGA proteins and their genes as a potential neoplastic biomarkers
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ABSTRACT

HMGA proteins and their genes are described in this article. HMGA proteins reveal ability to bind DNA in AT-rich regions, which are charac-
teristic for gene promoter sequences. This interaction lead to gene silencing or their overexpression. In normal tissue HMGA proteins level is
low or even undetectable. During embriogenesis their level is increasing. High HMGA proteins level is characteristic for tumor phenotype of
spontaneous and experimental malignant neoplasms. High HMGA proteins expression correlate with bad prognostic factors and with meta-
stases formation. HMGA genes expression can be used as a marker of tumor progression. Present studies connected with tumor gene therapy
based on HMGA proteins sythesis inhibition by the use of viral vectors containing gene encoding these proteins in antisence orientation,
as well as a new potential anticancer drugs acting as crosslinkers between DNA and HMGA proteins suggest their usefulness as a targets in
cancer therapy.
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STRESZCZENIE

iczne patogenne bakterie sg zdolne do indukcji apotozy komdérek gospodarza, jednak

mechanizm tego procesu oraz jego chorobotwdércze konsekwencje moga by¢ rézne. Wyni-
kajaca z infekcji bakteryjnej indukcja apoptozy lub tez blokowanie programowanej $mierci
komoérek zalezg od ztozonych oddziatywan miedzy biatkami bakterii a biatkami komérek
gospodarza zaangazowanymi w przekazywanie sygnatu i apoptoze. W niniejszym artykule
omoéwiono pro i antyapoptyczne aktywnosci bakterii Salmonella etiterica i Yersinia spp. oraz
bakterii Helicobacter pylori kolonizujgcych zotadek oraz role apoptozy w patogenezie cho-
réb uktadu pokarmowego.

WPROWADZENIE

Tradycyjny podziat proceséw $mierci komérek wyréznia dwa ich typy: ne-
kroze i apoptoze. Kazdy z nich charakteryzuje sie charakterystycznymi zmia-
nami morfologicznymi komorek. Nekroza, bedaca procesem chaotycznym, nie-
kontrolowanym i prowadzacym do uwalniania zawartosci komérek powoduje
stan zapalny. Apoptoza czyli programowana $mier¢ komérek to proces Scisle
regulowany w sposéb genetyczny i biochemiczny, niezwykle istotny dla prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu, odgrywajacy role w procesach rozwojo-
wych oraz utrzymaniu homeostazy tkanek. Apoptoza moze by¢ indukowana
przez réznorodne czynniki jak np.: pobudzenie receptoréw btonowych lub we-
whnatrzkomoérkowych, uszkodzenia DNA lub brak kontaktu z macierza zewna-
trzkomdérkowa. W odréznieniu od nekrozy, programowana $mier¢ komorek
przebiega bez indukcji stanu zapalnego, w sposo6b ,,cichy" immunologicznie.
Podczas apoptozy szybkie usuwanie ciat apoptycznych przez komoérki zerne za-
pobiega nagromadzaniu induktorow stanu zapalnego. Gtownymi komponenta-
mi apoptotycznej maszynerii sg enzymy z rodziny kaspaz, bedace cysteinowymi
proteazami oraz biatka z rodziny Bcl-2. Wszystkie kaspazy sg syntetyzowane
w formie zymogendéw podlegajgcych aktywacji na drodze proteolizy. Przyjmu-
jac jako kryterium podziatu strukture, charakterystycznej dla tej rodziny se-
kwencji podpisowej, kaspazy podzielono na trzy grupy: 1) aktywatory cytokin
lub kaspazy stanu zapalnego (kaspazy 1, 4, 5,11,12,13,14); 2) inicjatory (kaspa-
zy 8, 9, 10, 2); 3) efektory fazy wykonawczej apoptozy (kaspazy 3, 6, 7). Wsrod
kaspaz wyrézni¢ mozna dwie podgrupy réznigce sie diugoscia N-koncowej
prodomeny, petnigcej kluczowg funkcje w rekrutacji prokaspaz do komplekséw
biatkowych. Pierwsza z nich to biatka charakteryzujgce sie dtugg prodomena,
ktora moze zawiera¢c domene $Smierci DED (ang. death effector domain), typowa
dla kaspaz 8 i 10 lub domene rekrutacji kaspaz CARD (ang. caspase recruitment
domain), obecng w sekwencji aminokwasowej kaspaz 1, 2, 4, 5, 9, 11, 12. Drugg
grupe stanowig kaspazy fazy wykonawczej (3, 6, 7) majace zdecydowanie kroét-
szg N- koricowg prodomene. Wydaje sie, ze struktura prodomen w znacznym
stopniu determinuje mechanizmy aktywacji prokaspaz. Proces ten polega na
proteolitycznej modyfikacji tancucha peptydowego przez inng kaspaze, gran-
zym B, proteaze AIF (ang. apoptosis inducing factor) lub na drodze autokatalizy,
przy czym czynniki mogace aktywowac kaspazy inicjatorowe sg r6zne od indu-
kujagcych dojrzewanie kaspaz wykonawczych. Procesy te zazwyczaj wigzg sie
z rekrutacja kaspaz do komplekséw biatkowych, kompleksu DISC (ang. death in-
ducing complex) w przypadku kaspazy 8 i 10 lub kompleksu zwanego apoptoso-
mem w przypadku kaspazy 9. Pojawienie sie na terenie komérki czynnych form
kaspaz moze wywotywac lawinowa aktywacje kolejnych biatek z tej rodziny,
co prowadzi do wigczenia tzw. kaskady kaspaz i wprowadza komérke na dro-
ge apoptozy. Aktywacja kaspaz wykonawczych kontrolowana jest przez biatka
nalezgce do rodziny IAP (ang.inhibitor ofapoptosis). W regulacji bierze tez udziat
biatko Smac (ang. second mitochondrial derived activator, zwane tez DIABLO). Ak-
tywne kaspazy odpowiedzialne sg za degradacje wielu biatek cyto- i nukleosz-
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kieletu, biatek zwigzanych z naprawa DNA, kontrolg cyklu
komaérkowego czy zaangazowanych w sygnalizacje komor-
kowa.

Istotne znaczenie w regulacji procesu apoptozy majg
biatka nalezgce do rodziny Bcl-2, grupujacej ponad 20 bia-
tek, o charakterze zaréwno proapoptycznym jak i anty-
apoptycznym. Kontrolujg one uwalnianie z mitochodriéw
czasteczek efektorowych takich, jak np.: cytochrom ¢,
Smac/DIABLO, AIF, endonukleaza G, odpowiedzialnych
za stymulacje apoptozy zaleznej lub niezaleznej od aktyw-
nosci kaspaz. Ich cechg charakterystyczna, a zarazem pod-
stawg do podziatu, jest wystepowanie ktorej$ z tzw. domen
homologii. Obecno$¢ domen homologii wptywa na zdol-
nos¢ biatek do tworzenia homo- i heterodimeréw oraz od-
dziatywania z innymi biatkami apoptycznymi. W rodzinie
biatek Bcl-2 wyodrebnia sie trzy klasy: 1) podrodzine Bcl-2
obejmujacg biatka anty-apoptyczne (np. Bcl-2, Bcel-Xj, Mci);
2) podrodzine Bax, w ktorej sktad wchodzg biatka o charak-
terze pro-apoptycznym (np. Bax, Bak, Bok); 3) podrodzine
BH3, gromadzacg pro-apoptyczne biatka (np. Bad, Bid, Bik,
Bim).

W przebiegu apoptozy wyréznia sie trzy etapy - inicja-
cji, egzekucji i zniszczenia. Pierwszy etap moze przebiegac
r6znorodnie w zaleznosci od przyczyny wejscia komorki
na droge samobodjczg, dwie kolejne fazy sg dla wiekszosci
komérek podobne. Program $mierci komoérki moze by¢ uru-
chamiany przez wiele czynnikéw, ktérych dziatanie prowa-
dzi do uruchomienia charakterystycznych szlakéw sygnali-
zacyjnych. Wyréznia sie dwie podstawowe $ciezki aktywacji
apoptozy: $ciezke zewnatrzpochodng, niemitochondrialng
z udziatem tzw. receptoroéw $mierci oraz $ciezke wewnatrz-
pochodng, mitochondrialng. Indukcja $ciezki zewnatrzpo-
chodnej obejmuje przytaczenie ligandéw (np. FAS-L, TNF,
APO3L, AP0O2L) do receptoréw $mierci, nalezagcych do ro-
dziny TNF (ang. tumor necrosis factor), co prowadzi do ich
trymeryzacji. Obecno$¢ w cytoplazmatycznym fragmencie
receptorow domeny $mierci DD (ang. death domain) umoz-
liwia wigzanie biatek adaptorowych posiadajacych specy-
ficzne motywy np. FADD (ang. Fas-associated death domain),
czy TRADD (ang. TNF-RIl-associated death domain) i utwo-
rzenie kompleksu biatkowego zwanego DISC, do ktérego
rekrutowane sg kaspazy 8 i 10. Na terenie kompleksu DISC
dochodzi do aktywacji kaspaz inicjatorowych. Szlak we-
wnatrzpochodny nieroztgcznie zwigzany jest z mitochon-
driami. Sygnaty, inicjujace apoptoze, indukujg otwieranie
megakanatéw w btonie mitochondrialnej. Zmiany te znaj-
dujg sie pod Scistg kontrolg biatek z rodziny Bcl-2. Uwol-
niony do cytosolu cytochrom c bierze udziat w formowaniu
kompleksu zwanego apoptosomem. Kluczowa role w jego
tworzeniu peini biatko adaptorowe Apaf-lI(ang. apoptosis
protease activatingfactor-1), majgce na C-koricu domene WD,
wigzaca sie do domeny WD cytochromu c, za$ na N-kon-
cu domene CARD, pozwalajgcg na przytgczenie kaspazy
9. W apoptosomie dochodzi do aktywacji kaspazy 9, ktora
moze kolejno aktywowacé kaspazy wykonawcze 3i 7.

Fazie wykonawczej i fazie zniszczenia towarzyszg cha-
rakterystyczne zmiany morfologiczne. Obejmujg one utrate
turgoru komorki, a co za tym idzie jej obkurczanie sie. Na
tym etapie komorki tracg kontakt z macierzg zewnatrzko-
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moérkowa. Obserwuje sie réwniez fragmentacje i margina-
lizacje chromatyny. W wyniku ciecia DNA przez nukleazy
(np. CAD ang. caspase activated DNA-se) powstajg odcinki
DNA o dtugosci ok. 180-200 par zasad. W komérkach apop-
tycznych dochodzi do przeorganizowania cytoszkieletu
i reorganizacji sieci aktynowej. Ostatecznie nastepuje de-
gradacja jadra komdérkowego, za$ btona komérkowa uwy-
pukla sig, tworzgc ciatka apoptyczne, obtonione pecherzyki
zawierajgce fragmenty cytoplazmy, jadra komodrkowego
oraz funkcjonalne organella. Ciatka apoptyczne sa pochta-
niane przez komorki zerne, dzigki czemu $mieré komorki
na ogo6t nie wywotuje odczynu zapalnego. Sygnatem roz-
poznawczym dla komorek fagocytujgcych jest eksponowa-
na na powierzchni ciatek apoptycznych fosfatydyloseryna.
Czytelnikom, zainteresowanym poznaniem szczeg6téw
dotyczacych mechanizmow przebiegu i regulacji proceséw
apoptozy, polecamy lekture prac przegladowych [1, 2, 3, 4
oraz tomu 1644 Biochim Biophys Acta]. W ostatnich latach
zebrano duzg liczbe danych doswiadczalnych wskazujg-
cych na udziat proces6w programowanej $mierci komaérek
w modulowaniu przebiegu choréb infekcyjnych, zaréwno
wirusowych jak i bakteryjnych. Mechanizmy indukcji lub
blokowania apoptozy przez mikroorganizmy sa bardzo
ré6znorodne i nie w petni wyjasnione.

Indukcja apoptozy jest procesem nieobojetnym zaréwno
dla patogenu, jak i dla gospodarza. Zniszczenie ciagtosci
tkanek (apoptoza komoérek nabtonkowych i srédbtonko-
wych) ufatwia rozprzestrzenianie si¢ mikroorganizmoéw
chorobotworczych. Aktywacja apoptozy, zamiast nekrozy
makrofagdéw, zazwyczaj zwigzana jest z ograniczeniem sta-
nu zapalnego. Zniszczenie komadrek zernych chroni patoge-
ny przed fagocytozg. Z drugiej strony zaobserwowano, ze
apoptoza makrofagéw czesto potgczona jest z uruchamia-
niem mechanizméw antybakteryjnych.

Coraz czesciej podkresla sie udziat apoptozy w procesach
patogenezy wywotywanych infekcjg bakteriami rodzajéw
Yersinia, Salmonella i Helicobacter. Na tej podstawie zostanie
zaprezentowana ztozonos$¢ obserwowanych wsréd patoge-
néw przewodu pokarmowego oddziatywan prowadzacych
do indukcji lub blokowania apoptozy. Cho¢ wszystkie wy-
mienione mikroorganizmy sg patogenami przewodu po-
karmowego, kazdy charakteryzuje sie odmiennym ,,trybem
zycia". Bakterie H. pylori to patogeny zewngatrzkomaoérkowe
kolonizujace gtéwnie cze$¢ przedodzwiernikowga zoladka.
Kolonizacja nabtonka dwunastnicy doprowadza czesto do
rozwoju choroby wrzodowej, a kolonizacja trzonu zotad-
ka do choroby nowotworowej. Enteropatogenne Yersinia
przekraczajg btone $luzowg jelit wykorzystujgc komorki
M, a nastepnie namnazaja sie zewngtrzkomérkowo w war-
stwie pods$luzéwkowej. W wypadku bakterii gatunku Sal-
monella enterica przebieg infekcji zalezny jest od gatunku
gospodarza oraz serowaru patogenu. S. enterica sv. Typhi
do przekroczenia bariery $Sluzéwki wykorzystuje gtéwnie
komérki M, cho¢ posiada tez zdolno$¢ do inwazji entero-
cytéw. Ten wewnatrzkomérkowy mikroorganizm moze
dociera¢ wraz z makrofagami do gtebiej potozonych tkanek
i organow wywotujac ogolnoustrojowg infekcje.
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YERSINIA

Enteropatogenne bakterie z rodzaju Yersinia ,,wyksztat-
city szeroki zakres taktyk" majacych chroni¢ je, lub tez ob-
raca¢ na ich korzy$¢ odpowiedZz immunologiczng gospo-
darza. Jedng ze strategii wykorzystywanych przez Yersinia
spp. jest indukcja apoptozy makrofagéw, ktére w natural-
nych warunkach sg zdolne do hamowania rozprzestrzenia-
nia sie patogenu. Zdolno$¢ do indukcji apoptozy przez te
mikroorganizmy jest procesem zaleznym od typu ,,atako-
wanej" tkanki. Indukcja apoptozy w komdérkach makrofa-
gow, przez Yersinia spp., determinowana jest obecnosciag 70
kb plazmidu, typowego dla enteropatogennych gatunkoéw:
Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis. Plazmid pYV (ang.
Yersinia virulence plasmid) koduje wiele biatek efektorowych,
nalezacych do grupy biatek Yop (ang. Yersinia outer prote-
ins), oraz biatka budujace system sekrecyjny typu trzeciego
TTSS (ang. type three secretion system). Umozliwia on wpro-
wadzenie biatek efektorowych bezposrednio z cytoplazmy
patogenu do cytoplazmy komdrek gospodarza [5]. Do tej
pory opisano szes$¢ biatek efektorowych Yop (YopE, YopH,
YopM, YopT, YopO/YpkA oraz YopP/YoplJ). Pozostajg one
nieaktywne na terenie komarki prokariotycznej z powodu
braku ich substratéw, aktywatordw, a takze dzieki oddziaty-
waniu ochronnemu specyficznych biatek opiekunczych. Ich
dziatanie ujawnia sie dopiero na terenie komérek eukario-
tycznych i polega na reorganizacji filamentéw aktynowych
oraz blokowaniu procesu fagocytozy [6]. Poza bezpos$rednig
inhibicjg fagocytozy, procesem umozliwiajgcym przezycie,
enteropatogennych Yersinia na terenie kepek Payera, jest ha-
mowanie przez bakterie produkcji prozapalnego czynnika
TNF-a oraz indukcja apoptozy makrofagéw [7], Proteina
YopP u Y. enterocolitica i jej homolog YopJ u i Y. pseudotu-
berculosis, uznawana jest za jeden z gtéwnych czynnikéw
sprawczych obu tych proceséw. Istotng role w aktywacji
$mierci komérek zernych odgrywajg réwniez lipopolisacha-
rydy (LPS), bedace sktadnikami btony zewnetrznej komérek
bakteryjnych. Zahamowanie syntezy czynnych immunolo-
gicznie substancji jest gtéwnie wynikiem dziatania YopP/J,
uniemozliwiajagcego aktywacje kinaz z rodziny MKK (ang.
mitogen-activated protein kinase kinases) oraz IKKp (ang. 1kB
kinase complex) [7, 8]. Poréwnanie sekwencji aminokwaso-
wej i struktury Il rzedowej biatek YopP/J z odpowiednimi
fragmentami adenowirusowej proteazy AVP (ang. adenovi-
rus protease) oraz proteazy Ulpl (ang. ubicjuitin-like protein
proteasel) sugeruje, iz YopJ ma witasciwosci proteolityczne,
pozwalajgce na usuwanie ze zmodyfikowanych biatek reszt
ubikwityny lub ubikwitynopodobnych reszt SUMO (ang.
small ubiquitin related modifer). Likwidacja tych posttransla-
cyjnych modyfikacji moze zaburzac procesy przekazywania
sygnatéw. Udowodniono, ze YopJ powoduje zmniejszenie
ilosci biatek zwigzanych z resztami SUMO oraz spadek ste-
zenie biatek ubikwitynylowanych. Jak dotad jednak nie zi-
dentyfikowano bezposredniego substratu YopP/J [9].

Istniejg dwa modele wyjasniajace sposéb, w jaki YopP/
J wywotuje apoptoze makrofagéw (Rys. 1). Wedtug pierw-
szego z nich YopP/J bezposrednio aktywuje program smier-
ci komorki poprzez proces, ktory angazuje proteolityczne
rozcinanie biatka Bid. Drugi model zaktada, ze YopP/J je-
dynie wzmacnia proapoptyczny sygnat indukowany przez
lipopolisacharydy, wchodzace w sktad oston gramujem-
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nych bakterii. Gtdbwnym efektem dziatania YopP/J jest tu
wstrzymywanie aktywacji czynnika traskrypcyjnego NF-kB
(ang. nuclearfactor kB).

INDUKCJA APOPTOZY PRZEZ LIPOPOLISACHARYDY

Lipopolisacharydy bakterii gramujemnych sg rozpo-
znawane przez receptory TLR 4 (ang. Toll like receptors).
Receptory TLR, naleza do rodziny receptoréw PRR (ang.
pattern recognition receptors), rozpoznajacych charaktery-
styczne struktury na powierzchni komdérek mikroorgani-
zmow patogennych. Stymulacja kompleksu receptorowego
TLR4-CD14 (ang. cluster of differentiation 14), obecnego na
powierzchni komoérek zernych przez LPS doprowadza do
zapoczatkowania serii zdarzen: aktywacji ubikwitynylo-
wanej ligazy TRAF6 (ang. TNF receptor-associated factor 6),
aktywacji kompleksu TAKI (ang. transforming growth fac-
tor-beta-activated kinase), oraz fosforylacji i aktywacji biatek
MKK oraz IKK. W nastepstwie uruchomione zostajg $ciezki
zwigzane z kinazami MAPK (ang. mitogen-activated protein
kinases) i NF-kB, czego ostateczna konsekwencjg jest pro-
dukcja cytokin i innych czynnikéw chroniacych komorki
gospodarza przed infekcjg [10]. Sciezka ta, przebiegajaca
z udziatem mieloidalnego czynnika réznicujagcego My88
(ang. myeloid differentiation factor 88) i biatek IRAKI (ang.
IL-IR-associated kinase) w gérnym odcinku szlaku, pozwa-
la na przekazywanie sygnatu promujgcego przetrwanie.
Jednakze pobudzenie receptorow TLR moze rowniez pro-
wadzi¢ do uruchomiania programu samobojczej $mierci
komérek eukariotycznych. W transdukcji proapoptycz-
nego sygnatu indukowanego przez LPS zaangazowane sg
biatka My88 oraz IRAK2. My88 i 1IRAK2 moga wigzac sie
z FADD poprzez odpowiednie domeny $mierci (DD), co
skutkuje aktywacjg kaspaz 8 lub 9 i uruchomieniem progra-
mu $mierci komérki. Opierajgc sie na badaniach Aliprantis
i wsp., analizujacych interakcje miedzy My88, a biatkami
FADD, Ruckdeshel i wsp. sugerujg, iz podobne oddziaty-
wania moga mie¢ miejsce w przypadku idukowanej przez
Yersinia apoptozy [11, 12, 13]. W S$wietle dostepnych wyni-
kow eksperymentéw mozna wnioskowaé, ze kluczowg role
w mechanizmie indukcji apoptozy przez Yersinia odgrywa
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Rysunek 1. Mechanizm indukcji apoptozy komoérek makrofagdw przez entero-
patogenne Yersinia spp.
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hamowanie antyapoptycznej funkcji NF-kB. Gdy zwigzany
z NF-kB szlak promujacy przetrwanie blokowany jest przez
YopP/J, dominujgca staje sie $ciezka cytotoksyczna i ma-
krofagi ulegajg apoptozie [11]. Rodzine transkrypcyjnych
aktywatoro6w NF-kB tworzg konserwowane biatka, nie-
zwykle istotne w procesach regulujacych dziatanie syste-
mu immunologicznego. Ich aktywacja doprowadzajgca do
translokacji aktywnych czasteczek z cytoplazmy do jadra
komorkowego, powoduje podniesienie poziomu ekspresji
genéw kodujacych wiele cytokin, receptoréw czy czaste-
czek adhezyjnych. Dodatkowo czynnik NF-kB petni role
w regulacji poziomu biatek przeciwdzialajgcych procesowi
apoptozy. Do aktywacji NF-kB dochodzi w wyniku uwol-
nienia go od biatek inhibitorowych IkBci (ang. inhibitor kB),
IkB(3 oraz IkBc utrzymujacych NF-kB w cytoplazmie. Aby
NF-kB mogt swobodnie przemiescic¢ sie do jadra, biatka 1kB
muszg ulec fosforylacji i ubikwitynylacji, a nastepnie degra-
dacji w proteosomie. Krytycznym punktem w tym procesie
jest fosforylacja IkB przeprowadzana przez kompleks IKK
ztozony z trzech czesci IKKa, IKKp i IKKy, z czego domene
katalityczng posiadajg podjednostki IKKa oraz IKK(3 [14].
YopP/J) oddziatuje na IKKp. Wprowadzenie YopJ do ma-
krofagbw powoduje spadek ilosci zaktywowanych IKK(3
i NF-kB [8], Jak dotad jednak nie udowodniono by IKKp
byto modyfikowane przez ubikwitynacje, lub tez aby sta-
nowito bezposredni substrat YopP/J. Ubikwitynylacja jest
natomiast niezbedna do aktywacji TRAF6 [15]. Mozliwe, ze
blokowanie aktywacji IKKp jest wynikiem oddziatywania
YopP/J) wiasnie na TRAF6, ktére wydaje sie byé istotnym
ogniwem antyapoptycznej $ciezki NF-kB [16].

W komérkach makrofagow podczas infekcji Yersinia
po poczatkowej aktywacji NF-kB dochodzi, stosunkowo
szybko (-60-90 min.), do zablokowania tego szlaku. Biatko
YopP/J doprowadza do supresji aktywnosci IKKp, co w po-
taczeniu z indukowanym przez bakteryjny LPS sygnatem,
determinuje wprowadzenie makrofagéw na droge apopto-
zy [8],

AKTYWACJA APOPTOZY PRZEZ BIALKO YOPP/]

Na podstawie opublikowanych ostatnio wynikéw do-
Swiadczen mozna stwierdzié, iz biatko YopP/J dziata row-
niez jako samodzielny czynnik zdolny do bezposredniej
aktywacji maszynerii $mierci komoérkowej. Badania prze-
prowadzone przez Deneckera i wsp. udokumentowaty role
mitochondriéw w procesie samobojczej Smierci makrofa-
goéw indukowanej infekcjg Yersinia. Wykazali oni aktywacje
proapoptycznego biatka Bid, bedacego bezposrednim sub-
stratem kaspazy-8. Powstajacy 13 kDa C-koricowy fragment
proteiny (t-Bid) ulega translokacji do btony mitochondriow,
gdzie indukuje uwalnianie cytochromu c, doprowadzajac
do utworzenia aktywnego kompleksu apoptosomowego.
Konsekwencjg tego procesu jest aktywacja kaspaz fazy wy-
konawczej. Bakterie Yersinia, ktdre nie syntetyzujg biatka
YopP/J lub produkujg biatko o zmienionej domenie katali-
tycznej, pozbawione aktywnosci proteolitycznej, nie indu-
kujg przedstawionego procesu. Szczeg6ty dziatania YopP/
J doprowadzajace do powstawania t-Bid nie zostalty wyja-
$nione. Zastosowanie réznorodnych inhibitorow kaspaz,
pozwala sugerowaé¢ oddziatywanie biatka efektorowego
w gérnych odcinkach szlaku sygnalizacyjnego tak wiec
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prawdopodobne jest, ze jego substrat stanowi prokaspaza-8
[17]. Jezeli ciecie biatka Bid wynika z aktywacji kaspazy 8,
mozliwe jest, ze to nie YopP/J bezposrednio uczestniczy
w tym procesie, lecz wtadnie biatka MyD88 i IRAK2. Istnie-

necera i Ruckdeshela (Rys. 1) [11,17].

SALMONELLA

Salmonella bedaca fakultatywnym wewngtrzkomaérko-
wym patogenem ulega namnazaniu w specyficznych prze-
dziatach, nazywanych wakuolami zawierajgcymi Salmonel-
le SVC (ang. Salmonella containing vacuoles). Aby je utworzy¢
bakteria modyfikuje cytoszkielet komérki, strukture prze-
strzenng bton komoérkowych oraz blokuje fuzje wakuol z li-
zosomami [18]. Zwiazane z wirulencjg geny, o réznorod-
nych funkcjach, stanowig okoto 4% chromosomu Salmonella.
Wiele sposréd nich, w tym geny odpowiedzialne za modu-
lowanie procesOw apoptozy, zlokalizowane jest w rejonie
dwoéch duzych obszar6w chromosomu bakterii nazywanych
wyspami patogennosci SPI1 i SP12 (ang. Salmonella pathoge-
nicity island 1 2) [19]. Obie one kodujg niezaleznie funkcjo-
nujgce uktady sekrecyjne typu Ill. Aktywnos¢ genéw SPI1
jest szczegolnie wazna we wczesnej fazie infekcji, umozli-
wiajagc patogenom przekroczenie bariery sluzowki jelit [20,
21]. Biatka kodowane przez SPI1, a przede wszystkim biat-
ko inwazyjnoéci SipB (ang. Salmonella invasion protein B),
sg rowniez odpowiedzialne za indukcje wczesnej SipB-za-
leznej $mierci makrofagéw (Rys. 2) [22], Geny SPI2 petnig
istotng role w ogdlnoustrojowej fazie infekcji, nadajac bak-
terii zdolno$¢ do namnazania sie wewnatrz makrofagéw; sa
one takze odpowiedzialne za indukcje op6éznionej apoptozy
makrofagéw (Rys. 2) [23], W procesie tym uczestniczy row-
niez biatko regulatorowe kodowane przez chromosowy gen
ompR oraz produkty obecnych na plazmidzie genéw opero-
nu spv [24,25], Tkankowy tropizm indukcji apoptozy komo-
rek eukariotycznych przez bakterie S. enterica zalezny jest od
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serowaru patogenu. | tak np. S. entérica sw. Typhimurium
nie wywotuje Smierci komorek epitelialnych, podczas gdy
zakazenie S. entérica sw. Dublin bezposrednio wprowadza
komorki nabtonkowe jelita grubego na droge apoptozy, ale
dopiero w p6znym etapie infekcji. Mechanizm tego procesu
nie zostat w szczegdtach wyjasniony.

ZALEZNA OD SIPB SMIERC MAKROFAGOW

Bakterie rodzaju Salmonella hodowane w warunkach
optymalnych dla inwazji komorek nabtonka (p6zna loga-
rytmiczna faza wzrostu i niskie stezenie tlenu), w doswiad-
czeniach in vitro, indukujg $mier¢ makrofagéw w ciggu
dwoéch godzin od momentu infekcji [26], Zdolno$¢ ta wiaze
sie z syntezg biatek kodowanych w obrebie SPI1, umozli-
wiajacych wprowadzenie do komérki gospodarza biatka
efektorowego SipB, petnigcego kluczowg role w modulacji
procesu apoptozy [22]. SipB wigze i aktywuje kaspaze 1
zwang ICE (ang. interleukin-I$ converting enzyme), co prowa-
dzi do Smierci komérki [27]. SipB zbudowane jest z dwéch
funkcjonalnych domen, warunkujacych zdolnos¢ biatka do
oddziatywania z btonami. N-konicowy rejon odpowiada za
oligomeryzacje, podczas gdy C-korcowy odcinek oddzia-
tuje z lipidami bton. Analizy topologii SipB sugeruja, ze
biatko to moze tgczy¢ dwie warstwy oston komorek bakterii
gramujemnych [28], Nie zostato jednak udokumentowane
czy aktywno$¢ ta manifestuje sie in vivo [28]. Biatko SipB
odgrywa réwniez role translokatora, umozliwiajagc prze-
niesienie innych biatek efektorowych na teren komoérek eu-
kariotycznych [29], Populacja makrofagéw, podlegajacych
$mierci, indukowanej przez Salmonella, nie jest homogenna.
Poszczegdlne komorki wykazujg cechy typowe zaréwno
dla procesu apoptozy jak i nekrozy, a proporcje komorek
0 r6znej morfologii zalezne sg od poziomu ekspresji genéw
SPI1 oraz od wielokrotnosci zakazenia [26]. Zalezny od
kaspazy 1 program S$mierci znaczgco rézni sie od klasycz-
nej apoptozy. Proces ten nie wymaga aktywacji kaspazy-3
[30]. ROéwniez nadekspresja antyapoptycznych biatek Bcl-2
1Bcl-x( nie hamuje tego rodzaju $mierci [31]. Dodatkowo,
myszy pozbawione kaspazy-1 nie wykazujg anomalii roz-
wojowych, w przeciwienstwie do zwierzat z uszkodzonymi
genami kodujgcymi pozostate kaspazy [32]. Ostatnia, lecz
bardzo istotng dla przebiegu infekcji i patogenezy nietypo-
woscig, indukowanej przez Salmonella wczesnej $mierci ma-
krofagéw, jest jej prozapalny charakter typowy dla nekrozy.
Apoptoze uwaza sie za proces, ktéry nie wywotuje zapalne-
go, podczas gdy kaspaza-1, nalezaca do aktywatorow cyto-
kin, ma dziatanie zdecydowanie prozapalne [30], Proces ten
ostatnio okres$la sig, programowang nekrozg [30, 33]. Cho¢
wykazano, ze mikroiniekcja SipB do makrofagéow stymulu-
je ich $mier¢ to nie wiadomo, w jaki sposéb SipB aktywuje
ICE [26]. Badania z wykorzystaniem immunoprecypitacji
wskazujg na zdolnos¢ SipB do wigzania kaspazy 1 [27], Po-
dejrzewa sig, ze ten bezposredni kontakt moze powodowac
zmiany w konformacji ICE. Alternatywnie SipB moze do-
prowadzaé¢ do miejscowej kondensacji ICE, utatwiajac jej au-
toaktywacje [34], lub tez do aktywacji ICE moze dochodzi¢
dzieki przenoszeniu biatka przez SipB w poblize odpowied-
niego aktywatora mogacego by¢ proteing zwigzang z bto-
nami [35]. Kaspaza 1 wykazuje proteolityczng aktywnos$¢
w stosunku do nieaktywnych prekursoréw prozapalnych
cytokin: interleukiny IL-ip i IL-18, umozliwiajgc powstanie
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ich dojrzatych, aktywnych form. Poniewaz cytokiny te nie
maja sekwencji sygnalnej, typowej dla biatek podlegajacych
sekrecji, pozostaje niejasne, w jaki sposdb sa one uwalniane
z komérek makrofagéw. Sekrecja IL-ip moze przebiega¢ na
drodze egzocytozy lub tez do uwolnienia aktywnych cyto-
kin dochodzi w trakcie apoptozy makrofagow [35,36], IL-ip
i IL-18 sg odpowiedzialne za wystgpienie objawow ostrego
stanu zapalnego w miejscu infekcji. We wczesnym etapie
infekcji kepek Peyer'a patogen ,,ucieka" z makrofagéw in-
dukujac ich $mieré. Wywotany stan zapalny powoduje re-
krutacje do miejsca infekcji neutrofili oraz innych komérek
systemu odpornosciowego, mogacych stanowi¢ dogodne
miejsce namnazania si¢ wewngtrzkomdrkowych bakterii.
Zarazem ostry stan zapalny przyczynia si¢ do przetamania
ciagtosci tkanki nabtonkowej jelit i umozliwia rozpoczecie
ogolnoustrojowej fazy infekcji.

Badania przeprowadzone in vitro na komadrkach linii ma-
krofagowych z unieczynnionym genem kaspazy 1 dowodza,
ze udziat kaspazy-1 nie jest konieczny do wywotania apop-
tozy komorek zernych przez S. enterica w logarytmicznej
fazie wzrostu. Ten, niezalezny od kaspazy 1 proces $mierci,
jest znacznie wolniejszy (komorki apoptyczne obserwuje sie
po 4-6 godzinach) i dochodzi w nim do uruchomienia kaska-
dy kaspaz oraz uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondriéw.
Pierwszg kaspaza aktywowana w tej Sciezce jest kaspaza 2,
nastepng kaspaza 3, a na p6zniejszym etapie zaktywowa-
ne zostajg kaspazy 6 i 8 [37], W proteolityczng aktywacje
prokaspazy 2 zaangazowane jest biatko SipB. Poniewaz nie
zaobserwowano bezposredniego wigzania SipB do kaspa-
zy 2 podejrzewa sig, ze do aktywacji dochodzi w wyniku
formowania przez SipB kompleksu z biatkiem adaptero-
wym zawierajacym domene CARD. Taki kompleks mégtby
wigzac i aktywowaé kaspaze 2. Alternatywnie, SipB moze
stuzy¢ jako specyficzna translokaza pozwalajgca na wpro-
wadzenie do komérki innych czynnikéw wirulencji w tym
biatka aktywujgcego kaspaze 2 [37], Jedng z konsekwencji
uruchomienia kaskady kaspaz jest wyptyw cytochromu c z
mitochondrium. Rola aktywacji kaspazy 2 wydaje sie pole-
ga¢ na wspomagajagcym dziataniu, zaleznej od kaspazy 1,
apoptozy. Prawdopodobnie podczas infekcji indukowana
przez kaspaze 1 apoptoza nie przebiega tak gwattownie jak
w warunkach laboratoryjnych. Ostabienie sity, zaleznej od
kaspazy 1, apoptozy in uivo moze wynika¢ miedzy innymi
z faktu, ze aktywne makrofagi sg znacznie mniej ,,skton-
ne do ulegania" apoptozie, niz komoérki wykorzystywane
w eksperymentach in vitro. Ponadto oddziatywanie LPS po-
woduje indukcje syntezy specyficznego inhibitora kaspazy
1. Takze wytwarzany przez aktywowane makrofagi tlenek
azotu znaczaco ostabia dziatanie niektérych kaspaz w tym
kaspazy 1 [37], Podejrzewa sig, ze Salmonella zwieksza praw-
dopodobienstwo indukcji samobdjczej $mierci makrofagéw
poprzez jednoczesne modulowanie Kilku $ciezek proapop-
tycznych: $ciezki dziatajacej bezposrednio po zakazeniu
makrofagéw oraz szlaku opdéznionego, niewymagajgcego
aktywnosci kaspazy-1. Oba zalezne sg od biatka SipB.

NIEZALEZNA OD SIPB OPOZNIONA
SMIERC MAKROFAGOW

S. enterica w stacjonarnej fazie wzrostu, hodowane w wa-
runkach, w ktérych nie zachodzi ekspresja genéw SPI1,
nie wywotuja wczesnej apoptozy komoérek zernych. Nato-
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miast sg zdolne do indukcji programu $mierci makrofagow
w ciggu 12-13 godzin po infekcji [24]. Udokumentowano
zalezno$¢ tego procesu od gendéw SPI2, genu ompR oraz
spvB. OmpR, bedace elementem dwuskitadnikowego syste-
mu regulatorowego ompR-envZ, jest biatkiem regulujgcym
ekspresje operondéw kodujacych biatka, budujace aparat
sekrecyjny SPI12 [38]. Biatko SpvB (ang. Salmonella plasmid
virulence protein B) jest kodowane przez operon spv, obecny
na plazmidzie wirulencji wielu serotypéw Salmonella spp.
SpvB nalezy do grupy toksyn zdolnych do przenoszenia
ADP-rybozy z NAD na biatko docelowe, ktorym w tym
wypadku jest aktyna, budujgca cytoszkielet komorki. Ak-
tywnos$¢ SpvB doprowadza do zablokowania przebudowy
filamentéw aktynowych [39], Wiele zagadnien dotyczacych
indukcji bardzo op6znionej apoptozy nie zostalo zbadane.
Ciekawag wydaje sie obserwacja, ze podczas tego zjawiska
nie dochodzi do aktywacji kaskady kaspaz [25]. Do wyra-
zenia sie cytotoksycznej aktywnosci SpvB niezbedna jest
ekspresja niektorych genéw SPI2, lecz rola, jakg petnig jest
niejasna [40]. Poczatkowo podejrzewano, ze kodowany
w obrebie SPI2 system sekrecyjny umozliwia wprowadze-
nie SpvB do komaérki eukariotycznej. Jednak analizy Kuri-
ty i wsp. dowodzg, ze sekrecja SpvB odbywa sie na drodze
niezaleznej od systemu sekrecyjnego typu trzeciego. Auto-
rzy nie ttumacza jednak mechanizmu transportu tego biatka
z cytoplazmy bakterii do wnetrza wakuol, a stagd na teren
cytoplazmy komdrek ssaczych [25]. Ostatnio opublikowa-
ne dane eksperymentalne wykazaty, ze opézniona $mier¢
makrofagéw wigze sie ze stymulacjg $ciezek sygnalizacyj-
nych, indukowanych aktywacja receptorow TLR4 [13]. Me-
chanizm oddziatywan produktéw genéw SPI2 i/lub SpvB
z biatkami tych szlakéw pozostaje nadal do wyjasnienia. Je-
$li chodzi o role tego procesu w patogenezie mozna speku-
lowa¢, ze indukcja apoptozy na tym etapie infekcji pozwala
na przedostanie sie bakterii do nowych komorek makrofa-
géw wraz z podlegajacymi endocytozie ciatkami apoptycz-
nymi.

WPLYW BAKTERII SALMONELLA NA
APOPTOZE KOMOREK NABLONKOWYCH

Proces indukowanej przez mikroorganizmy Salmonella
samobdjczej Smierci komorek jest zalezny od rodzaju tkan-
ki. W oddziatywaniach miedzy Salmonella, a komérkami na-
btonka mozna wyrézni¢ dwa zasadnicze kierunki. Z jednej
strony bakteria najprawdopodobniej ,,dgzy" do ogranicze-
nia apoptozy komoérek nabtonka, ktére dzigki temu moga
stanowi¢ rezerwuar bakterii. Z drugiej strony, indukcja
apoptozy w zakazonych komdrkach moze by¢ czynnikiem
ograniczajagcym rozprzestrzenianie sie infekcji. Zniszczone
na drodze apoptozy komorki nabtonkowe sg stosunkowo
szybko zastepowane nowymi, powstajagcymi w Kkryptach
kosmkow jelitowych, a uwalniane bakterie niszczone sg
przez komoérki niespecyficznego uktadu immunologiczne-
go. Ograniczanie rozprzestrzeniania sie bakterii poprzez in-
dukcje apoptozy komorek nabtonka wigze sie z obecnoscia
biatka AvrA (ang. avirulence protein A) [41]. Gen avrA nie
jest obecny w genomach wszystkich Salmonella spp. Brak go
w chromosomie serowaréw wywotujgcych u ludzi ogoélno-
ustrojowe infekcje np. S. enterica sw. Typhi i S. enterica sw.
Paratyphi [42], Moze to sugerowaé, ze niszczenie komorek
nabtonka stanowi jeden z mechanizmoéw obronnych gospo-
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darza. AvrA nalezy do rodziny biatek YopJ/Avr [43] i po-
dobnie jak YopP/] Yersinia hamuje $ciezke sygnalizacyjna
NF-kB, <o w konsekwencji prowadzi do apoptozy. Cho¢
konicowy efekt wywierany przez AvrA i YopP/] na szlak
sygnalizacyjny NF-kB jest podobny, to mechanizmy ich
dziatania sg rozne [41, 43], W przeciwienstwie do YopP/J,
bedacego inhibitorem procesu fosforylacji IkB in vitro i in
vivo, AVrA nie blokuje tego procesu [43]. Ponadto zidenty-
fikowano biatko efektorowe, o aktywnosci fosfatazy fosfo-
ran6w inozytolu [44, 45], kodowane w rejonie SPI5, zdolne
do aktywacji w komorkach nabtonka, kinazy promujacej
przezycie Akt/PKBa [46, 47], Efektem tego jest hamowanie
aktywnosci kaspazy 3 [47], Biatko to nazywane SopB/SigD
wywotuje aktywacje Akt/PKBa, nie bierze jednak udziatu
w niezbednej do jego aktywacji rekrutacji Atk/PKBa do
bton plazmatycznych [46], Hipoteza ttumaczgca hamowa-
nie przez Salmonella apoptozy komoérek nabtonka nie zo-
stata jeszcze potwierdzona. Jest jednak prawdopodobne, ze
SopB, promujace przezycie, pozwala na znaczace op6znie-
nie Smierci tych komérek [41].

HELICOBACTER PYLORI

Oddzialtywania pomiedzy komoérkami wyscietajacymi
uktad pokarmowy gospodarza, a bakteriami z gatunku H.
pylori powodujg wiele zdarzeh na poziomie molekularnym
i komérkowym, mogacych zaburzy¢ homeostaze przewo-
du pokarmowego, wywotujac rozmaite schorzenia. H. py-
lori jest zewngtrzkomdérkowym patogenem, kolonizujgcym
btone Sluzowgq zotgdka. Czes¢ populacji bakteryjnej moze
wigza¢ sie z komodrkami epitelialnymi. Infekcje H. pylori
powodujg zaburzenia stanu réwnowagi miedzy czestoscia
podziatéw, a obumieraniem komdérek nabtonkowych. Jak
dotagd nie udato sie jednoznacznie okresli¢ czy indukcja
apoptozy i proliferacji jelitowych komérek epitelialnych
przez H. pylori musza by¢ zjawiskami wspotwystepujacy-
mi. W niektérych badaniach nie zaobserwowano wpty-
wu infekcji H. pylori na liczebno$¢ komérek apoptycznych
[48], Jednakze wiele innych publikacji donosi, ze oddziaty-
wania bakterii H. pylori powodujg zaré6wno wzrost liczby
komérek dzielagcych sie jak i realizujgcych program $mier-
ci samobojczej [49]. Wedtug jednej z czesto przytaczanych
teorii wzmozona proliferacja komorek epitelialnych stano-
wi reakcje organizmu gospodarza na indukowang przez
bakterie apoptoze. Jak sie obecnie przypuszcza, reakcja ta
moze znacznie zwiekszy¢ ryzyko rozwoju choréb nowo-
tworowych. Prawdopodobnie brak takiej odpowiedzi po-
woduje utrate integralnosci tkanek nabtonkowych uktadu
pokarmowego, a w konsekwencji wystepowanie ran oraz
zanik gruczotow trawiennych, co prowadzi do dysplazji
i atrofii jelitowej [50, 51]. Pomimo wielu lat intensywnych
badan, wcigz pojawiajg sie nowe, czesto sprzeczne hipote-
zy, usitujace wyjasni¢ mechanizm oraz znaczenie induko-
wanej przez H. pylori apoptozy. Cho¢ opisano liczne szlaki
sygnalizacyjne oraz wiele bialek mogacych uczestniczy¢
w zaleznej od H. pylori Smierci komorek, wiedza na temat
ich wzajemnych powigzan jest fragmentaryczna. Biatka
kodowane w obrebie wyspy patogennosci (PAI) cag (ang.
cytotoxin-associated gene) oraz biatko VacA (ang. Vacuolating
toxin A) uwaza sie za jedne z istotniejszych dla rozwoju in-
fekcji H. pylori oraz aktywacji szlakow apoptycznych. Po-
ziom ekspresji i struktura VacA oraz obecno$¢ PAI decy-
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dujg o przynaleznos$ci mikroorganizmu do odpowiedniego
typu, wywotujgcego okreslone objawy chorobowe. Cag PAI
jest 40 kb regionem, a biatka kodowane przez geny tego
fragmentu chromosomu sg zdolne do formowania systemu
sekrecyjnego typu IV [562, 53]. Wydaje sie prawdopodobne,
ze produkty gen6w PAI nie sg bezposrednio zaangazowane
w indukcje apoptozy ajedynie umozliwiajg dostarczenie do
atakowanej komérki czynnikéw inicjujagcych proces $mierci.
Mutacje w tym regionie ograniczajg zaréwno anty jak i pro-
apoptyczny wptyw bakterii na atakowane komarki [49]. H.
pylori po adhezji do powierzchni komorki moze indukowadé
apoptoze bezposrednio (oddziatywanie biatek bakteryjnych
z czynnikami komorkowymi), lub posrednio, poprzez in-
dukcje wzmozonego uwalniania cytokin stanu zapalnego.
Kwestig sporng pozostaje, ktéry z produkowanych przez
bakterie czynnikéw odgrywa kluczowa role w apoptozie
i patogenezie choréb wywotywanych przez H. pylori.

BEZPOSREDNIA | POSREDNIA INDUKCIA
APOPTOZY PRZEZ H. PYLORI

Badania przeprowadzone in vivo na liniach komodrek
HelLa, MKN45 i TMK1 dowodzg, ze jeden z gtdwnych me-
chanizméw powodowanej przez H. pylori apoptozy opiera
sie na uwalnianiu z mitochondriéw cytochromu ¢, w co za-
angazowane sg biatka z rodziny Bcl-2 [49]. Analizy zmian
w poziomie ekspresji poszczegdlnych biatek z rodziny Bcl-2
dostarczyty niejednoznacznych wynikéw. W jednym z eks-
perymentéw zaobserwowano wzmozong ekspresje biat-
ka Bak, z zaledwie niewielkg zmiang w poziomie syntezy
pozostatych cztonkéw rodziny Bcl-2 [54] W innym, wzrost
poziomu syntezy dwoch, odmiennych proapoptycznych
cztonkéw rodziny Bcl-2, Bad i Bid [55], Z kolejnych prze-
prowodzonych niezaleznie doswiadczen in vitro wynika, ze
wzrost poziomu apoptozy podczas infekcji H. pylori fgczy
sie ze stymulacjg syntezy biatka Bax ijednoczesnie hamowa-
niem ekspresji Bcl-2 [51]. Z powyzszych badan wnioskowaé
mozna, iz indukcja syntezy proapoptycznych biatek, a za-
razem wstrzymywanie produkcji antyapoptycznych biatek
z rodziny Bcl-2, stanowi istotny element procesu wiodace-
go do $mierci komoérek nabtonkowych. Do powyzszej tezy
przychyla sie réwniez Maeda, cho¢ w przeprowadzonych
przez jego zesp6t doswiadczeniach nie zaobserwowano
wzrostu ekspresji Bax, Bak czy Bcl-X. Fakt ten, wg badaczy,
nie wyklucza jednak udziatu ktérego$ z biatek Bcl-2-podob-
nych w procesach apoptycznych, indukowanych przez H.
pylori. Brak zmian w stezeniu badanych biatek ttumacza
oni mozliwoscig przemieszczania sie niektérych sposréd
proapoptycznych cztonkéw rodziny Bcl-2 z cytosolu do mi-
tochondriéw, co powoduje uwalnianie cytochromu ¢, przy
niezmienionym poziomie biatka w cytosolu [49], Zmiany
w poziomie syntezy biatek z rodziny Bcl-2 mogg mie¢ r6zne
znaczenie w kolejnych etapach rozwoju schorzeh zwigza-
nych z infekcjg H. pylori. W chorobach charakteryzujgcych
sie tagodnymi uszkodzeniami tkanek infekcja H. pylori
prawdopodobnie zwieksza poziom ekspresji proapoptycz-
nych biatek takich jak Bid i Bax; co powoduje wzmozong
apoptoze komoérek. Podczas rozwoju choroby nowotwo-
rowej stopniowo moze wzrasta¢ intensywnos$¢ produkcji
biatek antyapoptycznych np. Bcl-2, ostatecznie doprowa-
dzajgc do zahamowania apoptozy i przewagi niekontrolo-
wanej proliferacji komoérek nabtonkowych [56]. Cho¢ wielu
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badaczy podejrzewa, ze to wtasnie biatka z rodziny Bcl-2
sg gtownymi czynnikami odpowiedzialnymi za aktywacje
mitochondrialnej $ciezki apoptycznej w indukowanej przez
H. pylori apoptozie, nie wyja$niony pozostaje mechanizm
regulacji syntezy tych biatek przez patogenne drobnoustro-
je. Jest prawdopodobne, ze w wywotywanej przez H. pylori
apoptozie wspotuczestniczy wiele Sciezek sygnalizacyjnych.
Niektérzy badacze wigza uwalnianie cytochromu ¢ z mito-
chondriow z aktywnoscig biatka VacA. Kilka niezaleznych
zespotéw badawczych udokumentowato zdolno$¢ VacA do
indukcji apoptozy komdrek epitelialnych. Dowiedziono, ze
tylko bakterie produkujgce VacA powodujg wzrost liczby
komérek apoptycznych [57, 58, 59], Wykorzystujgc oczysz-
czone biatko VacA udowodniono, ze indukcja apoptozy za-
lezy od stezenia toksyny w Srodowisku oraz jest skorelowa-
na zjej zdolnoscig do formowania wakuol [59], Gen vacA jest
obecny we wszystkich klinicznych izolatach H. pylori, cho¢
poszczegdbline szczepy rézni poziom syntezy i struktura pro-
dukowanego biatka. R6znice strukturalne dotycza gtéwnie
N-konncowego fragmentu toksyny (sekwencje sygnalne sl/
s2), oraz rejonu $rodkowego (ml/m2). Biatko VacA typusl/
m| moze indukowa¢ wakuolizacje komorek i apoptoze [59],
Apoptoza wywotywana przez VacA jest zalezna od obec-
nosci w srodowisku NH4C1. Sam NEECL1 nie jest zwiazkiem
wywotujagcym apoptoze. Wakuolizacja komérek moze by¢
tylko jednym z krokéw prowadzacych do apoptozy, umoz-
liwiajgcym dostarczenie biatka VacA do cytosolu. Prawdo-
podobniy mechanizm uwalniania VacA z pecherzykéw bto-
nowych polega na stymulacji puchniecia pecherzykéw az
do ich rozerwania. Wykazano, ze wiekszo$¢ czgstek VacA,
dostarczonych do komorki, pozostaje zwigzana z btonami
wakuol, za$ pewna frakcja ulega translokacji do cytosolu
[60], Nastepnie, VacA przemieszcza sie do mitochondriow,
powodujgc uwalnianie cytochromu c. Apoptyczna aktyw-
nos$¢ VacA wiaze sie z obecnos$ciag N-koncowego fragmen-
tu biatka (p34/p37). Réwniez sama proteina p37 wykazuje
zdolnos$¢ do indukcji wyptywu cytochromu ¢ z mitochon-
drialnej przestrzeni miedzy-btonowej. Podejrzewa sie, ze
jest to mozliwe dzieki udziatowi VacA p34/p37 w formo-
waniu porow na styku wewnetrznej i zewnetrznej btony
mitochondrialnej [57], W oparciu o zgromadzone dane do-
Swiadczalne zaproponowano, ze proapoptyczne dziatanie
toksyny moze by¢ istotnym elementem strategii bakterii,
utatwiajacym kolonizacjie niszy ekologicznej, poprzez obni-
zenie syntezy HCL w zotgdku. Komérki produkujace kwas
solny zawierajg liczne mitochomdria, niezbedne do pom-
powania protonéw do $wiatta zotgdka. Powinny, wiec by¢
szczegOlnie wrazliwe na dziatanie VacA. H. pylori stwarza
sobie korzystniejsze warunki do kolonizacji tkanek gospo-
darza poprzez indukcie apoptozy komorek oktadzinowych,
syntetyzujacych kwas solny [60].

Wielu naukowcéw, analizujacych indukowang przez H.
pylori apoptoze, zgadza si¢ z pogladem, ze VacA jest czyn-
nikiem odgrywajgcym istotng role w tym procesie. Istniejg
jednak liczne teorie sugerujgce, iz kluczowe znaczenie w te-
go rodzaju $mierci samobdjczej petnig inne biatka. Z ob-
serwacji Shibayamy i wsp. wynika, ze bakterie niezdolne
do syntezy funkcjonalnego biatka, kodowanego przez gen
HP1118, posiadajagcego aktywnos$¢ y-glutamylo transpepty-
dazy, w znacznym stopniu traca zdolnos$¢ do indukcji apop-
tozy. Autorzy nie wyjasniajg jednak, w jaki sposéb biatko
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to zaangazowane jest w proces indukcji apoptozy podczas
infekcji H. pylori [61].

O udziat w indukcji apoptozy podejrzewa sie takze indu-
kowalng syntaze tlenku azotu iNOS (ang. inducible nitric oxi-
de synthase). Wykazano, ze zwiekszony poziom iNOS oraz
powstajgcego w wyniku jej dziatania tlenku azotu moze
promowac apoptoze w skolonizowanej przez H. pylori $lu-
zowce jelit. W wielu badaniach potwierdzono obserwacje,
ze infekcja H. pylori powoduje intensyfikacje syntezy specy-
ficznego mRNA i biatka iINOS. Podejrzewa sie, ze ekspresja
iNOS jest indukowana przez LPS H. pylori [62, 63], W miej-
scu infekcji H. pylori gromadza sie neutrofile i komérki lim-
foidalne, zdolne do wydzielania cytokin stanu zapalnego.
Co wiecej, wystepujgcy podczas infekcji stan zapalny, na
réwni z dziataniem samych bakterii, moze powodowac wy-
dzielanie cytokin i innych czynnikéw zapalnych. Uwaza sie,
ze cytokiny, np. TNF-a, IL-1, IL-2 i INF-y, wspo6taktywuja
proces apoptozy [63]. Mikroorganizny H. pylori sg zdolne do
oddziatywania na komorki, poprzez $ciezke sygnalizacyjng
Fas-FasL. Nieznane czynniki bakteryjne modyfikujg liczbe
eksponowanych receptoréw Fas oraz regulujg sekrecje li-
ganda [64], Do aktywacji tej Sciezki przyczynia sie rowniez
wydzielany w rejonie infekcji INF-y mogacy zarazem indu-
kowac zalezng od iNOS apoptoze. INF-y powoduje wzmo-
zong synteze iNOS potegujgc apoptyczny wptyw bakterii
na komorki atakowanego organizmu [63].

WPLYW H. PYLORI NA APOPTOZE INNYCH KOMOREK

Infekcje H. pylori powodujg indukcje $mieré komorek
réznego typu. Jak dotad najwiecej badan poswiecano wpty-
wowi H. pylori na komorki nabtonkowe, wiadomo jednak,
ze mikroorganizm ten indukuje takze apoptoze granulocy-
tow, limfocytow T i makrofagéw. Wywolywana przez H.
pylori $mier¢ makrofagéw moze stanowi¢ wazny element
modyfikacji odpowiedzi immunologicznej oraz rozwoju
ogolnoustrojowej infekcji [64], W indukcje apoptozy ma-
krofagébw zaangazowane jest biatko VacA oraz produkt
jednego z genéw PAI - CagA. Podczas przebiegu tego pro-
cesu zaobserwowano aktywacje kaspazy-8, zanikanie nie-
zaktywowanego biatka Bid, wzrost przepuszczalnosci bton
mitochondrialnych i uwalnianie cytochromu c do cytosolu.
Przypuszcza sie, iz indukowana przez H. pylori apoptoza
makrofagéw przebiega gtéwnie Sciezkag mitochondrialna;
nie wyklucza sie jednak udziatu szlaku receptorowego, na
co moze wskazywac aktywacja kaspazy-8 [65].

ANTYAPOPTYCZNE DZIALANIE H. PYLORI

OdpowiedzZ na pytanie, czy proliferacje komorek w rejo-
nie infekcji powoduje sama bakteria, czy tez jest ona prze-
jawem odpowiedzi organizmu na proapoptyczne dziatanie
patogenu, nie jest jednoznaczna. W hamowanie apoptozy,
podobnie jak w jej aktywacje, zaangazowane jest wiele bia-
tek. Pozostaje niejasne, na ktore sposréd nich oddziatujg
czynniki bakteryjne. W przytaczanych juz wcze$niej ba-
daniach Zhang i wsp. zaobserwowali wzrost poziomu an-
tyapoptycznego biatka Bcl-2 w tkankach zainfekowanych
przez H. pylori [56], Z kolei Maeda i wsp. wykazali, ze ak-
tywacja NF-kB obserwowana w tkankach zakazonych H.
pylori powoduje inhibicje apoptozy. Aktywowany przez
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bakterie NF-kB hamuje obumieranie komoérek, poprzez
stymulacje ekspresji antyapoptycznych biatek c-IAPI i 2
[49], Varro i wsp. donoszg, ze H. pylori indukujac NF-kB po-
woduje pobudzenie inhibitora aktywacji plasminogenu-2,
ktory hamuje apoptoze komérek. NF-kB wzmaga takze
sekrecje interleukiny-8 i cyklooksygenazy-2, mogacych po-
wodowa¢ hamowanie apoptozy komérek nie atakowanych
bezposrednio przez bakterie [66],

PODSUMOWANIE

Wiele patogendéw uktadu pokarmowego wywotuje apop-
toze réznego typu komérek gospodarza. Zaréwno patogeny
zewnatrzkomorkowe (np. Yersinia czy Helicobacter) jak i fa-
kultatywnie wewnatrzkomoérkowe (np. Salmonella) wypra-
cowaly szereg strategii, umozliwiajacych przejecie kontroli
nad szlakami sygnalizacyjnymi decydujacymi o indukcji
apoptozy. Znaczenie tych procesdéw dla patogenezy choréb
wywotywanych przez kazdy z opisywanych mikroorgani-
zmow, jest odmienne. Wptyw, jaki Salmonella wywiera na
procesy zyciowe komadrek gospodarza zalezy nie tylko od ro-
dzaju atakowanej tkanki, ale i od fazy wzrostu hodowli bak-
teryjnej. W trakcie zakazenia bakteriami Salmonella indukcja
apoptozy przyczynia sie do ostabienia uktadu immunolo-
gicznego gospodarza, poprzez destrukcje komoérek zernych.
Wzbudzany podczas infekcji stan zapalny, powodujgcy
werbowanie kolejnych komérek uktadu odpornosciowego,
nie hamuje rozprzestrzeniania sie wewngtrzkomérkowego
patogenu. Inicjujagc samobdjczg Smier¢ zainfekowanych ma-
krofagéw, Salmonella wewnatrz ciatek apoptycznych moze
skutecznie przenosi¢ sie do nowych komérek, nie wydosta-
jac sie do zewnatrzkomoérkowego $srodowiska. Réwnocze-
$nie w obrebie tkanki epitelialnej Salmonella, najprawdopo-
dobniej, moze wstrzymywaé¢ Smier¢c komorek, ktére stuzg
jako rezerwuary bakterii. Do aktywacji proapoptycznych
Sciezek w komodrkach makrofagéw sg takze zdolne bakte-
rie z rodzaju Yersinia. Mechanizm prowadzacy do $mierci
komérek zernych znacznie r6zni sie¢ od obserwowanego
podczas infekcji Salmonella obumierania makrofagéw. Dla
patogenu jakim jest Yersinia, kluczowe znaczenie ma hamo-
wanie syntezy czynnikéw prozapalnych. Wykorzystywany
przez komdrki Salmonella, nietypowy mechanizm aktywacji
programu $mierci komorek zernych potgczony z wydzie-
laniem cytokin, bytby zabdjczy dla Yersinia. Funkcja, jakag
petni apoptoza w infekcji H. pylori i Yersinia wydaje sie by¢
podobna. Smieré komérek epitelialnych indukowana przez
H. pylori, réwniez pozwala na modyfikowanie otaczajace-
go srodowiska. Poprzez unicestwianie na drodze apoptozy,
komoérek produkujacych kwas solny, mikroorganizm dazy
do osiagniecia warunkéw optymalnych do zycia i namna-
zania sie. Nie jest jasne, jakie znaczenie dla rozwoju infekcji
bakteryjnej ma intensyfikacja proliferacji komérek nabton-
kowych. Nalezy zaznaczy¢, ze infekcja H. pylori ma cha-
rakter chroniczny zakazenie moze nastapi¢ we wczesnym
dziecinstwie i utrzymywac sie¢ przez lata. Oddziatywanie
patogenu z komdérkami gospodarza nie jest jednakowe pod-
czas catego okresu infekcji i uzaleznione jest od genotypow
zaréwno gospodarza jak i potogenu. Opisane powyzej me-
chanizmy oddziatywan miedzy patogenami, a komoérkami
gospodarza potwierdzajg teorig, ze proces Smierci samobéj-
czej odgrywa kluczowag role w rozwoju wielu choréb infek-
cyjnych.
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ABSTRACT

Several pathogenic bacteria are able to trigger apoptosis in the host cell, but the mechanisms by which it occurs differ, and the resulting pa-
thology can take different courses. Induction and/or blockage of programmed cell death upon infection is a result of complex interaction of
bacterial proteins with cellular proteins involved in signal transduction and apoptosis. In this review we focus on pro/anti-apoptotic activities
exhibited by two enteric pathogens Salmonella enterica, Yersinia spp. and gastric pathogen Helicobacter pylori. We present current knowledge
on how interaction between mammalian and bacterial cell relates to the molecular pathways of apoptosis, and what is the role of apoptosis
in pathogenesis.
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Wykaz skrotow: BPI - ang. bactericidal/perme-
ability - increasing protein - bakteriobdjcze biat-
ko zwiekszajgce przepuszczalno$¢ komorek
bakteryjnych; CD - ang. cluster differentiation -
antygen réznicowania; CETP - ang. cholesterin
ester transporting protein - biatko przenoszace
estry cholesterolu; DIC - ang. disseminated in-
travascular coagulation - rozsiane wykrzepianie
wewnatrznaczyniowe; HDL - ang. high density
lipoprotein - frakcja lipoprotein o wysokiej ge-
stosci; Il - interleukina; IFN-y - interferon vy;
Kdo - kwas 2 - keto - 3 - deoksyoktonowy; LBP
- ang. LPS binding protein - biatko wigzace LPS;
LDL - ang. low density lipoprotein - frakcja lipo-
protein o niskiej gestosci; LPS - lipopolisacha-
ryd; NK -ang. natural killer - naturalna komér-
ka cytotoksyczna; NO' - rodnik tlenku azotu;
PAF - ang. platelet activating factor - czynnik
aktywujacy plytki; PLTP - ang. phospholipid
transporting protein - biatko przenoszace fos-
folipidy; TLR - ang. toll-like receptor - receptor
typu Toll; TNF-a - ang. tumor necrosis factor-a
- czynnik martwicy nowotworu; VLDL - ang.
very low density lipoprotein - frakcja lipoprotein
o bardzo niskiej gestosci
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STRESZCZENIE

ipopolisacharyd (LPS) jest gtbwnym sktadnikiem btony zewnetrznej $ciany komoérkowej

bakterii gramujemnych, chronigcym je przed dziataniem czynnikéw antybakteryjnych.
Jest heteropolimerem zbudowanym z cze$ci hydrofobowej, tzw. lipidu A oraz z hydrofilo-
wego tancucha cukrowego. Uwalniane w wyniku lizy komorki bakteryjnej czasteczki LPS
maja zdolnos$¢ aktywowania uktadu immunologicznego makroorganizmu poprzez stymula-
cje monocytéw, makrofagéw, granulocytow, a takze ptytek krwi i komoérek sréodbtonka. LPS
posiada zdolno$¢ wigzania sie z biatkami osocza i tworzenia komplekséw, ktére wzmagaja
toksycznos$¢ LPS i zwiekszajg jego powinowactwo do receptorow komoérkowych. W wyniku
aktywacji komorek uktadu immunologicznego dochodzi do uwalniania mediatoréw zapal-
nych, cytokin, chemokin, enzyméw, eikozanoidéw, czasteczek adhezyjnych i wolnych rod-
nikéw, ktére majg wptyw na rozwdj reakcji zapalnych i powodujg zmiany patofizjologiczne,
m.in. szok septyczny.

WPROWADZENIE

Endotoksyny (lipopolisacharydy, LPS) odpowiedzialne za patogenno$¢ bak-
terii gramujemnych, stanowig charakterystyczny sktadnik $ciany komaérkowej
tych bakterii [1]. Sciana komérkowa bakterii gramujemnych wykazuje specyficz-
ne wiasnosci funkcjonalne i strukturalne, ktérych nie wykazujg ostony zewna-
trzkomdérkowe zadnych innych organizmoéw [1, 2]. Zbudowana jest z cienkiej
warstwy peptydo-glikanowej oraz zewnetrznej btony biatkowo-lipidowej. Bto-
na ta stanowi zewnetrzng bariere fizyczna, efektywnie ograniczajaca wnikanie
do komorki antybiotykéw i warunkuje specyficznos$¢ éciany komorkowej bak-
terii gramujemnych [1, 3]. Dwuwarstwa lipidowa wykazuje catkowicie asyme-
tryczna, rzadko spotykang w naturze strukture chemiczng, gdyz jej zewnetrzng
warstwe stanowi gtéwnie lipopolisacharyd [2] (Rys. 1).

BUDOWA LIPOPOLISACHARYDU

Wszystkie endotoksyny pochodzace z r6znorodnych rodzajéw bakterii gra-
mujemnych, stanowig modyfikacje czasteczki o okre$lonej strukturze przedsta-
wionej na Rys. 1. LPS jest heteropolimerem ztozonym z czesci hydrofobowej
zwanej lipidem A i z kowalencyjnie zwigzanego z nim hydrofilowego hetero-
polisacharydu. Dzieki Scistemu potgczeniu lipidu A z innymi sktadnikami dwu-
warstwy lipidowej, lipopolisacharyd jest integralng czescig $ciany komaérkowej
bakterii gramujemnych [4]. W budowie LPS wyrézni¢ mozna trzy zasadnicze,
oddzielnie syntetyzowane czgsci: wysoce konserwatywnag czgs$¢ lipidowa - lipid
A, region korowy o wzglednej zmiennosci bedacy heterooligosacharydem oraz
fragment o wysokiej zmiennosci, tzw. tancuch O-specyficzny (O-swoisty, anty-
gen-0O) ztozony z powtarzajacych sie jednostek oligosacharydowych [4-6], Lipid
A lipopolisacharydu bakterii z rodziny Enterobacteriaceae zbudowany jest z hy-
drofilowego rdzenia, ktéry stanowi disacharyd, zwykle glukozamino-glukoza-
minowy (3-GlcN-(I-6)-a-D-GIcN podstawiony dwiema resztami fosforanowymi
przypadajagcymi po jednej na kazdy monosacharyd - w pozycjach I(GIcN 1) i4'
(GIcN 1) oraz acylowany czterema resztami minimum 12-weglowych kwaséw
ttuszczowych w pozycjach 2, 3, 2', 3' [1, 5]. Natywne lipopolisacharydy bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae charakteryzujg sie asymetrycznym utozeniem reszt
kwasow ttuszczowych typu 4 + 2 lub 4 + 3. Takie podstawienie rdzenia lipi-
dowego warunkuje duzg toksycznos$¢ LPS tych bakterii [7], Pomimo znacznej
konserwatywnosci lipidy A bakterii gramujemnych réznig sie miedzy soba ro-
dzajem cukréw, wzorem podstawienia kwaséw ttuszczowych oraz diugosciag
ich tanncuchow. Nawet wsérod stosunkowo bliskich filogenetycznie bakterii nale-
zacych do Enterobacteriaceae znaleziono réznice w budowie lipidu A [7],

Lipid A faczy sie z czesScig polisacharydowga poprzez kowalencyjne kwasola-
bilne wigzanie a-ketozydowe miedzy glukozaming (pozycja 6') i resztg kwasu
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Rysunek 1. Schemat przekroju poprzecznego $ciany komoérkowej bakterii gra-
mujemnych. W zewnetrznej btonie $ciany komdérkowej znajduja sie czasteczki en-
dotoksyn (lipopolisacharyd, LPS), ktérych obecno$¢ jest cechg charakterystyczna
bakterii gramujemnych. Wbudowany w dwuwarstwe lipidowa, poprzez swoj
lipid A, LPS stanowi integralny sktadnik $ciany komarki bakteryjnej. Wszystkie
lipopolisacharydy stanowia modyfikacje tej samej czasteczki, ktérej ogélny plan
budowy przedstawia schematycznie zaznaczony wycinek. W czasteczce LPS wy-
r6zni¢ mozna rejon hydrofobowy, tzw. lipid A, oraz rejon hydrofilowy ztozony
z rdzenia cukrowego i ze swoistego taricucha polisacharydowego.

Kdo (2-keto-3-deoksyoktonowego, zwanego takze kwasem
3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowym) o wzorze sumarycz-
nym COOH-CO-CH2(CHOH)4CH20H [8], Bezposrednio
z lipidem potaczony jest oligosacharyd rdzeniowy, w kt6-
rym wyroéznia si¢ region wewnetrzny i region zewnetrzny.
Wewnetrzny oligosacharyd rdzeniowy, lezagcy proksymalnie
w stosunku do lipidu A, zawiera oprécz reszt kwasu Kdo réz-
nego typu heptozy, stad tez nosi nazwe regionu heptozowe-
go. Dodatkowo, do sktadnikéw tych, zwykle w ilosciach nie
stechiometrycznych dotgczone sg: fosforan, pirofosforan, fos-
foryloetanolamina i pirofosforyloetanolamina [6], Obecno$¢
wewnetrznego regionu rdzenia cukrowego jest niezbedna
do zycia komorek bakteryjnych. Szczeg6lng role odgrywajg
tu reszty kwasu Kdo. Nie udato sie wyizolowaé mutantow,
ktére nie zawieratyby tych reszt. Lipid A z dwiema resztami
Kdo, niekiedy z jedng ufosforylowang lub podstawiong kwa-
sem uronowym stanowi minimalny fragment LPS niezbedny
do zycia bakterii gramujemnych [2,4,7], W cze$ci rdzeniowej
oligosacharydu, oprécz fragmentu wewnetrznego, wyroznio-
no region zewnetrzny, ktéry ze wzgledu na obecno$¢ w nim
6-weglowych cukréw, nosi nazwe regionu heksozowego [2,
6], Kompletny fragment oligosacharydu rdzeniowego moze
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zawiera¢ do 12 reszt monosacharydowych [7], Przypuszcza
sie, iz caly oligosacharyd rdzeniowy wykazuje modulujacy
wplyw na wiasciwosci czesci lipidowej uznawanej za cen-
trum aktywne LPS, np. poprzez zmiane ptynnosci tancu-
chéw kwasow ttuszczowych lipidu A [4, 7, 8]. Zewnetrzny
region oligosacharydu rdzeniowego potaczony jest z czeScig
O-swoistg lipopolisacharydu. tahncuch O-swoisty stanowi
dystalng cze$¢ LPS skierowang do srodowiska zewnetrznego
lwystajacg nawet do 9,6 nm poza Sciane komarki bakteryjnej.
Jest to heteropolisacharyd zbudowany z reszt cukrowych (od
2 do 8) tworzacych tzw. jednostki powtarzajgce sie [6], Oli-
gosacharydy O-swoiste poszczegdlnych rodzajéw bakterii
wykazujg ogromng réznorodno$¢ strukturalng, rézniac sie
zaréwno typem wystepujacych monosacharydéw, jak i cat-
kowitg dtugosciag tancuchow [4], W tancuchach tych moga
wystepowaé tez skiadniki niecukrowe, np. lizyna, alanina,
fosfoetanolamina [9], Charakteryzujacy sie ogromng zmien-
noscig region O-specyficzny decyduje o swoistosci antygeno-
wej bakterii [1, 3, 4], O-swoiste tancuchy polisacharydowe sg
odpowiedzialne za indukowanie limfocytéw B do produkcji
specyficznych przeciwciat antybakteryjnych oraz za aktywa-
cje uktadu dopetniacza [8,10],

Zaréwno kompletna czasteczka LPS, jak i sam lipid A, za-
wierajg polarne skiadniki hydrofilowe takie jak kwas Kdo,
kwasy uronowe czy reszty fosforanowe oraz hydrofobowe,
apolarne tancuchy kwasow ttuszczowych [2, 4, 6], co powo-
duje, iz s one amfifilowymi czgsteczkami w $Srodowisku
wodnym tworzacymi agregaty powyzej tzw. krytycznego
stezenia. Struktura agregatéw jest zalezna nie tylko od skita-
du chemicznego i konformacji przestrzennej LPS, ale takze
od warunkéw s$rodowiska: pH, temperatury oraz stezenia
jedno- i dwuwartosciowych kationéw [2], Stopien i forma
agregatéw, jakie tworzg czasteczki lipopolisacharydéw
w roztworach wodnych odgrywa ogromna role w aktywno-
éci biologicznej LPS [11, 12], Najnowsze badania wykazaty,
ze agregaty LPS charakteryzujg sie znacznie wyzsza aktyw-
noscig biologiczng [11] niz monomeryczna niezagregowana
posta¢ LPS, uznawana do niedawna za jedyng czynng biolo-
gicznie posta¢ LPS [12]. Zmiany temperatury i pH Srodowi-
ska oraz obecnos¢ jondéw Ca+i Mg+ majg istotny wpltyw na
toksyczne wiasciwosci LPS [2], Tworzenie oddziatywan elek-
trostatycznych pomiedzy kationami tych metali i kwasowy-
mi grupami LPS wzmaga powstawanie kamieni w przewo-
dach moczowych zakazonego organizmu [13], Tréjwymiaro-
we struktury agregatéw LPS to formy micelarne, lamelarne,
heksagonalne, nielamelarne szesciany lub odwrécone formy
heksagonalne [2, 5], W wyniku podwyzszenia temperatury
struktury te przechodza z formy zelu p do aktywnej formy
ciekto-krystalicznej a. PrzejScie fazowe p—>a wigze sie ze
zwiekszeniem ptynnosci tancuchow kwasow ttuszczowych
i zachodzi przy okre$lonej temperaturze zwanej tempera-
turg przejsScia fazowego [2, 5] zalezng od diugosci i stop-
nia nasycenia reszt kwaséw ttuszczowych oraz od gestosci
i rozmieszczenia tadunkéw w regionie hydrofobowym [2],
Wiegkszg aktywnos$é biologiczng wykazuja lipopolisachary-
dy o nizszej temperaturze przejscia fazowego [7], Interakcje
molekut LPS z humoralnymi i komoérkowymi czynnikami
gospodarza charakteryzujg sie wysokga specyficznoscia i za-
lezg nie tylko od pierwszorzedowej struktury chemicznej, ale
takze od supramolekularnej struktury czgstek LPS [14],
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BIOLOGICZNA AKTYWNOSC
LIPOPOLISACHARYDU BAKTERII

Czasteczki lipopolisacharydu tworzac ostone na po-
wierzchni wytwarzajgcych je bakterii utrudniaja wnikanie
antybiotykéw do wnetrza komorki bakteryjnej, chronig bto-
ne cytoplazmatyczng mikroorganizméw przed dziataniem
zaktywowanego dopetniacza oraz stanowig ochrone bakte-
rii przed komérkami zernymi makroorganizmu [6]. Smier¢
komorki bakteryjnej i liza, wywotane np. stosowaniem leku,
pozwalajg na uwolnienie LPS ze $ciany komorkowej bakterii
i wzmagajg jego toksyczne dziatanie [14, 15]. Endotoksyny
bakterii gramujemnych sg jednym z gtdwnych antygenéw
powierzchniowych, ktére odpowiadajg za powstawanie
przeciwciat antybakteryjnych w zakazonym makroorgani-
zmie [14,16]. Dostajace sie do organizmu endotoksyny zdol-
ne sg do indukowania zaréwno fizjologicznych jak i morfo-
logicznych zmian w wielu tkankach. Dziatanie LPS zalezy
od gatunku zakazonego makroorganizmu oraz od rodzaju
endotoksyny i moze obejmowaé zaréwno odczyn uogoélnio-
ny jak i miejscowy [15, 17]. Czasteczki lipopolisacharydéw
sg odpowiedzialne za zaburzenia homeostazy organizmoéw
gospodarza prowadzace do szoku septycznego. Do nega-
tywnych skutkéw dziatania LPS nalezg: trombocytopenia,
hiperglikemia, leukopenia z nastepujacg leukocytozg, nad-
ci$nienie ptucne, obnizenie ci$nienia krwi, krwawienia oraz
powstawanie zakrzepow, indukowanie szoku septycznego
zwigzanego z zaburzeniami krazenia, prowadzace do po-
wstania DIC i do nieprawidtowego funkcjonowania narzga-
dow catego ciata, a w konsekwencji do Smierci [18-20], Zaka-
zenia spowodowane przez bakterie gramujemne, zwigzane
z powstaniem szoku septycznego, stanowiag ok. 40 % wszyst-
kich infekcji populacji ludzkiej [16], z czego prawie potowa
prowadzi do $mierci [21].

Toksyczne dziatanie LPS zwigzane jest przede wszystkim
ze stymulacjg immunologicznie kompetentnych komérek ma-
kroorganizmu do produkcji mediatorow zapalnych uczest-
niczacych w kaskadzie proceséw prowadzacych do sepsy
i szoku septycznego (Rys. 2) [17,21], Mediatory uwalniane sg
w wyniku oddziatywania LPS z komdérkami fagocytarnymi,
komérkami srédbtonka naczyn krwionosnych oraz z ptytka-
mi krwi [16,22,23], Do komorek aktywowanych przez endo-
toksyne naleza gtdwnie makrofagi, monocyty i granulocyty.
Mediatory zapalne, wydzielane przez te komorki, wywotujg
i wzmacniaja swoista i nieswoistag odpowiedZz immunolo-
giczng gospodarza [16, 23], Lipopolisacharyd wykazuje tak-
ze aktywnos$¢ mitogenng wobec limfocytow B. Jako antygen
grasiczoniezalezny wzmaga m.in. aktywnos$¢ komorek NK
(ang. natural killer) wobec komdrek nowotworowych [24],
Dziata rowniez na leukocyty obojetnochtonne i zasadochton-
ne, uwalniajac z nich PAF [25,26]. LPS ma takze zdolno$¢ ak-
tywowania klasycznej drogi dopetniacza poprzez bezposred-
nie wigzanie lipidu A z czynnikiem CI, a takze przez kom-
pleks LPS-przeciwciato. Ponadto, zupetnie niezaleznie, LPS
moze aktywowac alternatywng droge dopetniacza poprzez
swoj tancuch O-swoisty oraz rdzeniowa cze$¢ polisacharydu
[8,10]. Uruchomienie kaskady dopetniacza przez LPS powo-
duje aktywacje czynnika C5, ktéry jako aktywna anafilatok-
syna Cb5a stymuluje serie reakcji zapalnych prowadzgcych
do uszkodzenia naczyh krwionosnych i wzrostu ich prze-
puszczalno$ci. C5a réwniez aktywuje neutrofile, makrofagi,
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bazofile i ptytki krwi do produkcji cytokin zapalnych, powo-
duje tzw. wybuch tlenowy neutrofiléw i uwalnianie wolnych
rodnikbw oraz wydzielanie przez plytki krwi serotoniny
i histaminy [27, 28]. Bez udziatu mediatoréw zapalnych LPS
uczestniczy w procesach krzepniecia krwi [29]. W ukiadzie
krzepniecia LPS aktywuje czynnik Xll, natomiast uwalniajgc
z monocytoéw i komoérek Srédbtonka czynnik tkankowy row-
niez moze inicjowa¢ kaskade krzepniecia krwi [30, 31].

UDZIAL MEDIATOROW ZAPALNYCH ORAZ BIALEK
WIAZACYCH W BIOLOGICZNEJ AKTYWNOSCI LPS

Objawy szoku septycznego sg skutkiem aktywacji mono-
cytéw, makrofagéw, i granulocytéw zwigzanej z wydziela-
niem przez te komorki czasteczek przekaznikowych zwa-
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Rysunek 2. Prawdopodobne mechanizmy aktywacji komérek przez czasteczki
endotoksyn. I. Krazacy we krwi LPS wigze si¢ z biatkiem LBP, a powstaty kom-
pleks przytacza sig¢ do receptora CD14 powodujac aktywacje komdrek CD14-po-
zytywnych. Il. Przytaczenie kompleksu LPS-LBP nie jest wystarczajace do trans-
dukcji sygnatu, ktéra nastepuje dopiero po przeniesieniu czgsteczki LPS na inny
receptor (np. typu Toll). Ill. Mozliwa jest r6wniez aktywacja komdrek gospodarza
poprzez przytaczenie LPS do innych receptoréw obecnych na ich powierzchni.
Przekazywanie sygnatu i aktywacja komérek przez LPS prowadzi do wytwo-
rzenia mediatoréw zapalnych (biatka, wolne rodniki, lipidy). Wraz z rozwojem
reakcji zapalnych wzrasta poziom mediatoréw zapalnych. Uwalniane w niewiel-
kich ilosciach zwiazki powodujg efekty pozyteczne pobudzajac uktad immuno-
logiczny. Ich wzmozona produkcja daje jednak efekty szkodliwe prowadzace do
wstrzasu septycznego.
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nych mediatorami zapalnymi. Mediatorami moga by¢ takie
zwigzki chemiczne jak: peptydy, biatka (cytokiny, enzymy),
lipidy (eikozanoidy) oraz wolne rodniki. Dziataja one jed-
nocze$nie lub w odpowiedniej sekwencji wywotujac szereg
r6znorodnych efektow biologicznych. Mediatory uczest-
nicza w aktywnosci biologicznej LPS dziatajgc lokalnie
w miejscu uwolnienia lub rozprzestrzeniajgc sie wraz z krg-
zacg krwig [32-35], Do cytokin prozapalnych wydzielanych
przez pobudzone endotoksyng komorki nalezg: interleuki-
ny (IL-1, IL-6, IL-8), interferon y (IFN-y) i czynnik martwicy
nowotworu TNF-a uwazany za najwazniejszy czynnik za-
palny odpowiedzialny za rozwo6j ostrych reakcji zapalnych
w szoku septycznym [23, 34], Cytokiny, zwigzki o budowie
polipeptydéw lub glikopolipeptydéw uwalniane w trakcie
infekcji powoduja podwyzszenie temperatury ciala, sennosc
i jadtowstret, a takze schorzenia immunologiczne i procesy
nowotworowe [17, 35]. Wykazujg witasciwosci chemotak-
tyczne wzgledem monocytéw, makrofagéw i neutrofilow
oraz wzmagajg cytotoksycznos$¢ tych komérek. Wywotujg
takze degranulacje komdrek fagocytarnych i uwalnianie
enzymoOw proteolitycznych oraz generujg synteze wolnych
rodnikow tlenowych [36]. Dziatanie cytokin na $rodbtonek
powoduje wzrost jego przepuszczalnosci i aktywuje ka-
skade krzepnigcia [17], Cytokiny hamujg rowniez fibryno-
lize poprzez obnizenie ekspresji tkankowego aktywatora
plazminogenu oraz wzmozenie syntezy jego inhibitoréw.
Odpowiedzialne sg rowniez za adhezje limfocytéw, mono-
cytéw i neutrofildw do komérek Srédbtonka naczyn [17],
Oddziatujgc ze srodbtonkiem cytokiny stymulujg produkcje
PAF, co ma znaczgaca role w indukowaniu szoku septyczne-
go [37, 38]. W wyniku dziatania endotoksyny PAF uwalnia-
ny jest z licznych komérek gospodarza: neutrofilow, makro-
fagow, komorek srédbtonka naczyn i z ptytek. Uwalnianie
zwigzane jest zaréwno z bezposrednim dziataniem LPS na
wymienione komorki, jak iz ich posredniag stymulacjg przez
wydzielane w czasie zapalenia mediatory zapalne, gtéwnie
TNF-a i IL-1 [37, 39, 40], Dziatajac poprzez specyficzny re-
ceptor nalezacy do receptoréw metabotropowych (serpen-
tynowych), PAF moze funkcjonowaé jako mediator zewng-
trzkomorkowy, odpowiedzialny za przekazywanie sygnatu
pomiedzy komadrkami, lub tez moze dziata¢ jako przekaz-
nik wewnatrzkomorkowy [41], Uczestniczy w patogenezie
zapalenia, w szoku wywotanym dziataniem endotoksyn
i w uszkodzeniu tkanek indukowanym zaréwno LPS, jak
i TNF-a [38, 42]. Powoduje takze spadek cisnienia krwi
i zmniejszenie liczby ptytek (poprzez wywotanie agregacji
ptytek) [43], Wraz z TNF-a, interleukinami prozapalnymi
i trombing, PAF wzmaga adhezje neutrofilow do $rédbton-
ka naczyn krwionosnych, co ma istotne znaczenie w ostrych
stanach zapalnych [44], PAF wykazuje zdolno$¢ do wy-
twarzania anionorodnika ponadtlenkowego w komadrkach
fagocytarnych. Dziatajagc na monocyty, PAF podobnie jak
TNF-a i IFN-y, powoduje dtugotrwate utrzymywanie sie
wysokiego stezenia reaktywnych form tlenu [44], PAF jest
silnym agonistg zaréwno ptytek krwi jak i neutrofiléw.
Uczestniczy w powstawaniu lipidowych czynnikéw za-
palnych stymulujgc synteze eikozanoidéw: prostaglandyn,
prostacykliny, tromboksanu A" leukotrien6éw, kwasow
epoksy- i hydroksyeikozatetraenowych oraz lipoksyn [38,
45], Bedace tlenowymi pochodnymi kwasu arachidonowe-
go eikozanoidy powstajg w wyniku przemian enzymatycz-
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nych na drodze zaleznej od lipooksygenazy lub cyklook-
sygenazy i sg silnymi lipidowymi mediatorami zapalnymi
[45-47], G¥éwng role odgrywajg prostaglandyny, gtéwnie
prostaglandyna E, oraz prostacyklina, ktére wskutek wia-
$ciwosci rozszerzajacych naczynia krwionosne powodujg
zwiekszenie doptywu krwi do miejsca zapalenia i przyczy-
niaja sie do wysieku w ognisku zapalnym. Przypuszcza sieg,
ze prostaglandyny szeregu E wzmagajg dziatanie histami-
ny i bradykininy potegujac bél i powodujac goraczke [48].
Lipopolisacharyd jest zdolny do wytwarzania reaktywnych
form tlenu oraz wolnych rodnikéw: anionorodnika po-
nadtlenkowego O/', rodnika hydroksylowego OH", a tak-
ze tlenku azotu NO" i H® 2 [33, 49], Te wysoce reaktywne
czagsteczki powstajg natychmiast po zadziataniu toksyny
i jako przekazniki sygnatu petnig role mediatoréw zapal-
nych [33], Zdolne sg takze do zwalczania drobnoustrojow
whnikajgcych do komérek gospodarza. Jednak powstawanie
duzych ilosci wolnych rodnikéw tlenowych prowadzi do
przesuniecia réwnowagi reakcji red-ox i moze powodowac
znaczne uszkodzenia komoérek organizmu [17,50]. Waznym
czynnikiem zapalenia jest indukowany w wyniku dziatania
LPS rodnik tlenku azotu NO’ syntetyzowany przez wiele
rodzajow komarek: makrofagi, komérki srédbtonka, fibro-
blasty, komdrki migsni gtadkich, ptytki krwi i neurony. Jest
on S$cisle zaangazowany w patogeneze szoku septycznego
wywotanego dziataniem LPS [32]. NO"' jest wielofunkcyj-
nym, wysoce reaktywnym zwigzkiem endogennym, ktory
dziatajac miejscowo, przejSciowo rozszerza naczynia krwio-
nosne (jest wazodilatorem), hamuje agregacje i adhezje pty-
tek krwi, indukuje proliferacje limfocytow i komoérek miesni
gtadkich oraz wywotuje chemotaksje neutrofilow. Niedobér
NO" prowadzi do agregacji ptytek krwi i powstawania za-
krzepow naczyniowych [51-53]. Konstytutywne formy syn-
tazy NO" odpowiedzialne sg za niskie stezenia tego rodnika
i odpowiedzialne sg za utrzymanie prawidtowych fizjolo-
gicznych warunkéw przeptywu i ci$nienia krwi, agregacji
ptytek i neurotransmisji [51,52], Ekspresja indukowanej izo-
formy enzymu zawsze zwigzana jest z aktywacjg komorek
przez czynniki immunologiczne. Powstajagcy wskutek tego
rodnik tlenku azotu zaangazowany jest w cytostatyczny lub
cytotoksyczny mechanizm obronny skierowany przeciwko
komérkom nowotworowym lub wnikajgcym do organizmu
drobnoustrojom [51, 52], NO’ uczestniczy w zwalczaniu
bakterii, grzybow, pierwotniakéw, komoérek nowotworo-
wych, a nawet wielokomoérkowych pasozytéw, ale uwalnia-
ny w duzych iloSciach podczas zakazenia, dziata toksycznie
nie tylko na patogeny, ale takze na komérki gospodarza [7,
17], Lipopolisacharyd wzmaga ekspresje indukowanej izo-
formy syntazy powodujac nadprodukcje NO", co prowadzi
do zaburzenia homeostazy organizmu. Wzrost stezenia
NO" w odpowiedzi na dziatanie LPS ma implikacje w im-
munologicznych stanach patologicznych takich jak np. reu-
matoidalne zapalenie stawow [20].

Uruchomienie catej kaskady mechanizméw obronnych
uczestniczacych w procesach zapalnych, w wyniku inte-
rakcji czasteczek LPS z komérkami gospodarza, jest modu-
lowane przy udziale licznych biatek obecnych we krwi i w
tkankach organizméw gospodarza [15, 54],

Pierwsze badania dotyczace mechanizmu oddziatywania
czasteczek lipopolisacharydu z komoérkami uktadu immu-
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nologicznego wykazaty, ze LPS dziata na komérki poprzez
specyficzny receptor CD14 [55] (Rys. 2). Jest to glikoproteina
0 masie czasteczkowej 55 kDa, ktéra wystepuje w dwoch
formach: (mCD14) w postaci zwiazanej z btong komdrko-
wa poprzez fosfatydyloinozytol (obecna na makrofagach,
monocytach i granulocytach) oraz w formie rozpuszczalnej
(sCD14) obecnej w osoczu w stezeniu ok. 2 -6 gg/ml [56,
57], Rola, jaka odgrywa ten antygen w przekazywaniu sy-
gnatu nie jest jeszcze catkowicie wyjasniona. Wiazanie LPS
z receptorem CD14 moze by¢ warunkiem niezbednym, ale
nie wiadomo czy wystarczajacym do aktywacji wiekszosci
komérek uczestniczacych w patogenezie zakazenia, przy-
najmniej przy niskich stezeniach endotoksyny [58]. Gtéwng
funkcjg receptora CD14 moze byé wiazanie czgsteczek LPS, a
nastepnie przenoszenie ich na kolejny receptor odpowiedzi-
alny za indukcje sygnatu [59], W ten sposéb receptor CD14
jest zaangazowany w produkcje cytokin zapalnych induko-
wang LPS, ktéra jest blokowana poprzez przeciwciata anty-
-CD14, a takze w synteze PAF, tromboksanu A2 NO', pro-
staglandyn, leukotrienéw i rodnikéw tlenowych [58], Nie
okres$lono jeszcze jednoznacznie jak zachowuje sie receptor
CD14 po przytaczeniu lipopolisacharydu, jednak czgsteczka
CD14 pozbawiona domeny wewnatrzkomoérkowej musi za-
wiera¢ sekwencje konieczng dla przekazania sygnatu do ko-
receptoréw odpowiedzialnych za aktywacje komoérek [60].
Wiadomo, ze receptor CD14 nie wigze samej czgsteczki LPS,
ale jej kompleks z kragzagcym we krwi biatkiem LBP wigza-
cym LPS [61, 62]. LBP jest biatkiem ostrej fazy syntetyzowa-
nym w watrobie. W stanach zapalnych jego poziom wzrasta
w surowicy ponad 10-krotnie. LBP jest glikoproteing oso-
czowa (60 kDa), ktéra wigzac sie z lipidem A lipopolisacha-
rydu tworzy kompleks LPS-LBP o duzym powinowactwie
do receptora CD14. Bedac koligandem dla LPS, biatko LBP
wzmaga od 100 do ponad 1000-krotnie odpowiedZ komdrek
zawierajacych antygen CD14 na dziatanie endotoksyny [15,
63], LBP petni istotng funkcje w transporcie lipopolisacha-
rydu we krwi [61, 63, 64]. Tworzagc kompleks z LBP endo-
toksyna jest dostepna zaréwno dla btonowej jak i rozpusz-
czalnej formy receptora CD14 [65]. W tym ostatnim przy-
padku wigzanie LPS z LBP nie jest niezbedne, ale powstanie
takiego kompleksu znacznie przyspiesza reakcje komorek
pozbawionych receptora mCD14 na niskie stezenia LPS [37,
66], Rozpuszczalna forma receptora jest odpowiedzialna
za zdolno$¢ endotoksyny do aktywowania komoérek, ktére
nie majg btonowego receptora CD14 [65, 66], Powstajacy
kompleks LPS-LBP-CD14 oddziatuje z receptorami typu
Toll oraz z innymi biatkami regulatorowymi prowadzac do
przekazywania sygnatu i aktywacji komérek [65], Biatko
LBP, wykazujac zdolnos$¢ wiagzania i transportu LPS, uczest-
niczy takze w interakcji LPS z czgstkami lipoprotein oso-
cza VLDL, LDL, HDL [63], Do rodziny biatek osoczowych
przenoszacych lipidy zaliczane sg rowniez: bakteriobdjcze
biatko zwiekszajgce przepuszczalnos¢ bakterii (BPI), biatko
przenoszace estry cholesterolu (CETP) oraz biatko przeno-
szgce fosfolipidy (PLTP) [64, 67]. Biatka te charakteryzujg
sie powinowactwem do substratow lipidowych. W osoczu
krwi sg zasocjowane z HDL oraz z VLDL [67, 68], Wszyst-
kie wymienione biatka charakteryzujg si¢ wysoka homolo-
gia sekwencji, co pozwala przypuszczaé, ze sa zdolne do
wigzania i przenoszenia lipopolisacharydu [64, 67], Oprocz
LBP najlepiej poznane jest kationowe biatko BPI (55 kDa),
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obecne w azurofilowych ziarnistosciach dojrzatych neutro-
filébw [64], Wigze ono LPS z wiekszym powinowactwem niz
LBP dajac przy tym kompleks, ktory nie stymuluje komé-
rek poprzez zadng z form receptora CD14. Asocjacja biat-
ka BPI z LPS hamuje toksyczng aktywnos$¢ endotoksyny
ograniczajac mozliwos¢ tworzenia reaktywnego kompleksu
LPS-LBP, przez co chroni organizm gospodarza przed roz-
wojem reakcji zapalnych w sepsie [69, 70]. Zdolno$¢ inakty-
wacji LPS poprzez wigzanie sie z nim i tworzenie komplek-
sow wykazuja takze inne biatka: sktadnik dopetniacza Clq
[10], laktoferyna [61], albumina [71], lizozym [72], a takze
wszystkie frakcje lipoprotein osoczowych VLDL, LDL, HDL
[73], Laczac sie z LPS biatka te ograniczajag oddziatywanie
endotoksyny z komérkami immunologicznie kompetentny-
mi i przez to ograniczajg jej aktywnos¢ biologiczng [61, 74],
Najlepiej opisana jest interakcja LPS z lizozymem, enzymem
wystepujacym w ziarnistosciach neutrofilow, monocytéw
i makrofagéw, a takze w wiekszosci ptynow tkankowych
i wykazujacym silne dziatanie przeciwbakteryjne poprzez
niszczenie Sciany komdrkowej bakterii, gtéwnie bakterii
gramdodatnich, pozbawionych zewnetrznej btony komaér-
kowej. Powstawanie kompleksu lizozym-LPS hamuje syn-
teze mediatorow zapalnych: TNF-a, IL-1, IL-6. Lizozym
wigze sie zarobwno z LPS, jak i z samym lipidem A. Przyia-
czanie lizozymu do LPS odbywa sie poprzez hydrofobowe
oddziatywanie z lipidem A i prowadzi nie tylko do neutra-
lizacji immunostymulujacych witasciwosci LPS, ale takze do
hamowania enzymatycznej aktywnosci lizozymu [72], Po-
dobnie, poprzez lipid A LPS wigze sie z albuming, jednak
to potgczenie nie ogranicza szerokiego spektrum dziatania
endotoksyny. Mozna przypuszczaé, ze albumina utatwia
jedynie transport LPS we krwi [71]. We krwi makroorgani-
zmu znajdujg sie takze biatka, ktére wigzac sie z LPS wzma-
gaja jego biologiczng aktywnos¢. Gtowna role petni opisane
wczesniej biatko LBP. Podobne wiasciwosci wykazuje row-
niez hemoglobina, ktéra uwalniana do krwioobiegu w wy-
niku hemolizy erytrocytéw, wywotanej zakazeniem bakte-
riami gramujemnymi, oddziatuje z endotoksyng wzmagajac
jej patologiczne wiasciwosci. Oddziatywanie hemoglobiny
z LPS prowadzi do zmiany wiasciwosci fizycznych endo-
toksyny i powstania trwatych komplekséw z hemoglobing.
Hemoglobina moduluje toksyczno$¢ LPS, poprzez dezagre-
gacje agregatow lipopolisacharydowych i dostarczanie jego
monomeréw do komoérek wiagzacych LPS. Poprzez zmniej-
szenie stopnia agregacji czasteczek zostaje obnizona masa
czgsteczkowa i gesto$¢ endotoksyny, przez co LPS staje sie
lepiej rozpuszczalny. Nie jest wykluczone, ze hemoglobina,
oprécz dezagregacji LPS, moze powodowaé chemiczng mo-
dyfikacje czasteczek lipopolisacharydu [75]. Hemoglobina
uczestniczy w interakcji LPS z komo6rkami $r6dbtonka, co
wzmaga (nawet 10-krotnie) indukowang w tej tkance przez
endotoksyne produkcje czynnika tkankowego bioracego
udziat w procesie krzepniecia [75]. Wykazano réwniez,
ze hemoglobina powoduje wzrost produkcji TNF-a przez
monocyty aktywowane endotoksyng [76],

Wéréd biatek wykazujacych zdolnos$¢ wigzania LPS znaj-
duja sie takze niektore receptory komoérkowe, inne niz anty-
gen CD14 (Rys. 2). Nalezg do nich przede wszystkim odkryte
i doktadnie opisane w ciggu ostatnich kilku lat receptory
typu Toll: TLR2 i TLR4 [77] Inne receptory uczestniczgce w
wiazaniu LPS to przypuszczalnie: receptor PAF [78], inte-
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gryny z podjednostka (3, [79], biatko 73 kDa [80] oraz selektyny
[81]. Sugeruije sig, ze przytaczenie LPS do receptora PAF odpo-
wiedzialne jest za przekazywanie sygnatu i powoduje wzrost
wewnatrzkomdrkowego stezenia jonéw Ca+2w réznego typu
komérkach, np. w makrofagach, neutrofilach, czy w ptytkach
krwi powodujgc ich aktywacje oraz wzmaga agregacje ptytek.
Efekty te sg blokowane poprzez inhibitory receptora PAF. An-
tagonisci receptora PAF nie powoduja jednak zahamowania
syntezy TNF-a ani produkcji anionorodnika ponadtlenkowe-
go. Mozna zatem przypuszczac, ze istniejg przynajmniej dwie
rézne drogi aktywacji komoérek przez endotoksyne, z ktérych
jedna zwigzanajest z receptorem PAF i moze odgrywac istotng
role w powstawaniu zakrzep6éw w trakcie zakazenia, podczas
gdy druga jest niezalezna od receptora PAF i przekazywania
sygnatu z udziatem jonéw Ca+2[78].

Do glikoprotein z rodziny integryn [/ wigzgcych LPS na-
lezg receptory CDIllasCD18, CDIIb/CD18 i CDIllc/CD18
obecne na neutrofilach, makrofagach i monocytach [79], LPS
oddziatujgc z tymi receptorami nie indukuje wprawdzie syn-
tezy cytokin, ale stymuluje aktywacje fosfolipazy C, powo-
duje wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia
i aktywuje kinazy biatkowe, ktérych stymulacja prowadzi do
aktywacji czynnika jagdrowego RB [79, 80]. Czynnik jgdrowy
kB zlokalizowany jest w cytoplazmie, gdzie tworzy kompleks
z jednostka inhibitorowa IRB. W wyniku aktywacji komérek
przez endotoksyne, w ktérej uczestniczy¢ moga rézne recep-
tory komaérkowe, nastepuje usuniecie inhibitora i natychmia-
stowe przeniesienie czynnika kB do jadra. Dziatajacy w jadrze
czynnik KB powoduje transkrypcje wielu genéw zwigzanych
z uktadem odpomoscioowym, np. genéw kodujgcych cyto-
kiny [82]. Intensywne badania nad molekularnymi mecha-
nizmami przekazywania sygnatu indukowanego przez LPS
doprowadzity do wyjasnienia istotnej roli receptoréw typu
Toll w aktywacji komoérek przez toksyny bakterii gramu-
jemnych. Ustalono, ze receptory TLR2 i TLR4 bezposrednio
odpowiadajg za przekazywanie sygnatu do jadra komérkowe-
go, aktywacje czynnika jadrowego kB i synteze cytokin, a ich
aktywacja nastepuje w wyniku przeniesienia z receptora CD14
czgsteczki LPS potaczonej z LBP i wytworzenia kompleksu
receptorowego [83, 84], Stabo poznanym receptorem LPS jest
glikoproteina btonowa o m. cz. 73 kDa obecna na limfocytach,
granulocytach, makrofagach i ptytkach krwi. Wydaje sig, ze
receptor ten bierze udziat w regulowaniu cytotoksycznosci
komérek zapalnych pod wptywem dziatania LPS, jednak jego
obecnos$¢ nie jest niezbedna do aktywacji tych komérek [80],
Innym biatkiem powierzchniowym zaktywowanych ptytek
krwi jest selektyna-P, ktéra prawdopodobnie uczestniczy w
wigzaniu czasteczek LPS, podobnie jak selektyna-L obecna na
powierzchni neutrofiléw [81].

LPS ma takze zdolno$¢ aktywowania komérek na drodze
catkowicie niezaleznej od receptordw, dotyczy to jednak wy-
facznie wysokich stezenn endotoksyny [85]. Mechanizm zwig-
zany jest z bezposrednim aktywowaniem komorek poprzez
niespecyficzne hydrofobowe oddziatywania LPS z fosfolipi-
dami btony komdérkowej. W obecnosci biatek transportujgcych
LPS dochodzi do interkalacji lipopolisacharydowych agrega-
tow do fosfolipidow komoérkowych poprzez reszty acylowe
lipidu A, co moze np. indukowaé synteze cytokin zapalnych
[2], Dzieki oddziatywaniom niespecyficznym komorki pozba-
wione receptoréw LPS sg zdolne do odpowiedzi na wysokie
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dawki endotoksyny. Interkalacje LPS obserwowano dotych-
czas in vitro w liposomach oraz w btonach niektérych komo-
rek ssakow: monocytéw, makrofagow, erytrocytow i hepato-
cytéw [55,85].

PODSUMOWANIE

Ro6znorodno$¢ mediatoréw zapalnych uwalnianych w cza-
sie infekcji bakteriami gramujemnymi moze stwarza¢ ogrom-
ne mozliwos$ci zwalczania zakazenia przez komérki obronne
gospodarza. llo$¢ wytwarzanych mediatoréw jest rézna w za-
leznosci od ilosci uwalnianych do krwioobiegu endotoksyn.
Niewielkie zakazenie zostaje zwykle szybko zahamowane
przy udziale czynnikéw zapalnych, poprzez wywotanie miej-
scowej, kontrolowanej odpowiedzi immunologicznej. Docho-
dzi woéwczas do pobudzenia uktadu odpornosciowego, co po-
zwala na zwalczenie zakazenia i chroni przed kolejng infekcja
bakteryjng. Przy ciezkim zakazeniu duze ilosci endotoksyn
gromadzone sa w krazacej krwi i powodujg uwalnianie znacz-
nych ilosci mediatoréw, dochodzi do kaskady uogdlnionych
reakcji obronnych organizmu. Ta odpowiedz uktadu immu-
nologicznego w postaci rozwoju reakcji zapalnej musi by¢
cisle kontrolowana, gdyz uruchomienie nadmiernych mecha-
nizmoéw obronnych moze spowodowaé, zamiast efektéw po-
zytywnych, zaburzenia homeostazy i wstrzgs czesto prowa-
dzacy do $mierci. Wzmozone uwalnianie mediatoréw zapal-
nych powoduje niszczenie nie tylko czynnikéw patogennych,
ale rowniez komorek gospodarza znajdujgcych sie w poblizu
ogniska zapalnego, co wraz z rozwojem reakcji zapalnej moze
prowadzi¢ do wyniszczenia catego organizmu.

Te same czasteczki endotoksyn, ktére stanowig zagrozenie
zycia ludzkiego, moga zwieksza¢ ogdlng odpornos¢ organi-
zmu na zakazenia bakteryjne i wirusowe oraz na procesy no-
wotworowe poprzez stymulacje uktadu immunologicznego,
indukowanie klasycznej i alternatywnej drogi dopetniacza
oraz aktywacje czynnika Hagemana, czy przez dziatanie ne-
krotyczne na komorki nowotworowe.
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ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS) is the major component of the outer membranes of the walls of gramnegative bacteria that protects bacterial cells
against antibacterial agents. LPS is the heteropolimer consisting of two parts: the hydrophobic lipid A and hydrophilic polisaccharide. After
lysis of bacterial cells LPS is released into the circulation and it is able to activate the immunological system by stimulation of monocytes,
macrophages, neutrophils, blood platelets and endothelial cells. LPS can bind to plasma proteins and form complexes that increase toxic activ-
ity of LPS and affinity of LPS to cell receptors. The activation of immune cells by LPS leads to release of inflammatory mediators: cytokines,
chemokines, enzymes, eicosanoids, adhesion agents and free radicals that are responsible for progression of inflammatory reactions and may

induce pathophysiological processes including septic shock.
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STRESZCZENIE

rawidtowy przebieg biosyntezy hormonéw tarczycy zalezy od poziomu ekspresji i dzia-

tania podstawowych biatek zaangazowanych w ten proces: receptora tyreotropiny
(TSH-R), sodowo-jodkowego symportera (NIS), tyreoglobuliny (Tg), peroksydazy tarczyco-
wej (TPO) oraz jodotyroninowych dejodynaz typu 1 (D) i typu 2 (D2). Zasadniczy wptyw
na aktywacje transkrypcji genéw kodujacych te biatka majg, oprécz kaskady tyreotropina/
cAMP, specyficzne dla tarczycy czynniki transkrypcyjne. Sposréd znanych obecnie tarczy-
cowo-swoistych czynnikéw transkrypcyjnych najwieksze znaczenie dla prawidtowego roz-
woju, wzrostu i funkcjonowania gruczotu tarczowego maja czynniki: Titfl/Nkx2-1, Foxel
i Pax8. Uposledzenie ekspresji i/lub funkcji wymienionych czynnikéw transkrypcyjnych
moga by¢ zaréwno przyczyng wrodzonych nieprawidtowosci gruczotu tarczowego, jak i le-
ze¢ u podtoza proceséw nowotworzenia w tym narzadzie.

WPROWADZENIE

Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep wiedzy, dotyczacej wspotdziatania
biatek bioracych udziat w regulacji biosyntezy hormonéw tarczycy. Proces ten
jest kontrolowany przez tarczycowe czynniki transkrypcyjne (TTF, ang. thyroid
transcription factor). Czynniki te, wigzac sie w regionie promotorowym genu do-
celowego ze swoistymi sekwencjami DNA, regulujg ekspresje genéw, ktérych
produkty biatkowe majg kluczowy wptyw na poszczegdlne etapy biosyntezy
hormonoéw tarczycy. Skutkiem wigzania lub braku wigzania tarczycowych czyn-
nikow transkrypcyjnych z DNA jest zmiana poziomu ekspresji biatek i ich aktyw-
nosci enzymatycznej, co ma istotny wptyw na rozwgj, r6znicowanie a wreszcie
prawidtowe funkcjonowanie komérek gruczotu tarczowego [1, 2], Biosynteza
i mechanizm dziatania hormondéw tarczycy jest aktualnie szeroko badanym za-
gadnieniem ze wzgledu na udziat tych hormonéw w regulacji podstawowych
funkcji komoérki odpowiadajgcych za tkankowg i narzgdowa homeostaze orga-
nizmu - takich jak proliferacja, r6znicowanie lub apoptoza. W sposéb zalezny
od etapu rozwojowego oraz rodzaju tkanki hormony tarczycy sa niezbedne za-
réowno w zyciu pre- jak i postnatalnym. Niedobdr i nadmiar hormonéw tarczycy
a takze ich nieprawidtowa funkcja prowadza do powaznych zaburzen rozwoju
ptodu i funkcjonowania wielu tkanek i narzadéw w dorostych organizmach.

Synteza hormonoéw tarczycy w gruczole tarczcowym zalezy od wielu czynni-
kéw: (1) od zawartosci jodu w diecie; (2) aktywnego transportu jodkéw | przez
btone komérek tarczycy; (3) utleniania jodkéw (przeksztatcenie I' do 1°); (4) eks-
presji genu tyreoglobuliny (TG) w komérkach pecherzykowych nabtonka tar-
czycy; (5) potranslacyjnej modyfikacji produktu biatkowego genu TG - tyreoglo-
buliny (m.in. jodowaniu reszt tyrozylowych tyreoglobuliny i ich sprzeganiu), co
prowadzi do syntezy tyroksyny (T4) i trijodotyroniny (T3) na powierzchni tyre-
oglobuliny; (6) przemieszczania sie tyreoglobuliny zmagazynowanej w Swietle
pecherzykéw (na drodze endocytozy) do komoérek pecherzykdéw tarczycowych,
gdzie pod wptywem enzymow lizozomalnych ulega proteolizie do aktywnych
postaci hormonéw tarczycy; (7) tarczycowej (pozatyreoglobulinowej) syntezy T3
z T4 (konwersji T4 do T3 - procesu, katalizowanego przez mikrosomalne jodoty-
roninowe 5'-dejodynazy); (6) wydzielania hormonoéw tarczycy do krwioobiegu.
Wszystkie wymienione wyzej etapy biosyntezy hormondéw tarczycy S$cisle zale-
zg od stymulujacego dziatania i negatywnych sprzezen zwrotnych hormonow,
wydzielanych przez o$ podwzgo6rze - przysadka - tarczyca [3]. Hormon pod-
wzgdérzowy tyreoliberyna (TRH, ang. thyrotropin-releasinghormone) jest transpor-
towany do przedniego ptata przysadki m6ézgowej, gdzie wigze sie z receptorami
komoérek tyreotropowych, powodujac wydzielanie tyreotropiny (TSH). Tyre-
otropina z kolei wigze sie z blonowymi receptorami TSH (TSH-R) w tyreocytach
i poprzez kaskade tyreotropina/cAMP stymuluje m.in. ekspresje genéw kodu-
jacych podstawowe biatka zaangazowane w proces syntezy hormonéw tarczy-
cy: tyroglobuliny, symportera sodowo-jodkowego (NIS), ktéry aktywuje aktyw-
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ny transport jonu jodkowego z krwioobiegu do tyreocytu
wbrew gradientowi elektrochemicznemu (przeniesieniu 1
jonu jodkowego towarzyszy transport 2 jonéw sodu), pen-
dryny (transportera |,CT), peroksydazy tarczycowej (TPO),
uktadu generujgcego HCA oraz jodotyroninowych 5'- dejo-
dynaz [4], Z kolei hormony tarczycy, na drodze negatywne-
go sprzezenia zwrotnego, regulujg wydzielanie hormonoéw
przez o$ podwzgoérze - przysadka - tarczyca. Komoérki na-
btonkowe gruczotu tarczowego syntetyzujg i wydzielajg do
krwioobiegu dwie fizjologiczne formy hormonu tarczycy:
3,5,3',5'-tetrajodo-L-tyroning, znanag powszechnie jako ty-
roksyna, T4 (ok. 120 nmoli /dobe - jest to jedyne zrddto tego
hormonu) i 3,5,3'-trijodo-L-tyronine (trijodotyronina,T3),
ok. 8 nmoli/dobe, co stanowi ok. 20% ogo6lnej puli T3. Po-
zostate 80% T3 jest produkowane w innych organach przez
odjodowanie (dejodynacje), tj. odtgczenie atomu jodu w po-
zycji 5' pierscienia fenolowego (zewnetrznego) tyroksyny.
Ponad 70% catkowitej puli T4 wydzielanej na dobe z tarczy-
cy ulega w tkankach obwodowych procesowi dejodynacji
do T3. Dlatego tez, T4 jest uwazana za prohormon dla T3,
a enzymatyczny proces dejodynacji (zwany czesto konwer-
sjg albo biotransformacjg T4 do T3) za pierwszy etap dzia-
tania hormonu tarczycy na poziomie molekularnym [5]. En-
zymami katalizujgcymi konwersje T4 do T3 w komorkach
docelowych sg jodotyroninowe 5' dejodynazy [6].

Fizjologiczna funkcja tarczycowych czynnikéw trans-
krypcyjnych polega na regulowaniu transkrypcji genéw
docelowych zawierajgcych w swych czesciach regulatoro-
wych swoiste sekwencje DNA, z ktérymi te czynniki (biat-
ka) sie wigza. Tarczycowe czynniki transkrypcyjne sg od-
powiedzialne za ekspresje takich biatek tarczycowych jak:
tyreoglobulina, tyreoperoksydaza, receptor tyreotropiny,
symporter Na+/T oraz jodotyroninowe 5' dejodynazy: typu
1i typu 2. Wystepowanie tarczycowych czynnikéw trans-
krypcyjnych w gruczole tarczowym (determinujgce ich
dziatanie), ich ekspresja podczas rozwoju i réznicowania
tarczycy na bardzo wczesnych etapach organogenezy, ich
udziat w regulacji poszczegdblnych etapéw biosyntezy hor-
mondéw tarczycy a takze zaburzona ekspresja w nowotwo-
rowych komadrkach tarczycy sprawia, ze sg one przedmio-
tem intensywnych badan. Niniejsza praca przeglagdowa do-
tyczy gtéwnie tarczycowych czynnikéw transkrypcyjnych,
ktére zostaty wykryte w tarczycy cztowieka. W pracy nie sa
omawiane szerzej geny/biatka, ktore sg regulowane przez
te czynniki. Autorzy cytujg jedynie nowsze prace oryginal-
ne i odsytajg do najnowszych prac przegladowych.

TARCZYCOWO-SWOISTE CZYNNIKI
TRANSKRYPCYJNE

Tarczycowo-swoiste czynniki transkrypcyjne (TTF) nale-
23 do rodziny biatek jadrowych. Fizjologiczna funkcja TTF
polega na regulowaniu transkrypcji genéw docelowych,
zawierajacych w swych czesciach promotorowych miej-
sce wigzania tarczycowych czynnikow transkrypcyjnych.
Kierujg one rozwojem gruczotu tarczowego i posredniczg
w regulacji transkrypcji genéw, ktérych produkty biatkowe
sg niezbedne dla syntezy hormonoéw tarczycy. Sposréd zna-
nych tarczycowych czynnikéw transkrypcyjnych, obecnych
zaré6wno w dojrzatych komoérkach tarczycy, jak tez w ich
prekursorach, najwazniejsze wydaja sie: Titfl/Nkx2-1,
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(dawniej zwany TTF1, ang.: thyroid transcription factor 1),
Foxel, (dawniej zwany TTF2, ang. thyroid transcription factor
2) i Pax8 (ang. paired box domain transcription factor 8). TTF
majg podobny ogdlny schemat budowy, sa polipeptydami
0 réznej dtugosci. Cecha charakterystyczng tych biatek jest
obecno$¢ kilku utozonych tandemowo domen, a przede
wszystkim 60-aminokwasowej domeny zw. homeodomeng
(HD). Homeodomeng odgrywa role czynnika transkrypcyj-
nego i odpowiada za wigzanie tarczycowych czynnikow
transkrypcyjnych z specyficzng sekwencjg DNA (zw. home-
oboxem) genu docelowego. Sekwencje homeodomeny wy-
kazujg wysoka homologie, gtownie dotyczy to fragmentu,
sktadajgcego sie z 12 aminokwasow, biorgcych bezposredni
udziat w wigzaniu z DNA. Oprécz homeodomeny w obre-
bie tarczycowych czynnikéw transkrypcyjnych wykazano
obecno$¢ 2 innych charakterystycznych domen, aktywu-
jacych transkrypcje, zlokalizowanych w kierunku C- i N-
konca od homeodomeny (odpowiednio domeny C i N) [1].
Domena N-koncowa wykazuje silniejsze dziatanie - moze
sama aktywowaé transkrypcje genu docelowego. Obie do-
meny aktywujace zbudowane sg z dwéch czesci o odmien-
nych funkcjach: modutu aktywujgcego i regulujgcego [7].
Ten ostatni nie moze sam aktywowac¢ transkrypcji, modyfi-
kuje jedynie funkcje modutu aktywujacego w zaleznosci od
budowy promotora docelowego genu. Poza rozpoznawa-
niem odpowiedniej sekwencji DNA, homeodomeng odpo-
wiada takze za jadrowa lokalizacje. Na N-koricu homeodo-
meny znajduje si¢ podstawowy sygnat lokalizacji jadrowej
(NLS, ang. nuclear localization signal), drugi taki sygnat znaj-
duje sie w centrum homeodomeny [8].

Tarczycowe czynniki transkrypcyjne sg niezbedne dla
prawidtowego rozwoju i r6znicowania gruczotu tarczowe-
go, na co wskazujg badania prowadzone na zwierzetach.
Tarczyca rozwija sie ze $rodkowej linii endodermalnego
zgrubienia brzusznej Sciany pierwotnego gardta miedzy
8 a 9 dniem post coitum w rozwoju embrionalnym myszy,
co odpowiada okresowi miedzy 20 a 24 dniem rozwoju
embrionalnego cztowieka [1], Obecnos¢ tyreoglobuliny,
tyreoperoksydazy i receptora TSH w tarczycy embrionéw
mysich stwierdza si¢ dopiero okoto 15 dnia, za$ synteza
hormonoéw tarczycy rozpoczyna sie¢ w 16.5-17 dniu. Obec-
no$¢ mRNA i biatka Titfl/Nkx2-1 oraz Pax-8 stwierdza sie
natomiast znacznie wcze$niej, na samym poczatku tarczy-
COwej organogenezy co sugeruje, ze oba czynniki odgrywa-
ja wazng role w tworzeniu i rozwoju prekursoréw komoérek
tarczycowych (Rys. 1).

CZYNNIK TRANSKRYPCYINY TITF1/NKX2-1

Titfl/Nkx2-1, (poprzednio zwany TTF-1, ang. thyroid
transcription factor-1) zostat zidentyfikowany jako pierwsze
biatko jagdrowe zdolne do wigzania si¢ z specyficznymi se-
kwencjami DNA obecnymi w promotorze genu tyreoglobu-
liny (Tg). Ekspresja Titfl/Nkx2-1 nie jest ograniczona wy-
tacznie do tyreocytow. Biatko to zidentyfikowano réwniez
w ptucach i oSrodkowym uktadzie nerwowym. Gen TIT-
F1/NKX2-1 cztowieka lezy w regionie ql3 chromosomu 14,
sktada sie z 3 eksondéw i dwoch intronéw. Pierwszy z ekso-
néw nie ulega translacji. Transkrypcja genu TITF1/NKX2-1
moze rozpoczynaé sie w kilku miejscach startu transkrypcji,
zlokalizowanych okoto 50 nukleotydéw w kierunku 5' od
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poczatek migracji zakonczenie ksztatt zakonczenie
zawigzka tarczycy migraciji dwuptatowy folikulogenezy
u L] ] 1
8.5 9.5 115 13.5 15 16.5
Titf1/Nkx2-1 Tg, TPO, NIS T4, T3
Pax-8 TSH-R

Rysunek 1. Schemat rozwoju tarczycy w zyciu ptodowym myszy. Poszczeg6l-
nym etapom tego procesu w kolejnych dniach embriogenezy towarzyszy stop-
niowe pojawianie sie w rozwijajacych sie komérkach najpierw czynnikéw trans-
krypcyjnych Titfl/Nkx2-1 i Pax8, potem biatek Tg, TSH-R, TPO, NIS, a w koncu
rozpoczecie syntezy hormonéw T3 i T4.

pierwszego eksonu. W obrebie drugiego eksonu znajduje
sie sekwencja kodujagca homeodomene. Transkrypt genu ma
dtugos¢ 2.1 kpz i koduje proteine o dtugosci 371 aminokwa-
sow (Rys. 2) [9], Region Titfl/Nkx2-1 rozpoznajgcy w pro-
motorze genu docelowego specyficzng sekwencje DNA
5'-CAAG-3', (tzw. element odpowiedzi na Titfl/Nkx2-1)
zawiera motyw domeny wigzacej typu helisa-zwrot-helisa
(ang. helix-tum-helix, HTH). Element odpowiedzi na Tit-
fl/Nkx2-1 zidentyfikowano m.in. w promotorach genéw:
TSH-R, TG, TPO, NIS, D102 [1]. W obrebie promotora genu
TSH-R zidentyfikowano 2 miejsca wigzania Titfl/Nkx2-1,
przy czym wydaje sie, ze wigzanie z miejscem proksymal-
nym nie ma znaczenia funkcjonalnego. W aktywacji trans-
krypcji genu TSH-R czynnik Titfl/Nkx2-1 dziata synergi-
stycznie z biatkiem CREB (ang. cCAMP responsive element bin-
ding protein) [1], W badaniach prowadzonych na tyreocytach
FRTL-5 szczura obserwowano istotne obnizenie poziomu
Titfl/Nkx2-1 mRNA pod wptywem tyreoglobuliny [10].
Fakt ten, w potgczeniu z danymi na temat aktywacji eks-
presji Tg przez Titfl/Nkx2-1, wskazuje na szczeg6lng petle
sprzezenia zwrotnego, dziatajgcg miedzy tymi kluczowymi
dla rozwoju i funkcji tarczycy biatkami [11].

Regulacja aktywnosci Titfl/Nkx2-1 jest bardzo ztozo-
na i zaangazowanych w nig jest wiele czynnikéw. Przede
wszystkim gen TITF1/NKX2-1 jest regulowany przez
produkty wtiasnej transkrypcji - na kohcu 5' genu TITF1/
NKX2-1 szczura zlokalizowano przypuszczalne miejsce
wigzania homodomeny Titfl/Nkx2-1. Zwiekszona ekspre-
sja Titfl/Nkx2-1 zwigksza aktywnos$¢ promotora tego genu,
co potwierdza autoregulacyjne witasciwosci Titfl/Nkx2-1
[12]. Waznymi czynnikami, regulujacymi aktywnos$¢ Tit-
fl/Nkx2-1 sg biatka z grupy Hox (w szczeg6lnosci Hoxb-3),
czynnik Oct-1 (ang. octamer binding protein), ktéry reguluje
podstawowsg transkrypcje genu TITF1/NKX2-1 (biatka Oct
odgrywaja istotng role w aktywacji promotoréw nie maja-
cych typowej struktury TATA box, do ktérych nalezy tez
promotor TITF1/NKX2-1) oraz GATA-6 [1]. Wigzanie Tit-
fl/Nkx2-1 do GATA-6 wymaga obecnos$ci homeodomeny
oraz jednej z domen aktywujacych: N lub C [13]. Silnym
stymulatorem promotora genu TITF1/NKX2-1 jest takze
HNF-3 (ang. hepatocyte nuclearfactor 3), wiadomo tez, ze gli-
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kokortykoidy zwiekszajg ekspresje Titfl/Nkx2-1 [14]. Z ko-
lei, w badaniach z zastosowaniem genow reporterowych
dowiedziono, ze czynnik martwicy nowotworéw (TNFa)
zmniejsza zaréwno poziom specyficznego mRNA dla Tit-
fl/Nkx2-1, jak i ostabia zdolno$¢ wigzania DNA przez ten
czynnik [15].

Regulacja dziatania Titfl/Nkx2-1 dotyczy nie tylko po-
ziomu ekspresji, ale takze wptywu na wigzanie homodo-
meny z DNA genu docelowego [2], Do najwazniejszych
mechanizmoéw dziatlajacych na tym etapie niewatpliwie
nalezy kaskada kinazy biatkowej A zaleznej od cAMP
(cAMP/PKA). Z jednej strony wskazywano na hamowanie
ekspresji Titfl/Nkx2-1 przez TSH via cAMP, z drugiej za$
udowodniono, ze dodanie podjednostki katalitycznej PKA
do hodowli tyreocytéw FRTL-5 szczura zwieksza aktyw-
no$¢ wigzania Titfl/Nkx2-1- DNA oraz zalezng od Titfl /
Nkx2-1 transaktywacje genu docelowego. Kluczowg role
odgrywa fosforylacja Titfl/Nkx2-1 na jego N-korcu, wa-
runkujgca aktywno$¢ transkrypcyjng domeny N. Czynnik
Titfl/Nkx2-1, ktérego fosforylacja byta uposledzona wigzat
sie z promotorem genu TG w komdérkach FRTL-5, ale nie byt
zdolny do transaktywacji genu reporterowego [16]. Wynika
z tego, ze fosforylacja Titfl/Nkx2-1 nie wptywa na samg
zdolnos$¢ wigzania DNA, lecz na aktywowanie promotora
docelowego, choé¢ prawdopodobnie rola tego procesu jest
odmienna w réznych typach komérek.

Inng droga regulacji aktywnosci transkrypcyjnej Tit-
fl/Nkx2-1 w komoérkach tarczycowych jest szlak kaskady
Raf/MEK/ERK (Raf - kinaza serynowo-treoninowa; MEK
- kinaza aktywowana mitogenem (ang. mitogen activated
protein kinase); ERK - kinaza regulowana pozakomorkowo
(ang. extracellular regulated kinase) [17]. W procesie tym za
posrednictwem ERK dochodzi do fosforylacji Titfl/Nkx2-1
- trzech reszt serynowych, ktérych zamiana na alanine cat-
kowicie hamuje zalezng od tej kinazy fosforylacje, zarowno
w uktadach in vitro jak i in vivo. Mozliwe jest tez, ze w fos-
forylacji Titfl/Nkx2-1 w tyreocytach bierze udziat kina-
za biatkowa C, ktéra odwrotnie niz Titfl/Nkx2-1 hamuje
r6znicowanie komoérek tarczycowych. Aktywnos$¢ wigza-
nia Titfl/Nkx2-1 z DNA jest takze zalezna od procesow
redukcyjno-oksydacyjnych (redox) [18]. Odwracalne prze-
chodzenie cysteiny w taricuchu biatkowym czynnika trans-
krypcyjnego z formy zredukowanej w utleniong zmienia
aktywnos$¢ wigzania DNA. Oksydacja zmniejsza zdolnos$é
wigzania DNA, co spowodowane jest tworzeniem mostkéw
siarczkowych miedzy dwoma cysteinami zlokalizowanymi
poza HD (w pozycjach 87 i1363). Z kolei czynniki redukujace

Domeny N i C, aktywujace
transkrypcje genu docelowego

Podstawowy sygnat
lokalizacji jadrowej

] l

371-aminokwasowy
polipeptyd

Domena HD, odpowiedzialna za
wigzanie ze specyficzng sekwencjg DNA
5-CAAG-3' w genie docelowym

Rysunek 2. Schemat budowy czynnika transkrypcyjnego Titfl/Nkx2-1 z zazna-
czeniem poszczeg6lnych struktur, odpowiedzialnych za jego funkcje.
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przywracajg witasciwg zdolnos$¢ wigzania czynnika z DNA.
Reakcje redox mogg zatem stanowi¢ jedng z drdg regulacji
aktywnosci tarczycowych czynnikéw transkrypcyjnych.
Aktywnos$¢ wigzania DNA przez Titfl/Nkx2-1 zwieksza sie
takze pod wptywem insuliny [19]. Kolejny mechanizm mo-
dyfikacji potranslacyjnych czynnika Titfl/Nkx2-1 tgczy sie
z dziataniem kofaktoréw. Jednym z nich jest kalretikulina
(biatko wigzace wapn, zaangazowane w magazynowanie
w komorkach tego pierwiastka oraz tworzenie glikoprote-
in), ktéra poprzez bezposrednie oddziatywanie z homeodo-
meng powoduje zwiekszenie aktywnosci wigzania DNA,
a przez to aktywacji transkrypcji [20]. Wykazano tez, ze
Titfl/Nkx2-1, bedac czynnikiem transkrypcyjnym zalez-
nym od Ca2 jest jednocze$nie zaangazowany w regulacje
ekspresji gendéw odpowiedzialnych za homeostaze wapnio-
wa: zewnatrzkomoérkowego receptora Ca2; kalmoduliny
i kalcytoniny. Titfl/Nkx2-1 wykazuje wreszcie wrazliwos$é
na strukture docelowego promotora: obie domeny wigza-
ce Titfl/Nkx2-1 sg takie same w promotorach genéw TG
i TPO, ale oddzielajacy je odcinek jest r6zny, co zapewne
jest przyczyng opisywanego silniejszego pobudzenia trans-
krypcji genu TG przez Titfl/Nkx2-1 [9].

CZYNNIK TRANSKRYPCYINY FOXE1l

Czynnik Foxel (poprzednio zwany TTF-2, ang. thyroid
transcription factor 2) nalezy do rodziny czynnikéw trans-
krypcyjnych, zawierajagcych domene aktywujgcg forkhead
(ang.forkhead protein fatnily), ktérej obecno$¢ decyduje o roli,
jaka biatka te odgrywajg w rozwoju i réznicowaniu komor-
ki [1]. Foxel odpowiedzialny jest za prawidtowy rozwoj
tarczycy oraz proces migracji dojrzewajacego gruczotu tar-
czowego wzdtuz przewodu tarczowo-jezykowego w zyciu
ptodowym. Gen FOXE1 zlokalizowano na ramieniu dtugim
chromosomu 9 w pozycji 9922.3 [21]. Zbudowany jest z jed-
nego eksonu, a mMRNA zawiera 3476 zasad. Koduje biatko
sktadajgce sie z 376 aminokwaséw. Ekspresja genu stwier-
dzana jest w tarczycy, przysadce, endodermie jelit, i ekto-
dermie czaszkowogardtowej. W potranskrypcyjnej regulacji
na etapie alternatywnego sktadania mRNA Foxel dochodzi
do powstania dwdéch odmiennej dtugosci mRNA (2.3 i 2.8
tysiecy par zasad), r6znigcych sie na koricu 3' dtugosciag ogo-
na poliadenylowego. Cechg charakterystyczng biatka Foxel
jest obecno$¢ dwaéch domen o odmiennych wiasciwosciach
funkcjonalnych: domeny aktywujacejforkhead (fkh) i hamu-
jacej. Domena fkh, zbudowana z okoto 100 aminokwasow,
rozpoznaje specyficzng sekwencje DNA genu docelowego
i decyduje o wigzaniu sie z nig. Foxel reguluje transkrypcje
gendéw w dwoch réznych mechanizmach: aktywacji, opartej
na oddziatywaniu domeny fkh z nukleosomem oraz hamo-
waniu przez domene hamujacg koaktywatoréw zaangazo-
wanych w procesy transkrypcji [2]. Udowodniono udziat
czynnika Foxel w regulacji transkrypcji genéw TG i TPO
w tarczycy. W obrebie promotoréw tych genéw zlokalizo-
wano miejsca wigzania czynnika Foxel. Wptyw Foxel 2 na
promotory genéw TG i TPO polega prawdopodobnie na
hamowaniu ich aktywacji przez czynniki TTF-1 i Pax8, jed-
nak mechanizm ten nie zostat jeszcze dostatecznie pozna-
ny. W komorkach tarczycowych czynnikiem, ktory wydaje
sie zmniejsza¢ ekspresje Foxel jest tyreoglobulina. Badania,
prowadzone na komoérkach FRTL-5 pozwolity stwierdzi¢,
ze ekspresja czynnika Foxel zwieksza sie pod wptywem
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cAMP, TSH oraz insuliny [2], Defekt genu FOXE1 moze by¢
przyczyng ektopowej lokalizacji tarczycy w obrebie jezyka,
niekiedy powoduje agenezje tarczycy.

CZYNNIK TRANSKRYPCYINY PAX8

Pax8 jest odpowiedzialny za dojrzewanie i proliferacje
prekursoréw komoérek pecherzykowych. Ponadto reguluje
ekspresje genéw TPO i TG. Defekt Pax8 powoduje agenezje
lub hipoplazje gruczotu tarczowego. Pax8 nalezy do czynni-
kow transkrypcyjnych, ktérych charakterystyczng cecha jest
domena Prd wigzaca DNA (ang. paired box domain). Jest to
128-aminokwasowa struktura, ktéra rozpoznaje specyficz-
ne sekwencje DNA genéw docelowych. Sktada sie z dwéch
niezaleznych domen PAI (od korica N) i RED (od korica C)
- Rys. 3 [22], Zmienny sposob tgczenia tych dwdch domen
zapewnia mozliwo$¢ rozpoznawania roznych sekwencji
DNA. Domena Prd moze wigzaé DNA samodzielnie albo
wraz z homeodomeng, ktérej pierwsza petla o strukturze
a-helisy wchodzi w sktad struktury Pax8. Niekiedy, w wy-
niku alternatywnego sktadania, zachodzacego podczas
transkrypcji genu dochodzi do inaktywacji subdomeny PAI
i wtedy sekwencje genéw docelowych sg rozpoznawane
tylko przez RED. Jednak dla w petni efektywnego dziatania
aktywujgcego transkrypcje genu docelowego potrzebne jest
wspoitdziatania obu subdomen. W sekwencji Pax8 zidenty-
fikowano réwniez specyficzng sekwencje oktapeptyd oraz
dwa rejony odpowiedzialne za jadrowga lokalizacje biatka
- jeden z nich w obrebie Prd, drugi zas miedzy oktapepty-
dem a homodomeng [2]. Gen kodujgcy Pax8 zlokalizowany
jest u cztowieka na chromosomie 2 ql2-14 [23], Skiada sie
co najmniej z 12 ekson6w i 11 introndw. W przebiegu trans-
krypcji genu PAX8 dochodzi do alternatywnego skiadania
mMRNA, czego efektem jest powstawanie kilku izoform, réz-
nigcych sie miedzy sobg budowg korica karboksylowego ho-
meodomeny [24], mRNA sktada si¢ z 1372 zasad a produkt
biatkowy zawiera 398 aminokwas6éw. Opisano 4 izoformy
Pax8 (a, b, ¢, d), powstajace przez wiaczenie lub wytgczenie
eksonu 7 i/lub 8 [2]. Poszczeg6lne izoformy Pax8 réznig sie
miedzy sobg sekwencjg odpowiedzialng za regulacje trans-
krypcji, zlokalizowang na koncu karboksylowym HD. Sg to
w Pax8 a - rejon o dtugosci 63 reszt aminokwasowych bo-
gaty w reszty seryny, a w Pax8 b sekwencja bogata w reszty
seryny, treoniny i tyrozyny, zas w Pax8 c¢ i d rejon o dtugosci

Domena Prd, odpowiedzialna za
wigzanie ze specyficzng
sekwencja DNA gendéw docelowych

Pierwszy a-heliks
domeny HD

Sygnaly lokalizacji jadrowej

Oktapeptyd T J

1

Subdomena PAI Subdomena RED

Rysunek 3. Schemat budowy czynnika transkrypcyjnego Pax8 z zaznaczeniem
poszczeg6blnych struktur, charakterystycznych dla rodziny Pax8 jak i wspélnych
z czynnikiem Titfl/Nkx2-1.
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99 reszt aminokwasowych bogaty w reszty proliny. W roz-
wijajgcym sie tozysku stwierdzono 2 dodatkowe izoformy
e i f, nie majace 6 eksonu, ktérych ekspresja zmniejsza sie
w kolejnych dniach rozwoju. Zidentyfikowano takze kilka
dodatkowych izoform mRNA Pax8 cztowieka w tarczycy,
nerkach i tozysku [25]. Powstajg one na drodze wigczenia
lub wykluczenia eksonu 8 i/lub eksonu 9. Produkty biat-
kowe wszystkich izoform majg kompletne domeny Prd,
réznig sie natomiast budowg domeny transaktywujacej, co
wptlywa na ich odmienne witasciwosci. Domena aktywujgca
zbudowana jest z dwoch modutdéw: aktywujgcego, kodowa-
nego przez ekson 10 i 11 oraz z otaczajgcego go modutu ha-
mujgcego, kodowanego przez ekson 9 i 12 [26], R6znicowe
sktadanie wymienionych modutéw prowadzi do uzyskiwa-
nia réznej aktywnos$ci modutu hamujgcego w odmiennych
typach komoérek. Wskazuje to na istotng role zjawiska alter-
natywnego sktadania, decydujgcego o uzyskiwaniu funkcji
regulacji transkrypcji genéw docelowych przez biatka z ro-
dziny Pax. Ekspresja Pax8 regulowana jest przez TSH na
poziomie transkrypcji, prawdopodobnie za posrednictwem
niezidentyfikowanych jeszcze czynnikéw [27], Wiazanie
DNA przez Pax8 zalezy, podobnie jak w przypadku Titfl/
Nkx2-1, od reakcji redukcji i utleniania. Udowodniono, ze
w zaleznej od reakcji redox regulacji Pax8 zasadniczg role
odgrywajg modyfikacje cysteiny w pozycjach 45 i 57, wy-
wotywane przez Ref-1 [28].

UDZIAL TITF1I/NKX2-11 PAX8 W METABOLIZMIE
HORMONU TARCZYCY

W obrebie promotora genu TG stwierdzono trzy miejsca
wigzania Titfl/Nkx2-1 A, B, C [29], Miejsce C zachodzi na
miejsce wigzania czynnika Pax8, zas miedzy miejscem B a
C zlokalizowano miejsce wigzania czynnika transkrypcyjne-
go Foxel. Badania funkcjonalne wskazuja, ze Titfl/Nkx2-1
i Pax8 aktywujg synergistycznie promotor genu TG [30].
Pax8 odgrywa szczegdlng role w regulacji ekspresji tyre-
oglobuliny przez TGF(31, za$ z drugiej strony, podobnie jak
w przypadku Titfl/Nkx2-1 i Foxel, tyreoglobulina hamuje
ekspresje Pax8 [31, 32], Jednocze$nie wiadomo, ze ekspresja
Pax8 zwieksza sie pod wptywem TSH, co moze wskazywacé
na udziat tego czynnika w regulacji ekspresji genu TG przez
TSH (w promotorze tego genu nie zidentyfikowano jak do-
tad miejsca CRE). W badaniach in vitro udowodniono, ze
czynnik transkrypcyjny Titfl /Nkx2-1 aktywuje transkryp-
cje genu TSH-R [2], W obrebie jego promotora zidentyfiko-
wano 2 miejsca wigzania Titfl/Nkx2-1, przy czym wydaje
sig, ze wigzanie z miejscem proksymalnym nie ma znacze-
nia funkcjonalnego. W aktywacji transkrypcji genu TSH-R
czynnik Titfl/Nkx2-1 dziata synergistycznie z biatkiem
CREB, cho¢ nie potwierdzity sie wczesniejsze przypuszcze-
nia o wzajemnym oddziatywaniu tych dwéch czynnikéw.
Dotychczas nie zidentyfikowano w obrebie promotora genu
TSH-R miejsca wigzania drugiego czynnika transkrypcyjne-
go - Pax8.

Ekspresja genu symportera sodowo-jodkowego (NIS)
jest regulowana przez Titfl/Nkx2-1 jak i Pax8 [33], W ba-
daniach nad genem NIS szczura udowodniono aktywujgcy
wplyw na transkrypcje tego genu czynnika Titfl/Nkx2-1,
ktéry dziata prawdopodobnie zaréwno jako element kaska-
dy TSH/cAMP jak i bezpos$rednio, a byé moze przy udziale
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jeszcze innych, niezidentyfikowanych dotychczas czynni-
kow aktywujacych. W obrebie promotora genu NIS zidenty-
fikowano odcinek, nazywany NUE (ang. NIS 5°*-far upstream
enhancer), zawierajagcy dwa miejsca wigzgce Pax8 i odcinek
aktywowany przez cAMP [34], Wiazanie Pax8 z elemen-
tem NUE genu NIS cztowieka jest warunkiem koniecznym
do uzyskania petnej aktywnosci tego biatka w tyreocytach
cztowieka. Co wiecej, konieczne jest tutaj wspoétdziatanie
z aktywnym CRE [35], Wydaje sie jednak, ze, chociaz oba
czynniki, Titfl/Nkx2-1 i Pax8, sa potrzebne w procesie
transkrypcji genu NIS, to odgrywajg one tutaj mniejszg role,
niz w przypadku innych genéw specyficznych dla tarczycy,
co ttumaczytoby wysoka ekspresja NIS w niektérych narza-
dach pozatarczycowych, takich jak sutek [36], W obrebie
promotora genu TPO zidentyfikowano trzy miejsca wigza-
nia Titfl/Nkx2-1 oraz jedno miejsce wigzania Pax8 zlokali-
zowane w obszarze wzmacniajgcym promotora genu TPO
[37], W pracach z wykorzystaniem genéw reporterowych
potwierdzono aktywujacy wptyw Pax8 i Titfl/Nkx2-1 na
transkrypcje genu TPO [1, 2], Mechanizm tego oddziatywa-
nia nie zostatjednak jeszcze w petni poznany. Wydaje sig, ze
oba czynniki moga wptywac na promotor genu TPO zaréw-
no za posrednictwem cAMP, jak i bezposrednio. Wiadomo,
ze ekspresja genu TPO jest regulowana przez TSH, za po-
Srednictwem cAMP, chociaz w promotorze nie udato sie zi-
dentyfikowa¢ sekwencji CRE. Oznacza to, ze w tg regulacje
zaangazowane moga by¢ nie tylko Titfl/Nkx2-1 i Pax8, ale
takze inne czynniki transkrypcyjne. W badaniach, prowa-
dzonych na hodowlach komérkowych HelLa wykazano, ze
Pax8 wykazuje synergistyczny wptyw na aktywacje promo-
tora genu TPO z innym czynnikiem transkrypcyjnym p300,
ktéry odgrywa role koaktywatora [38]. Wykazano, ze oba
te czynniki tworzg aktywujacy kompleks, dzigki taczeniu
sie biatka p300 z domeng transaktywacyjng Pax8 (Rys. 4).
Miejsca wigzania dla Titfl/Nkx2-1, Foxel i Pax8 posiadaja
te sama lokalizacje w promotorach genéw TG i TPO. W ba-
daniach in vitro wykazano jednak, ze Pax8 silniej aktywuje
promotor genu TG, podczas, gdy Titfl/Nkx2-1 - genu TPO
[2], Niemniej, cechg charakterystyczng aktywacji transkryp-
cji gendw specyficznych dla tarczycy jest koniecznos¢ jed-
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Rysunek 4. Uproszczony model podstawowej regulacji transkrypcji genéw klu-
czowych dla funkcji tarczycy z uwzglednieniem roli tarczycowych czynnikéw
transkrypcyjnych Titfl/Nkx2-1, Foxel i Pax8, cAMP, kinaz biatkowych A (PKA)
oraz biatka p300.
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noczesnego dziatania zaréwno Titfl/Nkx2-1 jak i Pax8. Jak
pokazujg najnowsze badania, synergistyczne dziatanie mie-
dzy Titfl/Nkx2-1 i Pax8 decyduje o efektywnej transkrypcji
genow docelowych [39, 40].

W ostatnim czasie pojawia sie coraz wiecej doniesien
wskazujgcych, ze specyficzne dla tarczycy czynniki trans-
krypcyjne wptywajg nie tylko na synteze, ale takze, poprzez
regulacje jodotyroninowych dejodynaz, na procesy metabo-
lizmu hormonu tarczycy. W gruczole tarczcowym zidentyfi-
kowano dotychczas jodotyroninowga 5'-dejodynaze typu 1
(D) ijodotyroninowa 5'-dejodynaze typu 2 (D2). Wsp6lna
ich cechg jest obecno$¢ podjednostki katalicznej o masie czg-
steczkowej 27-30 kDa, w centrum Kktoérej znajduje sie seleno-
cysteina [6]. W badaniach myszy knock-out z wytgczona
funkcja genu Pax8 (-/-) stwierdzono zmniejszong aktyw-
no$¢ enzymatyczna DI i obnizony poziom specyficznego
mRNA DI, co sugeruje udziat Pax8 w regulacji ekspresji
DI [41], Z kolei badania raka brodawkowatego tarczycy
wykazaty istnienie korelacji miedzy poziomem mRNA DI
i MRNA Pax8, podobnie, jak miedzy D2 i Pax8 czy D2 i Tit-
fl/Nkx2-1 [42]. W badaniach funkcjonalnych promotora
genu D/02 z zastosowaniem gendw reporterowych (CAT
- acetylotransferazy chloramfenikolu), przeprowadzonych
w hodowlach komoérek COS-7 (fibroblastow matpy) stwier-
dzono, ze gen ludzkiej D2 jest stymulowany przez Titfl/
Nkx2-1 [43], W obrebie promotora genu D/02 stwierdzono
dwa miejsca wigzania Titfl/Nkx2-1. Nie potwierdzono na-
tomiast w tej pracy udziatu Pax8 w aktywacji transkrypcji
ani D/02 ani DIOI. Nie mniej, w chorobie Gravesa-Basedo-
wa stwierdzono znamienng korelacje miedzy D2 i Pax8, co
moze sugerowaé¢ udziat tego czynnika w aktywacji trans-
krypcji genu dejodynazy typu 2 w tarczycy [44], Zapewne
oddziatywanie takie odbywa si¢ za posrednictwem lub przy
wspotudziale innych czynnikéw aktywujacych. Wydaje sieg,
ze wazng role moze odgrywac tu cAMP.

Badania, prowadzone w hodowlach komoérek tarczycy
psa wskazuja, ze ekspresja Pax8 zwieksza sie pod wptywem
cAMP [2], Jednocze$nie, w promotorze genu D/02 zidenty-
fikowano sekwencje CRE. Oddziatywanie Pax8 na D2 przy
wspoétudziale cAMP moze by¢ wiec analogiczne do tego, ja-
kie wykazano w przypadku czynnika Titfl/Nkx2-1 i genu
TSH-R, gdzie dla petnej aktywacji jego transkrypcji koniecz-
ne jest synergistyczne dziatanie Titfl/Nkx2-1 i cAMP. Z ko-
lei w badaniach aktywacji promotora genu NIS stwierdzo-
no, ze czynnik transkrypcyjny Pax8, poprzez dziatanie na
element NUE, aktywuje ekspresje tego genu zaré6wno w ko-
operacji z cCAMP, jak i niezaleznie [34]. Mozna wiec przy-
puszczaé, ze podobne mechanizmy dziataja w przypadku
genu D/02. Inna mozliwo$¢ to udziat w tym procesie biatka
aktywujgcego p300, analogicznie do regulacji transkrypcji
genu TPO. Wydaje sie wiec, ze kolejnym, cho¢ jeszcze nie do
konca zbadanym obszarem dziatania tarczycowych czynni-
koéw transkrypcyjnych jest regulacja wewnatrztarczycowe-
go metabolizmu tyroksyny.

ANOMALIE CHROMOSOMALNE | MUTACIJE
GENOW T1TF1/NKX2-1, FOXEI, PAX8

Badania przeprowadzone u chorego z wrodzonym wo-
lem iz niedoborem Tg sugerowaty, ze upos$ledzenie syntezy

Postepy Biochemii 51 (3) 2005

Domena forkhead Domena hamujagca

—dll>— N

|

Wrodzona niedoczynno$¢ tarczycy zwigqzana z agenezjg
gruczolu, rozszczepem podniebienia, atrezjg nozdrzy tylnych,
rozszczepem nagtosni

Rysunek 5. Mutacje genu FOXEI ze schematycznym zaznaczeniem ich lokalizacji
i opisem uwarunkowanej nimi wrodzonej nieprawidtowosci.

tego biatka spowodowane jest bardzo niska ekspresjg Titfl/
Nkx2-1 [45]. Poniewaz jednoczes$nie stwierdzano prawidto-
wy poziom ekspresji czynnika Pax8, uwazano poczatkowo,
ze za wrodzone defekty w rozwoju tarczycy odpowiada je-
dynie czynnik Titfl/Nkx2-1. Obecnie przyjmuje sie, ze wia-
sciwe wspotdziatanie obu tych czynnikéw konieczne jest do
uzyskania prawidtowej ekspresji genéw docelowych [39].
W badaniach przeprowadzonych w dwaéch réznych osrod-
kach, u ponad 70 chorych z wrodzong niedoczynnoscig tar-
czycy z r6znego stopnia zaburzeniami rozwojowymi gru-
czotu tarczowego pod postacia agenezji, ektopii i hipoplazji
nie stwierdzono obecnos$ci mutacji w obrebie czesci kodujg-
cej genu TITF1/NKX2-1 [46,47]. Delecje w obrebie tego genu
stwierdzono natomiast u jednego noworodka z ciezkim
niedorozwojem uktadu oddechowego, czemu towarzyszy-
fa Sredniego stopnia dysfunkcja tarczycy (niska jodochwyt-
nos¢, wysoki poziom TSH przy prawidtowym poziomie fT4
i wielkosci gruczotu) [48], Mutacje w obrebie genu TITF1/
NKX2-1 zidentyfikowano takze u innego dziecka z wrodzo-
na wada ukfadu oddechowego, zaburzeniami neurologicz-
nymi pod postacig dyskinez i z podwyzszonym poziomem
TSH [49], W kilku przypadkach rodzinnej wrodzonej nie-
doczynnosci tarczycy zwigzanej z niewrazliwoscig na TSH
stwierdzano polimorfizm genu TITF1/NKX2-1, jednak nie
potwierdzono, by ktéry$ z nich odpowiadat za powyzsze
schorzenie [1]. U dzieci z wrodzong niedoczynnosciag tar-
czycy, ktorej towarzyszyty wady rozwojowe podniebienia,
zidentyfikowano mutacje w genie FOXEI zlokalizowang
w kodonie 57 domeny wigzgcej DNA, powodujgcg zamia-
ne seryny na asparagine (Rys. 5) [50]. Mutacje te, podobnie
jak inng, opisang wczesniej rdwniez w domenie wigzacej
DNA, uwaza sie za przyczyne tych wad rozwojowych [51],
Nie potwierdzity si¢ natomiast wcze$niejsze przypuszcze-
nia, ze polimorfizm odcinka poliadenylowego genu FOXEI
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Rysunek 6. Mutacje genu PAX8 ze schematycznym przedstawieniem ich lokali-
zacji oraz spowodowane nimi wrodzone zaburzenia budowy i funkcji gruczotu
tarczowego wg. Congdon i wsp. [53],
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odpowiada za wady rozwojowe gruczotu tarczowego [52].
Mutacje w genie PAX8, prowadzgce do uposledzenia zdol-
nosci transaktywacyjnych, sag do$¢ powszechnie spotykane
w roznych postaciach wrodzonej niedoczynnosci tarczycy,
jednak nie wyodrebniono jednej odpowiedzialnej za tg pa-
tologie [53, 54], Wydaje sig, ze znaczenie mogg miec tutaj
inne defekty strukturalne [55]. Niemniej, zidentyfikowano
kilka mutacji w obrebie domeny Prd wigzacej DNA, prowa-
dzacych zaréwno do sporadycznie jak i rodzinnie wystepu-
jacych zaburzen rozwojowych tarczycy (Rys. 6).

UDZIAL CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH
W POWSTAWANIU RAKA TARCZYCY

Ostatnio podkre$la sie role tarczycowych czynnikéw
transkrypcyjnych w neogenezie tarczycy [1]. Ekspresja ge-
néw TTF w raku brodawkowatym tarczycy wywodzgcym
sie z wysoko zréznicowanej komorki pecherzykowej, za-
zwyczaj byta znacznie nizsza niz w odpowiadajgcych im
zdrowych kontrolach. Wskazywato to na mozliwo$¢ wyko-
rzystania Titfl/Nkx2-1 jako markera stopnia zréznicowania
nowotworu. Zaburzenia ekspresji tarczycowych czynnikéw
transkrypcyjnych w nowotworach tarczycy wspétistniejg
z upos$ledzeniem ekspresji genéw docelowych, jak TG czy
TPO [56]. Wskazywano nawet na mozliwg role zaburze-
nia koordynacji dziatania pomiedzy Titfl/Nkx2-1 i Pax8
W procesie nowotworzenia w tarczycy. Sam czynnik Pax8
zostat zakwalifikowany do grupy onkogenéw. Stwierdzo-
no, ze czynnik ten indukowat karcenogeneze w hodowlach
komérkowych [2], W procesie tym kluczowg role odgrywa
zdolno$¢ wigzania DNA przez domeneg Prd, ktéra zostaje
zaburzona w wyniku punktowej mutacji. Innym zjawi-
skiem wigzanym z procesami nowotworzenia w tarczycy
jest translokacja chromosomalna t(2; 3)(ql3; p25) w wyniku
ktorej dochodzi do fuzji domeny wigzacej DNA z Pax8 do
biatka PPARyl (ang. peroxisome proliferator-activated recep-
tor) [57]. Stwierdzenie rearanzacji genéw PAX8-PPARyI,
zarowno w rakach pecherzykowych tarczycy, jak i gruczo-
lakach wyklucza jednak mozliwo$¢ zastosowania tego oko-
genu jako markera zréznicowania nowotworéw gruczotu
tarczowego w materiale z biopsji cienkoigtowej [58, 59], Nie
stwierdza sie natomiast tej rearanzacji w rakach brodaw-
kowatych [60]. Dotychczasowe badania nie tylko wskazuja
na regulacje ekspresji genu TG przez Titfl/Nkx2-1 i Pax8
w komadrkach raka anaplastycznego i pecherzykowego tar-
czycy, ale dowodzg takze, ze nadekspresja jednego z tych
czynnikéw transkrypcyjnych przywraca zaburzong aktyw-
no$¢ promotora genu tyreoglobuliny w tych nowotworach
[61].

PODSUMOWANIE

Badania ostatniej dekady, dotyczace mechanizmoéw kon-
troli syntezy i wydzielania hormonow tarczycy, kluczowych
dla rozwoju kazdej komorki ludzkiego organizmu coraz
wyrazniej wskazujg na szczego6lng role, jakg w tych proce-
sach odgrywajg tarczycowo-swoiste czynniki transkryp-
cyjne. Kolejne prace pozwalajg coraz lepiej pozna¢ wptyw
tych czynnikéw na ekspresje genéw odpowiedzialnych za
prawidtowg funkcje gruczotu tarczowego, stopniowo wy-
jasniajac mechanizmy molekularne tych oddziatywan. Cen-
tralne miejsce, jakie zajmujg te czynniki w mechanizmach
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regulacji ekspresji takich genéw jak TG, NIS, TSH-R, TPO,
DIOI czy D102 wskazuje na ich istotny wptyw na rozwdj,
r6znicowanie a wreszcie prawidtowe funkcjonowanie ko-
morek gruczotu tarczowego. Nie bez znaczenia sg doniesie-
nia $wiadczace, cho¢ w niepetny jeszcze sposob, o udziale
zaburzen dziatania tarczycowych czynnikéw transkrypcyj-
nych w patogenezie wrodzonych nieprawidtowosci gru-
czotu tarczowego. Wydaje sie rowniez, ze zyskuja na zna-
czeniu przestanki, wskazujgce na udziat tych czynnikoéw
w nowotworzeniu, a przez to na mozliwosci wykorzystania
ich w przysztosci w diagnostyce i - byé moze - terapii no-
wotwordéw tarczycy.
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Thyroid transcription factors involved in the thyroid hormones biosynthesis
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ABSTRACT

The thyroid hormone biosynthesis is dependent on the level of the expression and the correct action of the basic proteins involved in this
process: TSH receptor (TSH-R), sodium-iodine symporter (NIS), thyroglobulin (Tg), thyroid peroxidase (TPO) and iodothyronine deodinases
type 1 (DI) and type 2 (D2). Transcription of the genes coding these proteins is regulated by TSH via cCAMP cascade. Despite the thyroid-
-specific transcription factors are necessary for the transcription regulation of TSH-R, NIS, TG, TPO, DIOI and D102 genes. Three thyroid
transcription factors Titfl/Nkx2-1, Foxel and Pax8 seem to be essential for thyroid development, growth and function. Disturbances of the
expression of these transcription factors and their co-operation could be responsible for the congenital thyroid gland disorders as well as in

thyroid cancerogenesis.
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Choroby zwigzane z agregacja biatek

STRESZCZENIE

$rod licznych choréb, u ktérych podstaw lezy zaburzenie procesu zwijania sie biatek,

na szczeg6lng uwage zastuguja tzw. choroby agregacyjne (konformacyjne), ktérych pa-
togeneza zwigzana jest z agregacja nieprawidtowo zwinietych polipeptydéw. Prezentowane
opracowanie opisuje szereg przyktadéw takich chor6b oraz podsumowuje stan obecnej wie-
dzy na temat ich molekularnej patofizjologii i projektowanych strategii terapeutycznych.

WPROWADZENIE

Biosynteza biatka o natywnej strukturze przestrzennej, bedgcej warunkiem
koniecznym petnienia specyficznej funkcji biologicznej, jest procesem ztozonym.
Na kazdym z etapow moze zdarzy¢ sie btad, ktorego konsekwencjg bedzie osta-
teczne przyjecie przez czasteczke niewtasciwej konformacji. Z nieprawidtowg
strukturg przestrzenng biatka, a tym samym utratg jego funkcji, mamy do czy-
nienia w przypadku bardzo duzej liczby choréb cztowieka, ktére w jezyku an-
gielskim okresla sie ogo6lnie, jako protein folding diseases [1]. Sg wéréd nich m.in.
mukowiscydoza, zesp6t Marfana, wrodzona tamliwos$é kosci typu Il, czy choro-
ba Taya-Sachsa [1], Jako specyficzng podgrupe zwykto sie traktowaé choroby,
ktére powstajg w wyniku takiej zmiany konstytucji przestrzennej danego biat-
ka, ze zyskuje ono ,,nowg funkcje" (ang. gain offunction) - tendencje do tworze-
nia agregatéw. Choroby takie okresla sie w literaturze anglojezycznej mianem
konformacyjnych (ang. conformational diseases) [2]. Termin ten wydaje sie by¢
jednak niezbyt precyzyjny, gdyz u podfoza kazdej z chor6b zwigzanych z nie-
prawidtowym zwijaniem sie biatka lezy niemoznos$¢ przyjecia przez tancuch po-
lipeptydowy natywnej konformacji. Ta niemoznos$¢ prawidtowego zwiniecia sie
prowadzi do powstania agregatow biatkowych tylko w przypadku niektérych
chorob, ktére proponujemy nazwac chorobami agregacyjnymi (Rys. 1). Cho¢ u cze-
$ci pacjentow odnajduje sie mutacje w genach kodujacych agregujace biatka, to
wiekszo$¢ przypadkoéw choréb agregacyjnych stanowig postacie sporadyczne
- niezwigzane ze znanym defektem molekularnym odpowiedniego genu [3, 4],

ROZNORODNOSC CHOROB AGREGACYJINYCH

Agregaty biatka, bedace patognomoniczng cechg choréb agregacyjnych, moga
wystepowac¢ wewnatrz-, lub zewngtrzkomoérkowo. Agregacja zewngtrzkomaor-
kowa jest zwigzana z bardzo duzg grupa chorob, ktére okresla sie mianem amy-
loidoz (ang. amyloidoses) [5]. Jest to grupa heterogenna pod wzgledem objawow
oraz tkankowego umiejscowienia agregatow (lokalne, lub ogdélnoustrojowe).

Jednak w kazdym

Prawidowo przypadku analiza
2winigte . .
biatko histopatologiczna
pozwala stwierdzic¢
3 obecno$¢ tzw. wio6-
,;o”u'ﬂm.: kien amyloidowych

(ang. amyloid fibrils).
Pomimo biochemicz-
nej réznorodnosci
biatek zdolnych do
tworzenia  agrega-
tow amyloidowych,

M Degradacia witoékna  amyloido-
B we posiadajg pew-
=t
P ne charakterystycz-
ne, unikalne cechy.
Rysunek 1. Schemat obrazujacy etapy powstawania agregatéw biatkowych, A m yloid barwi Sie
bedacych patognomoniczna cechg choréb agregacyjnych. Czerwienig KongO
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(ang. positive Congophilia), wykazujac dwéjtomnos$é (ang.
birefringence) w $wietle spolaryzowanym. Wynika to z wy-
soce zorganizowanej, symetrycznej budowy amyloidu,
w ktorym dominujg struktury drugorzedowe typu p [6],
W zaproponowanym ostatnio systemie klasyfikacji choréb
agregacyjnych za istotng ceche amyloidu uznaje sie dodat-
kowo obecno$¢ w agregatach charakterystycznych biatek:
surowiczego amyloidu P (SAP, ang. serum amyloid P), apoli-
poroteiny E (ApoE) oraz perlekanu (proteoglikanu hepara-
nosiarczanowego) [7].

W przypadku chordb, ktorym towarzyszy wytgcznie we-
wnatrzkomérkowa agregacja, proba z czerwienig Kongo
daje wynik negatywny, a w agregatach nie stwierdza sie
surowiczego amyloidu P, apolipoproteiny E, lub perleka-
nu (agregaty te nie majg charakteru amyloidu) [7]. Jest to
bardzo niejednorodna grupa schorzen. Obejmuje ona m.in.
stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral
sclerosis), tzw. choroby poliglutaminowe zwigzane z patolo-
gicznym wydtuzeniem ciagéw poliglutaminowych w biat-
kowych produktach niektérych gendéw oraz serpinopatie
(ang. serpin, serine protease inhibitor) - choroby agregacyjne
zZwigzane z agregacjg biatek nalezacych do nadrodziny ser-
pin [8], Rozréznienie amyloid/nie-amyloid jest czestg przy-
czyng nieporozumien. Biatka nie tworzace amyloidu in vivo,
moga w warunkach in vitro wykazywac¢ wszystkie cechy
amyloidu. Dla takich przypadkéw zaproponowano termin
amylog (ang. amyloid homolog, ,,amyloid-like™). Okres$lenie
~amyloid" powinno by¢ stosowane wobec struktur obser-
wowanych in vivo [7],

RODZINNA POLINEUROPATIA AMYLOIDOWA

Rodzinna polineuropatia amyloidowa (FAP, ang. familial
amyloid polyneuropathy) to amyloidoza (agregaty majg ce-
chy amyloidu), nalezagca do choréb neurodegeneracyjnych.
Schorzenie to dziedziczy sie w sposéb autosomalny domi-
nujacyl Objawy choroby (m.in. zaburzenia czucia, ogdlne
ostabienie, impotencja, zaburzenie pracy uktadu pokarmo-
wego oraz pecherza moczowego) zwigzane sg z agregacjg
zmutowanej formy biatka transtyretyny (TTR, ang. transthy-
retin) [10]. Transtyretyna jest fizjologicznym przenosnikiem
tyroksyny oraz retinolu (poprzez oddziatywanie z biatkiem
wigzacym retinol). Gtdwnymi miejscami syntezy transtyre-
tyny sg watroba oraz sploty naczyniowkowe moézgu. Agre-
gaty amyloidowe stwierdza sie przede wszystkim w ob-
rebie obwodowego uktadu nerwowego (agregacja zewng-
trzkomoérkowa, szczegdlnie w $rédnerwiu: blisko komoérek
Schwanna oraz witékien kolagenowych), ale nie w migzszu
watroby, czy w mdézgu - amyloid nie powstaje w miejscu
syntezy transtyretyny [10].

Niezmutowana transtyretyna, podobnie jak prawidtowe
formy biatek takich jak np. amylina (IAPP, ang. islet amyloid
polypeptide), przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANF,
ang. atrial natriuretic factor) oraz apolipoproteina Al (Apo-
Al), wykazuje tendencje do tworzenia amyloidu korelujacg
pozytywnie z wiekiem pacjenta. Uwaza sie to za naturalny
przejaw procesu starzenia sie organizmu [11], Natomiast

1Zmutowana forma transtyretyny jest takze sktadnikiem amyloidu w przebiegu rodzinnej
kardiomiopatii amyloidowej (FAC, ang.familial amyloid cardiomyopathy) [9].
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rozw@j rodzinnej polineuropatii amyloidowej zwigzany jest
z obecnos$cig mutacji w genie TTR [12]. Amyloid skiadajgcy
sie z nieprawiditowej formy biatka powstaje duzo tatwiej,
a niektdre mutacje (np. L55P) okresSlane sg jako szczegél-
nie ,,agresywne" [13], Mechanizm powstawania amyloidu
w przebiegu rodzinnej polineuropatii amyloidowej nie zo-
stat catkowicie wyjasniony. Wydaje sig, ze zmutowane biat-
ko wykazuje zdolno$¢ tworzenia widkien amyloidowych
w warunkach, w ktérych prawidtowa forma biatka pozo-
staje stabilna [13]. Monomery réznych wariantéw biatka
transtyretyny posiadajg niejednakowag stabilno$¢ konforma-
cyjna (np. wt>V30M>L55P). Im mniejsza jest owa stabilnos¢,
tym fatwiej powstaja czeSciowo rozwiniete (ang. partially
unfolded) prekursory witdkien amyloidowych, a tym samym
ro$nie prawdopodobienstwo powstania amyloidu [14]. Po-
nadto, prébujgc wyjasni¢ wysoki amyloidogenny potencjat
transtyretyny wskazuje sie na znaczny udziat struktur typu
P, tak w biatku o natywnej konformacji [14], jak i w prekur-
sorach amyloidu [10].

Jednym z najwazniejszych odkry¢ byto okreslenie formy
strukturalnej, w jakiej transtyretyna wykazuje wiasciwosci
cytotoksyczne. Okazato sie, ze dojrzaty amyloid nie oddzia-
tywuje negatywnie na komorki [15]. To wczesne agregaty
transtyretyny (ang. early nonfibrillar aggregates), nie barwia-
ce sie czerwienig Kongo (nie majace charakteru amyloidu),
byty toksyczne dla komorek - powodowaty in vitro aktywa-
cje kaspazy-3, kluczowego enzymu efektorowego w prze-
biegu apoptozy. Ponadto, w materiale z biopsji od pacjen-
tow bezobjawowych, ale posiadajgcych w tkankach wczesne
agregaty transtyretyny (tzw. pacjenci FAPO czyli wczesny
etap rodzinnej polineuropatii amyloidowej), stwierdzono
podwyzszong ekspresje czynnika stymulujgcego tworze-
nie kolonii makrofagéw (MCSF, ang. macrophage colony-sti-
mulating factor). Mogtoby to sugerowac stres komorkowy
zwigzany z przebiegiem procesu zapalnego [15]. Opisane
powyzej zjawiska to etap efektorowy bardziej og6lnego me-
chanizmu komorkowego, ktérego proces inicjacji pozostaje
nie wyjasniony. Wydaje si¢ jednak, ze wazna role mogtby
petnic¢ receptor komérkowy RAGE (ang. receptorfor advanced
glycation end products), oddziatujgcy z bogatymi w struktury
P agregatami biatkowymi. Wykazano, ze Ugandami recepto-
ra RAGE sg m.in. surowiczy amyloid P oraz amyloid p (Ap)
[16]. Poziom ekspresji genu kodujacego receptor RAGE
jest podwyzszony w tkankach pacjentow z rodzinng poli-
neuropatig amyloidowag [17] (réwniez u tych na wczesnym
etapie choroby [18]) i koreluje pozytywnie ze stopniem za-
awansowania choroby [18]. Wykazano, ze mechanizmy ko-
morkowe, w ktérych mogtby posredniczy¢ RAGE [17], od-
powiadajace za cytotoksyczno$¢é agregatéw transtyretyny,
byty aktywne juz u pacjentéw na wczesnym etapie choroby
[18]. Przyjmuje sig, ze opisany stres komdérkowy, istniejgcy
jeszcze w przedobjawowym stadium choroby, ma zwigzek
z powstawaniem nieamyloidowych, wczesnych agregatéw
oddziatujacych toksycznie na neurony [10].

CHOROBA ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer's disease) jest
zespotem otepiennym o charakterystycznym obrazie Kli-
nicznym. Proces otepienia prowadzi do catkowitej nie-
petnosprawnosci pacjenta, tak psychicznej, jak i fizyczne;j.

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Bezposrednim powodem smierci sg zwykle wtdrne infekcje
(np. zapalenie ptuc) [19]. Obecnie brak biochemicznego lub
genetycznego testu umozliwiajgcego wiarygodng diagnoze
choroby. Rozpoznanie postawione za zycia pacjenta moze
by¢ potwierdzone w sposéb pewny dopiero po jego $mier-
ci (ang. definite AD). W badaniu post mortem u wigkszosci
pacjentow wykrywa sie tzw. ptytki starcze (SP, ang sende
plaques) oraz sploty (zwyrodnienia) neurofibrylarne (NFT,
ang. neurofibrillary tangles). Gtownym skiadnikiem ptytek
starczych jest amyloid p (Ap) - peptyd powstajacy z prekur-
sora APP (ang. amyloid beta A4 precursor protein), tworzacy
agregaty z dominacjg drugorzedowych struktur typu p [6].
Natomiast kluczowym sktadnikiem splotéw neurofibrylar-
nych jest hiperfosforylowane biatko tau (i, MAPT, ang. mi-
crotubule associated protein tau) [20].

Jak wspomniano, czgsteczka Ap powstaje w wyniku ogra-
niczonej proteolizy prekursora APP. APP jest glikoproteina
[21], biatkiem btonowym typu I, ktérego wieksza czesé zlo-
kalizowana jest w Swietle organelli komoérkowych lub eks-
ponowana na zewnatrz komorki. Amyloid p obejmuje czesé
sekwencji aminokwasowej domeny transbtonowej oraz kil-
kadziesigt reszt aminokwasowych zewnatrzkomaérkowej
czesci prekursora. Przedziatem komorkowym, ktéry zdaje
sie dostarczac wiekszos$¢ Ap jest aparat Golgiego (cze$¢ trans
- TGN, ang. trans-Golgi network) [21]. Powstanie Ap wyma-
ga aktywnosci sekretaz p i y. Aktywnos$¢ sekretazy p (BA-
CE1, ang. beta-site amyloid beta A4 precursor protein-cleaving
enzyme), zidentyfikowanej jako proteaza aspartylowa [22],
prowadzi do powstania rozpuszczalnej czasteczki APPsp
(ang. soluble). Dodatkowe cigecie proteolityczne z udziatem
sekretazy y uwalnia czgsteczki Ap o dtugosci 40 lub 42 ami-
nokwasow (Ap40/Ap42; réznica polega na braku/obecno-
$ci dwoch hydrofobowych aminokwasow: lle, Ala). W po-
sttranslacyjnej obrébce APP moze tez bra¢ udziat sekretaza
a. Jej aktywnos$¢ uniemozliwia powstawanie czasteczek Ap
(enzym tnie w obrebie sekwencji aminokwasowej Ap) [23],

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka dla zachorowania
na chorobe Alzheimera jest wiek [3], W czesci przypadkéw
rodzinnej postaci choroby identyfikuje sie mutacje w jed-
nym z genéw: APP, PSEN1 lub PSEN2 [3], Dwa ostatnie
kodujg preseniliny - biatka kluczowe dla aktywnosci se-
kretazy y [24], Mutacje w wymienionych genach powodujg
zwiekszenie catkowitej produkcji Ap, badz zmieniajg stosu-
nek Ap42/ Ap40 na korzysé formy Ap42, wykazujacej wiek-
szy potencjat tworzenia agregatow amyloidowych [6] (dla
poréwnania [25]). Jednak najczestsza jest sporadyczna for-
ma choroby Alzheimera, niezwigzana ze znanym defektem
genetycznym [19]. Od wielu lat wiadomo, ze Ap ma wia-
sciwosci neurotoksyczne. Mimo to, nie udato sie wyjasnic,
w jaki sposéb dochodzi do progresywnego zaniku funkcji
poznawczych w przebiegu choroby Alzheimera. Trudnym
do wytlumaczenia pozostawat rowniez fakt obecnosci Ap
w ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz surowicy krwi zdro-
wych os6b [26]. Zadawano pytanie o0 mozliwos$¢ istnienia
naturalnej fizjologicznej funkcji Ap, szczeg6lnie ze APP
oraz cytoplazmatyczny fragment prekursora uwalniany
przez sekretaze y wydajg sie taka funkcje mie¢ [27, 28]. Jest
coraz wiecej dowodéw na to, ze nie sama neurotoksyczno$¢
Ap odpowiada za rozwéj objawoéw choroby Alzheimera
- w mysim modelu choroby regresja funkcji poznawczych
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wydaje sie nastepowac przed, lub niezaleznie od $mierci
neurondw [5], Jest to zgodne z wczesnymi doniesieniami
0 braku lub stabej korelacji miedzy iloscig amyloidu a ob-
jawami otepienia [29, 30]. Propozycje wyjasnienia neuro-
toksycznych wiasciwosci rozpuszczalnej formy Ap znalez¢
mozna w ostatnich doniesieniach o fizjologicznej roli Ap
[31]. Opisano istnienie neuronalnego mechanizmu home-
ostatycznego, w ktérym aktywnos$é komoérek nerwowych
stymuluje powstawanie Ap, za$ rosngce lokalnie stezenie
peptydu obniza pobudzajgce przekaznictwo synaptyczne.
Sugeruje sig, ze zaburzenie opisanej petli ujemnego sprzeze-
nia zwrotnego ma znaczacy udziat w patogenezie choroby
Alzheimera [31].

Ze wzgledu na obecno$¢ splotow neurofibrylarnych
w mozgach pacjentéw z choroba Alzheimera, chorobe te
rozpatruje si¢ jako przyktad tauopatii. Obecno$¢ biatka tau
w neuronach jest warunkiem koniecznym dla zainicjowania
procesu neurodegeneracyjnego w odpowiedzi na Ap [32],
Komarki pozbawione tau posiadajg bardziej dynamiczny
cytoszkielet mikrotubularny i sa niewrazliwe na Ap [32],
Nadekspresja tau w neuronach prowadzi do zablokowa-
nia transportu mikrotubularnego zaleznego od kinezyny
(w kierunku konca ,,+" mikrotubul, a wiec w kierunku wy-
pustek neuronu), w zwiazku z czym przewaza¢ zaczyna
transport zalezny od dyneiny (w kierunku perykarionu)
[33], Rezultatem jest zatrzymanie mitochondriéw, peroksy-
somow i siateczki sr6dplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic
reticulum) w centrum neuronu. Komoérka staje sie wrazliwa
na stres oksydacyjny, co sprzyja jej degeneracji. W centrum
neuronu retencji ulegajg takze pecherzyki przenoszace APP.
Sprzyjatoby to powstawaniu Ap, z drugiej strony ogranicza-
jac jego dostepnos$¢ w synapsie (poréwnaj [31]). Poniewaz
hiperfosforylacja tau prowadzi do jego agregacji [34], ko-
morka mogtaby wykorzystywaé ten proces, by ochronic¢ sie
przed skutkami nadmiaru biatka tau [33]. Agregacja biatka
tau petnitaby wiec role neuroprotekcyjng.

CHOROBA HUNTINGTONA

Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington's disease)
nalezy do grupy schorzeh zwigzanych z obecnoscig muta-
cji dynamicznych, polegajacych na zwielokrotnieniu liczby
powtérzen kodonu CAG, kodujgcego glutamine (—>Gin,
Q) (ang. CAG expansion diseases, glutamine repeat diseases).
Zalicza sie tu wiele innych choréb neurodegeneracyjnych:
opuszkowo-rdzeniowy zanik miesni (SBMA ang. spinat and
bulbar muscular atrophy), zanik jader zebatych, gatek bladych
1ciat podwzgérzowych (DRPLA, ang. dentatorubral and pal-
lidoluysian atrophy) oraz wiele ataksji rdzeniowo-mdézdzko-
wych (SCA, ang. spinocerebellar ataxia) [35]. Podobienstwo
sekwencji nukleotydowej miedzy genami, w ktérych mu-
tacje zwigzane sg z wystgpieniem wspomnianych choraéb,
ogranicza sie jedynie do regionu zawierajgcego powtorzenie
(CAG)Nn[36], Ponadto, w kazdym z przypadkéw neurodege-
neracja dotyczy innej populacji neuronéw, za$ choroba ma
specyficzny tylko dla siebie obraz kliniczny [36], Przyjmuje
sie, ze przekroczenie pewnej liczby powtérzen CAG stano-
wi 0 zwiekszonym prawdopodobienstwie zachorowania.

Choroba Huntingtona dziedziczy sie autosomalnie domi-
nujgco. Ujawnia sie zwykle u 0os6b w czwartej lub pigtej de-

299



kadzie zycia i charakteryzuje si¢ postepujgcymi objawami
otepiennymi. Zmiany degeneracyjne obserwuje si¢ przede
wszystkim w obrebie pragzkowia [35], ,,Patogenne" wydtu-
zenie ciggu (CAG)ndotyczy sekwencji genu HD, kodujgcego
biatko huntingtyne (htt, ang. huntingtin) [37], Huntingtyna
jest cytoplazmatycznym biatkiem o niezdefiniowanej funk-
cji [38]. Cho¢ gen HD ulega ekspresji w wielu tkankach or-
ganizmu, proces degeneracyjny dotyczy centralnego ukta-
du nerwowego. W badaniu post mortem médzgow pacjentow
z chorobg Huntingtona stwierdza sie obecno$¢ agregatéw
huntingtyny. W hodowli komdérkowej biatko petnej dtugosci
nie tworzy agregatéw - bez wzgledu na dtugos$¢ ciggu poli-
glutaminowego [39], Liczne agregaty - tak cytoplazmatycz-
ne, jak ijadrowe - tworzone sg natomiast przez N-koncowe
fragmenty huntingtyny [39]. Wewnatrzjadrowe agregaty
huntingtyny u pacjentéw z chorobg Huntingtona réwniez
sktadajg sie z N-koricowych fragmentow biatka [40] (Rys.
2). Przyjmuje sie, ze aktywno$¢ komdérkowych proteaz (ka-
spaz [41]) prowadzi do powstania krétszych fragmentéw
biatkowych, zdolnych do akumulacji na terenie jgdra. Rola
agregacji w patogenezie choroby Huntingtona pozostaje
niewyjasniona. Wiadomo, ze wiek wystgpienia pierwszych
objawOw obniza sie, za$ objawy ulegajg nasileniu wraz ze
wzrostem liczby powtorzen CAG [42], Z drugiej strony ba-
dania in vitro peptydéw poliglutaminowych (Qn pozwalaja
przypuszczac, ze wzrost liczby powtdrzen CAG intensyfi-
kuje proces agregacji biatka [42], Najszerzej dyskutowana
hipoteza sekwestracji (ang. sequestration hypothesis [43]) za-
ktada, ze agregaty mogtyby dziata¢ jako rodzaj ,,putapki”,
w ktorg ,,wpadatyby" m.in. biatka zawierajace ciagi Qn(na
zasadzie oddziatywan homotypowych [44]) [45]. WS$r6d
biatek posiadajgcych ciggi Qnjest wiele czynnikéw trans-
krypcyjnych, w tym takze zwigzanych z chorobami agrega-
cyjnymi (np. opuszkowo-rdzeniowy zanik miesni) [42], Nie
byto wiec zaskoczeniem stwierdzenie zaburzen ekspres;ji
roznych genéw w komorkach eksprymujacych zmutowane
formy huntingtyny [46]. Szczegdlne znaczenie w patoge-
nezie choroby Huntingtona przypisuje sie dwém szlakom
regulacji transkrypcji: zaleznemu od elementu (DNA) od-
powiedzi na cAMP (CRE; ang. cAMP-response element) [47]
i zaleznemu od biatka Spl (ang. specificity protein 1) [48].
Analiza domenowej struktury biatka huntingtyny, zwierze-
cych modeli choroby Huntingtona oraz nokautéw genu HD
sugeruje zaangazowanie huntingtyny w wiele procesow
komérkowych. Zaproponowano udziat huntingtyny m.in.
w regulacji ekspresji informacji genetycznej, transporcie pe-
cherzykowym, apoptozie (jako czynnik antyapoptotyczny),
endocytozie, morfogenezie i sygnalizacji komérkowej [38],
Mozna zaktadaé, ze funkcjonalny deficyt biatka, bedacy
skutkiem utworzenia agregatéw, prowadzi do zaburzenia
funkcji komdérkowych, stanowigc dodatkowy wktad w pro-
ces rozwoju objawow choroby.

STWARDNIENIE ZANIKOWE BOCZNE

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic
lateral sclerosis) jest choroba neurodegeneracyjng, w prze-
biegu ktérej dochodzi do degeneracji motoneuronéw ob-
wodowych i osrodkowych. Choroba objawia sie zanikiem
miesni, ostabieniem oraz drzeniem miesniowym [49], 5-10%
wszystkich przypadkéw stwardnienia zanikowego boczne-
go to przypadki rodzinne (fALS, ang. familial ALS). U ok.
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Rysunek 2. Wewnatrzjadrowe agregaty N-kornicowego fragmentu huntingtyny, za-
wierajgcego cigg 75Q (analiza fluorescencyjna transfekowanych komoérek 1B3-1).

20% pacjentdw z rodzinng postacig stwardnienia zaniko-
wego bocznego identyfikuje sie mutacje w genie SODI,
kodujagcym cynkowo-miedziowg dysmutaze nadlenkowg
(CuzZnSOD, ang. copper-zinc superoxide dismutase) - gtowny
komérkowy enzym antyoksydacyjny [49]. W wiekszosci
przypadkéw choroba dziedziczy sie autosomalnie dominu-
jaco [49].

Hipotezy dotyczgce molekularnej patogenezy stward-
nienia zanikowego bocznego dzielg sie na dwie grupy: (1)
akcentujgce udziat aktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive
oxygen species) [49] oraz (2) ktadgce nacisk na fakt wewnatrz-
komoérkowej agregacji biatka CuzZnSOD [50]. Agregaty Cu-
ZnSOD stwierdzano wielokrotnie zaréwno u pacjentow ze
stwardnieniem zanikowym bocznym [51, 52], jak i w tkan-
kach myszy stanowigcych model choroby [53, 54], U myszy
stanowigcych model zwierzecy rodzinnej postaci stwardnie-
nia zanikowego bocznego powstawanie agregatéw obser-
wowano w obrebie tkanek mézgu i rdzenia kregowego. Nie
stwierdzano ich w tkankach innych, niz nerwowa, pomimo
poréwnywalnego poziomu ekspresji zmutowanego biatka
[54], Ponadto, znaleziono pozytywna korelacje pomiedzy
wiekiem myszy a ilosScig agregatow CuZnSOD obecnych
w moézgu i rdzeniu kregowym [54], Wydaje sie, ze CuZn-
SOD tworzy agregaty specyficznego typu - tzw. agresomy
[55], Okazato sie, ze proces powstawania agresoméw CuZn-
SOD jest co najmniej dwustopniowy. W piewszej kolejnosci
powstaja mniejsze agregaty, zwane przez Johnston i wsp.
IPC (ang. insoluble protein complexes) [55], ktdre nastepnie,
dzieki transportowi zaleznemu od mikrotubul, skupiajg
sie w wigksze struktury - witasciwe agresomy - w obrebie
komérkowego centrum organizacji mikrotubul. Réwnie ty-
powe dla agresomu CuzZnSOD byto otoczenie zagregowa-
nego biatka ,klatkg" zbudowang z filamentéw posrednich
cytoszkieletu. Czasami obserwowano w agregatach CuZn-
SOD obecno$¢ prawidtowej formy biatka. Wydaje sie jed-
nak, ze nie byt to warunek konieczny powstania agregatu,
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a prawidtowy wariant biatka nie odgrywat roli w stabilizacji
wariantu zmutowanego. Znaczenie opisanego faktu pozo-
staje nieznane [53]. Jednak agresomy CuZnSOD to nie jedy-
ny rodzaj agregatow znajdowany w tkankach pacjentéw ze
stwardnieniem zanikowym bocznym. Dodatkowo wyréznia
sie m.in. ciata Buniny (BB, ang. Bunina bodies), agregaty typu
SLI (ang. skein-like inclusions; ang. skein = kigb, platanina)
oraz ciata szkliste (HCI, ang. hyaline conglomerate inclusions,
hyaline bodies) (petna lista form agregacji biatka odnajdywa-
nych w stwardnieniu zanikowym bocznym [49]).

NIEDOBOR ANTYTRYPSYNY Al

Antytrypsyna al (AAT, ang. al-antitrypsin [56]) jest gli-
koproteing ostrej fazy reakcji zapalnej, inhibitorem proteaz
serynowych nalezagcym do nadrodziny serpin [8]. Gtéwng
funkcjg antytrypsyny al wydaje sie by¢ ochrona tkanek
przed aktywnoscig elastazy neutrofilowej [56]. Mutacje
w genie SERPINAL, kodujgcym antytrypsyne al, moga by¢
przyczyng niedoboru tego inhibitora. Najsilniejsza mani-
festacja objawow klinicznych zwigzana jest z obecnoscig
wariantu biatka okre$lanego jako PiZ (E342K). Homozy-
goty PiZ/PiZ zachowujg w surowicy jedynie 10-15% ilosci
antytrypsyny al, typowej dla os6b z prawidtowymi alle-
lami genu [57], Niedobdr antytrypsyny al wynika z faktu
agregacji wariantu PiZ w Swietle szorstkiej siateczki $rod-
plazmatycznej hepatocytow - gtdwnego miejsca syntezy
inhibitora [58]. Obecno$¢ agregatow sprzyja rozwojowi za-
palenia watroby, marskosci watroby oraz raka watrobowo-
komorkowego [56], Agregaty wariantu PiZ antytrypsyny
al obserwuje sie takze w obrebie tkanki ptucnej, co wigze
sie z powstaniem objawéw rozedmy [59], Pozostaje do wy-
jasnienia, w jaki spos6b powstawanie agregatow w tkance
watroby zwigzane jest ze $miercig hepatocytow. Wiado-
mo, ze agregaty ptucne sprzyjajag powstaniu stanu zapal-
nego, zaburzajac r6wnowage proteazowo-antyproteazowa
w tkance ptucnej [56]. Ponadto, petnig one role chemoatrak-
tanta wzgledem komoérek neutrofilowych [60]. Molekular-
ny mechanizm aktywnosci inhibitorowej antytrypsyny al
czyni czgsteczke wrazliwg na zmiany struktury przestrzen-
nej. W normalnych warunkach czgsteczka proteazy wigze
sie z antytrypsyng al dzieki ekspozycji przez antytrypsyne
al reaktywnej, ruchliwej petli, ktéra stanowi pseudosub-
strat - ,,przynete" dla proteazy. Nastepujgca po hydrolizie
zmiana konformacyjna prowadzi do ,,scalenia” obu czaste-
czek, a powstajacy kompleks jest usuwany z krwioobiegu.
Wariant PiZ jest niestabilny konformacyjnie. Zmiana kon-
formacyjna, wywotywana w normalnych warunkach przez
proteaze, moze mie€ teraz miejsce takze podczas oddziaty-
wania wariantu PiZ z drugg czasteczkyg serpiny. Efektem
jest zainicjowanie agregacji nieprawidtowego wariantu
biatka [61]. Kilka lat temu zidentyfikowano nowg jednostke
chorobowag - rodzinng encefalopatie z inkluzjami neuroser-
piny (FENIB, ang.familial encephalopathy with serpin inclusion
bodies) [62], Cecha charakterystyczng choroby jest obecnos¢
tzw. ciat Collinsa w tkankach mézgu. Ciata Collinsa to agre-
gaty biatkowe, ktérych gtéwnym skiadnikiem jest neuro-
serpina kodowana przez gen SERPINI1. Ciata Collinsa sg
bardzo podobne do agregatéw wariantu PiZ czgsteczek an-
tytrypsyny al odnajdywanych w hepatocytach [62],
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CHOROBA PARKINSONA

Choroba Parkinsona (PD, ang. Parkinson's disease) jest
kolejnym, sposrod opisywanych, schorzeniem neurode-
generacyjnym. Ws$rd6d klasycznych objawéw klinicznych
wymienia si¢ drzenie spoczynkowe, sztywno$¢ oraz spo-
wolnienie ruchowe [63]. W badaniu neuropatologicznym
stwierdza sie utrate dopaminergicznych neuronéw czesci
zbitej istoty czarnej (SNC; substantia nigra pars compacta)
oraz obecno$¢ wewngtrzkomdérkowych - cytoplazmatycz-
nych i/lub jadrowych (dyskusyjne, [64-66]) agregatéw biat-
kowych, zwanych ciatami Lewy'ego (LB, ang. Lewy bodies).
Ciata Lewy'ego nie sg specyficzne dla choroby Parkinso-
na. Stwierdza si¢ je m.in. w otgpieniu z ciatami Lewy'ego
(DLB, ang. dementia with Lewy bodies), czystej niewydolnosci
autonomicznej (PAF, ang. pure autonomie failure), ale tak-
ze u niektorych pacjentow z chorobg Alzheimera [67, 68],
Gtownym sktadnikiem ciat Lewy'ego jest biatko synukleina
a (aSYN, ang. a-synuclein; in synapses and nuclear envelope)
[67], Podgrupe chor6b neurodegeneracyjnych charaktery-
zujacych sie obecnoscia agregatéw nierozpuszczalnej for-
my biatka synukleiny a (a wiec takze choroby, w ktérych
obrazie histopatologicznym wystepujg ciata Lewy'ego)
nazywa sie synukleinopatiami [67]. Przykiadem synu-
kleinopatii jest rowniez zanik wielouktadowy (MSA, ang.
multiple system atrophy). W obrazie neuropatologicznym tej
choroby stwierdza sie obecnos$¢ agregatéw w cytoplazmie
komoérek glejowych (GCI, ang. glial cytoplasmic inclusions)
w wielu obszarach mézgu. Wspomniane agregaty, oprécz
synukleiny a, zawierajg takze biatko tau oraz ubikwityne.
W przypadku zaniku wielouktadowego zwykle nie odnaj-
duje sie neuropatologii typu ciat Lewy'ego [67], Biatko sy-
nukleina a jest cztonkiem rodziny synuklein [66], ktérego
fizjologiczna funkcja pozostaje niewyjasniona. Wydaje sie,
ze mogtoby ono odgrywac role m.in. w zjawisku plastycz-
nosci synaptycznej, metabolizmie lipidéw, odpowiedzi im-
munologicznej oraz w regulowaniu funkcji biatka tau [66],
Pewny jest natomiast udziat synukleiny a w patomechani-
zmie powstawania choroby Parkinsona. W kilku przypad-
kach rodzinnej postaci PD wykryto mutacje w genie SNCA,
kodujacym synukleine a [63, 69]. Agregacja synukleiny
a znajduje sie prawdopodobnie na koncu fancucha zdarzen
prowadzgcych do rozwoju choroby Parkinsona. Uwaza sie,
ze synukleina a to potencjalny, kluczowy regulator metabo-
lizmu dopaminy [70]. Wykazano, ze funkcjonalny deficyt
synukleiny a, pojawiajacy sie jako rezultat agregacji biatka,
prowadzi¢ moze do wzrostu wewngtrzkomérkowego ste-
zenia dopaminy [71-73], co wywotuje efekt neurotoksyczny
zwigzany m.in. z aktywnymi formami tlenu. Ttumaczytoby
to specyficzng utrate neuronéw dopaminergicznych cze-
sci zbitej istoty czarnej, odpowiedzialng za wiele objawéw
choroby Parkinsona [74]. Niewyjasnione pozostaja jednak
okolicznosci, w jakich dochodzi do agregacji synukleiny a.
Intuicyjnie oczywiste przypuszczenie, ze mutacje w genie
SNCA zwiekszajg prawdopodobienstwo agregacji biatko-
wego produktu genu okazato sie prawdziwe w badaniach
in vitro [75], W badaniach in vivo zmutowane formy biatka
wydajg sie wykazywaé zwiekszong neurotoksycznosé [76].
Jednak wiekszo$¢ pacjentéw z chorobg Parkinsona cierpi
na jej posta¢ sporadyczng - nie stwierdza sie u nich mutacji
w genie SNCA [4]. W stanie natywnym synukleina a posia-
da rozwinietg, nie zdefiniowana konformacyjnie struktu-
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re przestrzenng (ang. natively or intAnsically unfolded) [77].
Wydaje sie to by¢ kluczem dla zrozumienia tatwosci, z jaka
r6zne formy synukleiny a moga ulega¢ agregacji. Przyj-
muje sie, ze labilne konformacyjnie biatko jest szczeg6lnie
wrazliwe na zmiany parametréw opisujgcych srodowisko
wewnatrzkomdérkowe [66], Wiele uwagi posSwiecono inhi-
bitorom mitochondrialnego kompleksu | [4], Stresowi oksy-
dacyjnemu, wywotanemu ich zastosowaniem, towarzyszy
powstawanie wewngtrzkomérkowych struktur podobnych
do cial Lewy'ego, zawierajacych synukleine a [65], Kolejna
z hipotez dotyczy zaburzenia rownowagi pomiedzy ko-
morkowa pulg synukleiny a a uktadem proteasomu. Jest
ona uwiarygadniana m.in. poprzez fakt zidentyfikowa-
nia mutacji w genach PARK2 oraz UCHL1 w rodzinnych
przypadkach choroby Parkinsona [63]. Produkty biatkowe
wspomnianych genéw to, odpowiednio, parkina - bedaca
ligazg E3 ubikwityna-biatko, oraz UCHL1 - C-terminalna
hydrolaza ubikwitynowa LI [63]. Wykazano ponadto, ze
zagregowana forma synukleiny a jest silnym inhibitorem
funkcji proteasomu [78]. Cho¢ synukleina a nie jest substra-
tem parkiny [79], to wydajg sie one oddziatywac ze sobg po-
przez inne biatka, takie jak synfilinal, bez ktorej powstanie
agregatow synukleiny a jest niemozliwe [64], Pozostaje do
wyjasnienia, czy agregaty sg gtdéwng patogenng forma sy-
nukleiny a [4],

CHOROBY PRIONOWE

Definicja prionu (ang. proteinaceous and infectious) budzi
kontrowersje do dzi$. Najczesciej priony okresla sie jako
zakazne biatka lub zakazne czgstki biatkopodobne (ang.
proteinaceous) nie zawierajgce kwasu nukleinowego (dys-
kusja w [80]). Sa one przyczyng choréb prionowych, zwa-
nych inaczej pasazowalnymi encefalopatiami gabczastymi
(ang. TSE, transmissible spongiform encephalopathies). Do en-
cefalopatii gabczastych wystepujacych u ludzi2 zalicza sie:
kuru, warianty choroby Creutzfeldta-Jakoba (CJD, ang.
Creutzfeldt-Jakob disease), chorobe Gerstmanna-Strausslera-
-Scheinkera (GSS, ang. Gerstmann-Straussler-Scheinker di-
sease) oraz $miertelng rodzinng bezsenno$¢ (FFI, ang. fatal
familial insomnia). Ludzkie pasazowalne encefalopatie gab-
czaste wystepujg w jednej z trzech postaci: rodzinnej, spo-
radycznej, lub zakaznej. Wséréd dominujacych objawow
zawsze wskazuje sie na postepujace otepienie oraz ataksje.
Na poziomie tkanki stwierdza sie zwyrodnienie ggbczaste
istoty biatej moézgu, ktéremu towarzyszy rozlegty rozrost
astrogleju oraz obecno$¢ agregatow jednej z izoform biatka
prionowego PrP (ang. prion protein) [82], Rodzinne postacie
choroby Creutzfeldta-Jakoba, choroby Gerstmanna-Straus-
slera-Scheinkera oraz $miertelnej rodzinnej bezsennosci
zwigzane sg z mutacjami w genie PRNP, kodujacym biatko
PrP. Biatko to jest glikoproteing btonowa, syntetyzowang
nie tylko w tkankach uktadu nerwowego, ale takze w wy-
branych narzgdach uktadéw pokarmowego, oddechowego
i moczowo-piciowego [83], W fizjologicznych warunkach
biatko zakotwiczone jest po zewnetrznej stronie plazma-
lemmy [82], Natomiast patognomoniczng cechg choréb
prionowych jest obecno$¢ agregatéw biatka PrP [80]. Obec-

nie brak przekonywajacych dowodéw na obecno$¢ kwasu
nukleinowego w czgstkach prionowych - za zakazny cha-
rakter chordb prionowych wydaje sie odpowiadac jedynie
biatko [80], Agregaty tworzy izoforma PrP okres$lana jako
Prpn?s 7eS/ ang resistanP) réznigca sie od prawidtowej for-
my biatka - okreslanej jako PrPc (c, ang. cellular) - wigkszg
opornoscig na dziatanie proteaz oraz obnizong rozpusz-
czalnosciag w tagodnych detergentach. Wszystko to za spra-
wg zmiany konformacyjnej, ktéra nie musi by¢ zwigzana
z jednoczesng zmiang struktury pierwszorzedowej biatka
PrP (sporadyczne przypadki pasazowalnych encefalopatii
gabczastych nie wynikaja z mutacji w genie PRNP). Z dru-
giej strony fakt destabilizacji struktury przestrzennej biatka
PrP przez mutacje typowe dla rodzinnych postaci pasazo-
walnych encefalopatii ggbczastych nie zostat jednoznacznie
dowiedziony (dyskusja w [85]). Obecnie przyjmuje sie, ze
wiasnie zmiana konformacyjna (konwersja) w strukturze
biatka PrP lezy u podstaw molekularnego mechanizmu pa-
togenezy w chorobach prionowych. W przypadku scrapie,
czyli encefalopatii ggbczastej owiec, k6z i muflonéw, zmia-
na konformacyjna PrPc—»PrP3 zwigzana jest ze wzrostem
udzialu drugorzedowych struktur przestrzennych typu
P (3%—>43%), kosztem struktur a-helikalnych (42% —>30%)
[86]. Przyjmuje sie, ze konwersja wymaga bezposredniego
oddziatywania pomiedzy PrPsni PrPrs gdzie PrPrms ,,wy-
musza" zmiane konformacyjng na PrPsn Tego typu reakcje
opisywano wielokrotnie in vitro (np. [87]). Dla wyjasnienia
patogenezy pasazowalnych encefalopatii ggbczastych waz-
ne bedzie zrozumienie roli biologicznych kofaktoréw (np.
glukozoaminoglikanéw [84], ssRNA [88]), stymulujacych
przebieg konwersji in vivo i wymaganych dla podniesie-
nia efektywnosci procesu in vitro. Mechanizm patogenezy
w chorobach prionowych pozostaje niewyjasniony. Mozli-
we jest, ze agregaty biatka prionowego sg toksyczne same
w sobie, indukujgc apoptoze neuronéw. Z drugiej strony
PrPcwydaje sie spetnia¢ wiele funkcji neuroprotekcyjnych.
Natywne biatko ma witasciwosci antyapoptotyczne oraz
chroni przed skutkami dziatania aktywnych form tlenu.
Utrata tych funkcji na skutek agregacji PrP mogtaby mieé
krytyczne znaczenie dla loséw komorki [82],

MECHANIZMY PATOGENEZY
W CHOROBACH AGREGACYINYCH

Specyficzng cechg chordb agregacyjnych jest obecnos¢
agregatéw nieprawidtowo zwinietego biatka. Sugeruje to
bezposredni zwigzek przeczynowo-skutkowy pomiedzy
powstawaniem agregatéw a rozwojem choroby. Ten spo-
s6b wnioskowania ma jednak coraz mniej zwolennikow,
0 czym wspomniano juz wczes$niej, opisujac rodzinng poli-
neuropatie amyloidowg oraz chorobe Alzheimera. Wydtu-
za sie lista dowoddw wskazujacych prekursory agregatow
(opatrzone w literaturze mnostwem terminéw; dla porow-
nania [89]), jako przyczyne choroby. Postawienie hipotez na
temat prawdopodobnego mechanizmu patogenezy sprawia
najmniej probleméw w przypadku tych choréb, w ktorych
biologiczna funkcja biatka zwigzanego z chorobag jest zna-
na. Tak jest w niedoborze antytrypsyny al, gdzie objawy

2 Spektrum choréb prionowych ulega rozszerzeniu - np. opisano rodzine stanowiaca przyktad fenokopii choroby Huntingtona. U chorych cztonkéw tej rodziny zidentifikowano 192-nt
wstawke w kodujacym regionie genu PRNP, za$ samo schorzenie okreslono jako rodzinng posta¢ choroby prionowej [81 ].

3 Indeks res oznacza podwyzszong oporno$¢ (ang. resistance) na dziatanie proteaz. 1zoformami typu PrPrssa np.: PrPCDQ PrP0SS oraz PrPS (ang. SCrapie). Przeciwienstwem PrPrsjest PrP“n
gdzie sen oznacza typowa wrazliwos¢ (ang. sensitivity) na dziatanie proteaz. Izoformami typu PrP*" sa PrPc oraz rdzne rekombinowane formy biatka PrP [84].
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kliniczne daje sie tatwo powigzac¢ z deficytem serpiny [58],
a pozostaje jedynie pytanie o dodatkowy udziat agregatéw
biatkowych w powstawaniu choroby. Fizjologiczna rola
wiekszos$ci biatek uznawanych za kluczowe w patogene-
zie choréb agregacyjnych pozostaje niewyjasniona. Jednak
przynajmniej niektore z nich (np. APP, huntingtyna) wy-
dajg sie znaczace dla funkcjonowania komorki. Wynikajaca
z faktu agregacji utrata aktywnosci biologicznej tych biatek
mogtaby okaza¢ sie niekorzystna. Szczeg6lny przypadek ta-
kiej sytuacji opisano wczesniej dla stwardnienia zanikowe-
go bocznego, gdzie w agregatach zmutowanego biatka znaj-
duje sie takze jego prawidtowg forme [53]. Opisujac chorobe
Huntingtona wspomniano, ze agregaty mogg dziata¢ na za-
sadzie ,,molekularnej putapki". Wydaje sie, ze mogtoby tu
chodzi¢ nie tylko o oddziatywania homotypowe, ale takze
heterotypowe. Specjalny, dodatkowy mechanizm rekruta-
cji dodatkowych biatek reprezentujg potencjalnie agregaty
w chorobach zwigzanych z ciggami (CAG)n Dziatanie en-
zymu transglutaminazy mogtoby tu decydowac o kowalen-
cyjnym dotgczaniu nowych sktadnikéw. ,,Repertuar” biatek
odnajdywanych w komdrkach konkretnego typu i okreslo-
nych tkankach mogtby ttumaczyé specyficzno$é procesu
degeneracyjnego, ograniczajgcego sie czesto do wybranych
tkanek danego organu (np. r6zne czesci mdézgu objete dege-
neracjg w réznych chorobach neurodegeneracyjnych) [43],

Agregaty sa bezposrednimi inhibitorami proteasomu
[90], Skutkuje to nie tylko komorkowym nadmiarem biatka
bedacego gtownym skitadnikiem agregatéw, ale zahamo-
waniem degradacji innych substratéw proteasomu. Rezul-
tatem jest m.in. zablokowanie postepu cyklu komérkowego
[90]. Podjednostki proteasomu od dawna odnajduje sie jako
sktadniki agregatéw [91]. Proteasomy, nie mogac ani roz-
fatldowadé, ani zdegradowa¢ zagregowanego biatka, ,,tkwig"
wiec uwiezione w agregatach. Obiecujace sg takze hipote-
zy koncentrujgce sie na zmianach metabolizmu ubikwity-
ny w zwigzku z powstawaniem agregatéw innych biatek.
Odkrywa si¢ jej udziat w kluczowych procesach komorko-
wych, niezwigzanych bezposrednio z degradacjg. Zaburze-
nie kazdego z nich mogtoby mie¢ udzialt w powstawaniu
objawo6w choroby [92],

Obecno$¢ agregatow mogtaby uruchamiaé proces apop-
tozy np. na drodze zaleznej od receptora RAGE. Innym
przyktadem jest autoaktywacja kaspazy-8 po jej wigczeniu
w obreb agregatéw tworzonych przez ataksyne-3 o ,,pato-
gennym" (ale nie prawidtowym) zakresie powtorzen gluta-
minowych4 [93]. Ponadto agregaty, jesli wystepuja w cyto-
plazmie, mogga stanowi¢ przeszkode przestrzenna dla pew-
nych proceséw komdérkowych. W neuronach skutkuje to za-
burzeniem transportu aksonalnego [94], Dtugi czas potrzeb-
ny do powstania agregatow in vivo dobrze ttumaczy pézny
poczatek wiekszosci chordb agregacyjnych. Nalezy jednak
zauwazy¢ czesty brak silnej, pozytywnej korelacji pomie-
dzy objawami choroby a oznakami patologii komdérkowej
(np. [30]). W jaki spos6b toksyczne moga by¢ prekursory
dojrzatych agregatéw? Hipoteza ,,tworzenia kanatéw bito-
nowych" (ang. channel hypothesis [95]) zaktada, ze czeSciowo
rozwiniete biatka, prezentujgce ,,na zewnatrz" hydrofobo-

4 Wydtuzenie ciggu (CAG)nw genie ATXN3 kodujacym ataksyne-3 jest przyczyna choro-
by Machado-Josepha (MJD, ang. Machado-Joseph Disease).
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we fancuchy boczne aminokwasoéw, oddziatujg z dwuwar-
stwg lipidowg. Rezultatem tych oddziatywan miatoby by¢
powstawanie niespecyficznych kanatow jonowych - proces
funkcjonalnie analogiczny do tworzenia poréw btonowych
przez niektére toksyny bakteryjne. Zdolno$¢ permeabiliza-
cji bton opisano m.in. dla A3, synukleiny a, transtyretyny.
Rozproszenie istniejgcych gradientéw jonéw bytoby szcze-
g6lnie brzemienne w skutki w przypadku btony mitochon-
drialnej i btony neuronéw [89]. Ponadto, nalezy przypusz-
czat, ze w kazdej z opisanych chor6b rozpuszczalna forma
biatka zwigzanego z powstaniem objawéw moze by¢ tok-
syczna w specyficzny dla siebie sposoéb. Jako przyktad moz-
na poda¢, opisany w jednym z rodziatéw, nowo propono-
wany mechanizm patogenezy choroby Alzheimera [31].

STRATEGIE TERAPEUTYCZNE
W CHOROBACH AGREGACYJINYCH

Wiekszos¢ prezentowanych tutaj choréb agregacyj-
nych to choroby nieuleczalne, prowadzgce do drastyczne-
go pogorszenia jakos$ci zycia pacjentéw, a czesto takze do
$mierci. Jedng z podstawowych trudnosci w projektowaniu
skutecznej terapii stanowi niedostateczna znajomos$¢ mole-
kularnej patofizjologii tych choréb. Istotng przeszkode sta-
nowi zwtaszcza nasza niepewnos$¢ co do toksycznych lub
ochronnych witasciwosci poszczegdlnych form agregatéw
biatkowych. Poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ choréb
agregacyjnych to choroby neurodegeneracyjne, skuteczne
ich leczenie opierac¢ sie musi na powstrzymaniu $mierci ko-
morek nerwowych, co teoretycznie osiggng¢ mozna stosujac
zaroéwno leki o dziataniu niespecyficznym (np. przeciwutle-
niacze, inhibitory szlakéw apoptotycznych), jak i leki swo-
iScie oddziatujgce z konkretnym, najczeSciej pierwotnym,
czynnikiem patogennym. Na szczegdlna uwage zastugujg
zwiaszcza te strategie terapeutyczne, ktore koncentrujg sie
na opracowywaniu nowych sposobow kontrolowania prze-
biegu agregacji biatek, gtownie poprzez stosowanie lekow
hamujacych ten przypuszczalnie patogenny proces. Wyda-
je sie, ze najwieksze zainteresowanie badaczy przyciagajg
obecnie te zwigzki, ktére zdolne sg do swoistego rozpo-
znawania konkretnego biatka i hamowania procesu jego
agregacji, lub nawet do inicjowania dysocjacji powstatych
wczesniej agregatow. Wysoka swoistos¢ tych oddziatywan
zapobiega¢ mogtaby ewentualnym dziataniom ubocznym
i zapewniataby jednoczes$nie odpowiednig skutecznos$¢ le-
czenia. Gtéwny problem tego podejscia terapeutycznego
zwigzany jest jednak z faktem, ze tak wysokg swoisto$¢ od-
dziatywania wykazuja gtéwnie polipeptdy, a wiec zwiazki,
ktérych efektywne wprowadzenie do wybranych narzadow
organizmu nie jest sprawg prostg. Sztucznie syntetyzowa-
ne, krotkie, swoiste peptydy, ktérych terapeutyczne moz-
liwosci testuje sie np. w chorobie Huntingtona, chorobie
Alzheimera lub chorobach prionowych [96-98], ulegajg po-
nadto szybkiej proteolitycznej degradacji w ptynie mo6zgo-
wo-rdzeniowym i wykazujg dodatkowo niewielkg zdolnos¢
do przekraczania bariery krew-mézg. Wspomniane powy-
zej niedogodnosci mozna jednak dos$¢ skutecznie omingé
wigzgc kowalencyjnie swoiste peptydy z innymi zwigzkami
(np. poliaminami, lipidami).

Szczeg6lng forme terapii przy uzyciu specyficznych po-
lipeptydéw stanowi hamowanie rozwoju choréb agregacyj-
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nych poprzez immunizacje, zar6wno czynna, jak i bierng.
Wykazano, ze obecno$¢ w organizmie przeciwciat skiero-
wanych przeciwko A3 w znacznym stopniu zapobiega two-
rzeniu sie agregatéw A(3 (lub nawet prowadzi do eliminacji
powstatych wczesniej ptytek starczych) a ponadto zapobie-
ga rozwojowi objawoéw typowych dla choroby Alzheimera
w mysim modelu tej choroby [99-101], Korzystny wptyw
przeciwciat, tym razem skierowanych przeciwko biatku
prionowemu, zaobserwowano takze w mysim modelu en-
cefalopatii ggbczastej [102], Niestety badania kliniczne nad
tego typu terapig w chorobie Alzheimera musiaty zostac
niedawno wstrzymane na skutek wystgpienia u czesci pa-
cjentow groznych dla ich zycia efektéw ubocznych (stanow
zapalnych przypominajacych zapalenie opon mézgowych)
[103,104],

Wséréd zwigzkéw hamujacych proces agregacji biatek sa
takze takie, ktérych swoisto$¢ dziatania jest stosunkowo
niewielka. Wymieni¢ tu mozna np. liczne zwigzki mato-
czasteczkowe, wykazujgce zwiekszone powinowactwo do
agregatow amyloidowych lub biatek bogatych w drugo-
rzedowe struktury p. Ograniczong swoisto$¢ wykazujg tez
biatka opiekuncze (np. biatka szoku termicznego HSP - ang.
heat shock proteins), oddziatujgce z nieprawidtowo zwiniety-
mi polipeptydami i zapobiegajace ich nadmiernej (wrecz
toksycznej) reaktywnosci, obejmujgcej takze sktonnos$¢ do
agregacji. Cho¢ szerokie spektrum oddziatywania wymie-
nionych zwigzkéw moze stanowi¢ potencjalng przyczyne
wywotania niepozgdanych skutkéw ubocznych, to dotych-
czasowe proby zastosowania tego typu terapii (dotychczas
gtownie na modelach zwierzecych) wydaja sie by¢ wielce
obiecujgce. Przyktadem moze by¢ chociazby skuteczne za-
stosowanie dwucukru trehalozy do powstrzymania zmian
patologicznych w mysim modelu choroby Huntingtona, co
stwarza nadzieje na opracowanie efektywnej formy lecze-
nia nie tylko choroby Huntingtona, ale takze wszystkich
pozostatych chordob poliglutaminowych [105], Zaletami
trehalozy, jako czynnika terapeutycznego, sg jej znikoma
toksycznos$¢ (nawet w wysokich stezeniach) oraz mozli-
wos¢ doustnego podawania leku. Inny przyktad skutecznej
terapii, przeprowadzonej rowniez u myszy, moze stanowic
powstrzymanie zmian chorobowych w wyniku zwieksze-
nia poziomu ekspresji biatka opiekuriczego HSP40, znanego
ze swych wiasciwosci neuroprotekcyjnych, pod wptywem
dziatania cystaminy [106]. W tym wypadku trudno jednak
odrézni¢ wptyw dziatania samego biatka opiekuriczego od
réwnoczesnego efektu zahamowania aktywnosci transglu-
taminazy (ktérej zwigzek z chorobg omawiano powyzej),
wywotanego dziataniem tejze samej cystaminy.

PODSUMOWANIE

Obecnie znanych jest kilkadziesiat choréb, w ktérych
patogenezie przynajmniej czesciowy udziat bedzie miata
agregacja biatka. Warto jednak zaznaczy¢, ze agregacja bia-
tek moze by¢ takze elementem niepatogennych proceséw
fizjologicznych. Ostatnio odkryto na przyktad, ze przejscio-
wa agregacja biatka w postaci struktur okreslanych jako
DALIS (ang. dendritic celi aggresome-like induced structures)
jest prawidtowym zjawiskiem towarzyszgcym dojrzewaniu
komérek dendrytycznych uktadu odpornosciowego [107],
Prawdopodobnie okaze sie ona kluczowa dla mozliwosci
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prezentowania antygenu w gtéwnym uktadzie zgodnosci
tkankowej klasy | (MHC 1, ang. major histocompatibility com-
plex class 1) tych komérek. Z jednej strony udaje sie znalez¢
zastosowanie terapeutyczne (nowotwory) dla ,,nieprawi-
dtowych" wariantéw konformacyjnych niektérych biatek
[108], z drugiej strony dalecy jesteSmy od mozliwosci sku-
tecznej terapii chor6b agregacyjnych. Leczenie jest gtownie
objawowe. Wydaje sig, ze jednym z podstawowych proble-
mow bedzie zdefiniowanie toksycznej formy biatka, prze-
ciw ktorej skierowane miatoby by¢ dziatanie farmakologicz-
ne. Ponadto, nie ma podstaw by ostatecznie odrzuca¢ ktory-
kolwiek z mechanizméw patogenezy opisywanych w tym
artykule. Skoro jednak kazdy z nich maégtby partycypowac
w powstawaniu objawow, to jaki jest wzgledny udziat agre-
gatéw i ich prekursoréw? Jesli, jak sugeruje wielu badaczy,
agregaty nie sg toksyczne, to nalezy zapytaé¢ o ich fizjolo-
giczng funkcje. Paradoksalnie, agregaty mogtyby petnié role
neuroprotekcyjng - skupiatyby w nieaktywnej formie swoje
toksyczne prekursory. Pomimo wielu lat badan patogeneza
choréb agregacyjnych budzi wcigz wiele kontrowersji. Po-
znanie mechanizmu pawstawania tych choréb pozwoli nie
tylko zaproponowaé skuteczna terapie, ale takze uzyskaé
wglad w zagadnienia bardziej ogélne np. starzenie si¢ or-
ganizmu.
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ABSTRACT

The so-called conformational diseases constitute a specific subtype of protein folding diseases that is characterized by abnormal aggregation
of improperly folded polypeptides. This review describes a series of examples of such disorders and summarizes the present knowledge on
their molecular pathophysiology and new therapeutic strategies.
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Stowa kluczowe: ptytki krwi, biatka adaptoro-
we, przewodzenie sygnatu

Wykaz skréotéw: CD - antygeny réznicowania
leukocytéw (ang. cluster of differentiation); Crk
- biatko adaptorowe regulujgce kinaze (ang.
CT10 regulator of kinase); Crkl - biatko adapto-
rowe podobne do Crk; Dab -2 - fosfoproteina
wrazliwa na mitogen; domena SH - domena
homologiczna do obecnej w biatku src (ang.
src homology domain); Fak - kinaza ognisk kon-
taktowych (ang. focal adhesion kinase); FcyR
- tancuch y receptora Fc o wysokim powino-
wactwie do IgE; FcyRIIA - receptor o niskim
powinowactwie do 1gG; Gads - biatko adapto-
rowe podobne do Grb2 zalezne od She (ang.
Grb2-related adaptor downstream of She); GEM
- mikrodomena btony plazmatycznej wzbo-
gacona w glikolipidy (ang. glycolipid-enriched
membrane domain); GP - glikoproteina; Grb2
- biatko adptorowe wigzace si¢ z receptorem
czynnika wzrostu (ang. growth factor receptor
bound 2); IP3 - 1,4,5-trisfosforan inozytolu; LAT
- tgcznik aktywacji limfocytow T (ang. linker
for activation of T cells); MAP - kinaza biatko-
wa aktywowana mitogenem (ang. mitogen ac-
tivated protein); PAG - fosfoproteina zwigzana
z GEM; PH - domena homologiczna do dome-
ny plekstrynowej (ang. plextrin homology dotna-
in); P13-K- kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PKC
- kinaza biatkowa C; PLCyz-fosfolipaza Cy2;
PTB - domeny wiazace reszty fosfotyrozyny;
She - bialko zawierajagce domene SH2; SH2
i SH3 - domeny homologiczne do domeny 2
i domeny 3 kinaz rodziny src; SKAP 55 - fos-
foproteina o m. cz. 55 kDa taczaca si¢ z kinazg
Src; SKAP-HOM - biatko adaptorowe homo-
logiczne do SKAP; SLAP - biatko o0 m.cz.130
kDa oddziatujgce z SLP-76 (ang. SLP-associated
protein); SLP-76 - biatko leukocytéw o m.cz. 76
kDa zawierajace domene homologiczna do do-
meny SH2 kinaz rodziny src; src - migsak (ang.
sarcoma); SOS - ang. son ofsevenless (nie ma pol-
skiego odpowiednika); TCR - receptor antyge-
néw limfocytéw T; TXA2 - tromboksan A2

Artykut ten dedykuje mojemu synowi, Piotro-
wi
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STRESZCZENIE

B iatka adaptorowe petnig wazng funkcje w regulacji przekazywania sygnatéw od recep-
toréw btony komoérkowej do nos$nikéw sygnatu w cytoplazmie. Plytki krwi zawierajg
szereg typow receptorow, np. kolagenu, czynnika von Willebranda i fibrynogenu oraz re-
ceptoréw potaczonych z biatkami G, np. trombiny i ADP. Receptory te wiaza ligand, prze-
nosza informacje od ligandu do wnetrza ptytki i umozliwiajg funkcjonalng odpowiedz
ptytki prowadzacg do hemostazy fizjologicznej, ktérej korncowym efektem jest zahamowa-
nie krwawienia w miejscu uszkodzenia naczynia krwiono$nego. W ptytkach krwi opisano
wystepowanie réznorodnych szlakéw przekazywania sygnatow, w ktérych uczestnicza Ki-
nazy tyrozynowe, fosfatazy, biatka G, biatka adaptorowe, fosforany fosfatydyloinozytolu,
cykliczny AMP i GMP. Biatka adaptorowe nie wykazujg aktywnosci enzymatycznej. Za-
wierajg szereg charakterystycznych domen, ktére umozliwiajg ich oddziatywanie z innymi
biatkami i lipidami. Biatka adaptorowe petniag funkcje rusztowania, na ktorym enzymy tacza
sie z substratami tworzac trojwymiarowe kompleksy umozliwiajace przenoszenie sygnatu.
Funkcja biatek adaptorowych jest dobrze poznana w komérkach uktadu immunologiczne-
go; mniej wiadomo na temat ich funkcji podczas aktywacji ptytek krwi. W ostatnim dziesie-
cioleciu zidentyfikowano w ptytkach krwi wiele biatek adaptorowych i wykazano ich udziat
w tworzeniu ognisk przenoszacych sygnat. Indukowane kolaganem przenoszenie sygnatu,
z udziatem glikoproteiny VI jest bardzo podobne do procesu zachodzacego w limfocytach
T i B. Celem niniejszego artykutu jest zapoznanie czytelnika z budowa i funkcjg niektérych
biatek adaptorowych bioracych udziat w aktywacji ptytek krwi.

WPROWADZENIE

W organizmach wielokomérkowych odpowiedz komérki na zewnetrznie
dziatajacy ligand zalezy od ztozonej z wielu czynnikéw kaskady przekazywania
sygnatu. W skiad tych czynnikéw nalezy zaliczy¢ m.in. receptory integralne bto-
ny, kontaktujace sie¢ z ligandem oraz szereg wewnatrzkomoérkowych przekazni-
kéw sygnatu. W tworzeniu tych komplekséw duzg role przypisuje sie biatkom
adapterowym. Wiele bialek adaptorowych wykryto w ostatnim dziesiecioleciu
w ptytkach krwi i udowodniono ich udziat w tworzeniu komplekséw przeno-
szgcych sygnat od receptoréw fibrynogenu, glikoproteiny a Ji3v kolagenu, gliko-
proteiny VI (GPVI), czy czynnika von Willebranda (VWF), kompleksu glikopro-
tein GPIb/V/IX. Szlak przenoszenia sygnatu z udziatem biatek adaptorowych
od GPVI, receptora kolagenu aktywujgcego ptytki krwi, jest najlepiej poznany
w poréwnaniu ze szlakami przenoszenia sygnatu od innych receptorow ptytek.
Szlak ten jest bardzo podobny do szlakéw przekazujacych sygnat od receptoréw
antygenow limfocytow T (TCR) i biora w nim udziat podobne biatka adaptoro-
we [1],

DOMENY BIALEK ADAPTOROWYCH

Biatka adaptorowe nie wykazujg aktywnosci enzymatycznej, ale zawieraja
charakterystyczne domeny umozliwiajgce ich wigzanie sie z innymi biatkami i li-
pidami, co umozliwia im tworzenie kompleks6w przenoszacych sygnat. Biatka
adaptorowe wigzac sie z wewnagtrzkomorkowymi nosnikami informacji, w tym
m.in. z kinazmi tyrozynowymi, porzadkuja kolejno$¢ oddziatywan pomiedzy
nimi i przyspieszajg przenoszenie informacji, co w korncowym efekcie doprowa-
dza do prawidtowej aktywacji komarki. Udziat biatek adaptorowych w prze-
noszeniu sygnatu od receptora kolagenu, glikoproteiny VI, przedstawiono na
rysunku 1. NajczesSciej wystepujace domeny w biatkach adaptorowych to dome-
ny SH2 (homologiczne do domeny 2 kinaz rodziny src), domeny wigzace reszty
fosfotyrozynowe (PTB) partneréw biatkowych oraz domeny SFi3 (homologiczne
do domeny 3 kinaz rodziny src) wigzace sie z sekwencjami bogatymi w proline.
Mniej licznie wystepujg domeny plekstrynowe, pierscieniowe i koliste, o kt6-
rych specyficznosci dziatania niewiele wiadomo. Domeny SH2 zidentyfikowa-
no poczatkowo w kinazach tyrozynowych rodziny src (nie wchodzace w sktad
receptoréw), a nastepnie w innych biatkach biorgcych udziat w przekazywaniu
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Rysunek 1. Udziat biatek adaptorowych w przekazywaniu sygnatu od receptora
kolagenu, glikoproteiny VI. Strzatki ciggte pokazuja procesy fosforylacji, a strzat-
ki przerywane potaczenie kompleksu LAT/Gads/SLP-76/Grb2/Sos z cytosz-
kieletem ptytki, szlakiem kinazy MAP, aktywacjg fosfolipazy PLCy2 i powsta-
waniem drugorzedowych przenos$nikéw informacji takich jak 1,4,5- trisfosforan
inozytolu (IP3), diacylogicerol (DAG), jony wapnia oraz aktywacje biatkowej
kinazy C(PKC) [8],

informacji [2], Domeny SH2 zbudowane sg z okoto 100 reszt
aminokwasowych, ktore tworzg centralnie potozone anty-
rownolegte struktury (3otoczone przez struktury a-helikal-
ne. Domeny SH2 przybieraja ksztatt kieszeni, do ktérej do-
pasowujg sie odpowiednie sekwencje ligandu. Sekwencje te,
nazywane motywami sygnalizujgcymi, sg utworzone przez
reszte tyrozyny i trzy do pieciu (rzadziej siedem) otaczajg-
cych jg reszt aminokwasowych. O specyficznosci wigzania
domeny SH2 decydujg reszty aminokwasowe wystepujace
od C-kohca tej domeny. Z pewnymi wyjatkami, do zwig-
zania domeny SH2 z motywem sygnalizujgcym niezbedna
jest fosforylacja reszty tyrozyny. Domeny PTB wigzg row-
niez ufosforylowane motywy ligandu, ale w odréznieniu
od domen SH2, o specyficznosci wigzania decydujg reszty
aminokwasowe N-konca motywu sygnalizujacego ligandu
[3-4]. Domeny SH3 wigzg krotkie sekwencje ligandu boga-
te w reszty proliny. Istniejg dwie klasy ligandéw bogatych
w reszty proliny, klasa | (RXXPXXP) i klasa Il (PXXPXR)
[5-71.

KLASYFIKACJA BIALEK ADAPTOROWYCH

Ze wzgledu na wystepowanie biatka adaptorowe dzieli
sie na biatka cytoplazmatyczne oraz biatka integralne bto-
ny komorkowej. Wiekszos¢ zidentyfikowanych biatek ada-
ptorowych wystepuje w cytoplazmie. Cechujg sie one duzg
r6znorodnoscig budowy. Jak dotychczas zidentyfikowano
pie¢ biatek integralnych adaptorowych w limfocytach T,
a obecnos$¢ czterech z nich tj. tgcznika aktywacji limfocytéw
T (LAT), fosfoproteiny zwigzanej z GEMs (PAG), taricucha
y receptora Fc o wysokim powinowactwie do IgE (fancuch
FcyR) oraz receptora o niskim powinowactwie do IgG
(FcyRI11A) stwierdzono w ptytkach krwi. Biatka integralne
adaptorowe charakteryzujg sie wystepowaniem krotkiego
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odcinka zewnatrzkomoérkowego zbudowanego z czterech
do osiemnastu reszt aminokwasowych i dtugiego odcinka
wewnatrzkomoérkowego zawierajgcego motywy sekwen-
cyjne z resztami tyrozyny. Reszty tyrozyny, po ufosfory-
lowaniu przez kinazy rodziny src lub kinaze Syk, stajg sie
miejscem wigzania domen SH2 cytoplazmatycznych biatek
adaptorowych oraz kinaz tyrozynowych, przytwierdzajac
je do btony [8]. Rysunek 2 przedstawia schematycznie bu-
dowe niektérych biatek adaptorowych ptytek krwi.

BIALKA ADAPTOROWE CYTOPLAZMATYCZNE
BIALKO SLP -76

Biatko SLP-76 zawierajgce domene homologiczng do do-
meny SH2 kinaz rodziny src ma mase czasteczkowa 76 kDa
i wystepuje w cytoplazmie komérek hematopoetycznych
(monocyty, granulocyty, megakariocyty, ptytki krwi i lim-
focyty T). SLP-76 nie wystepuje w limfocytach B [8-9], N-
-koncowa cze$é SLP-76 zawiera 3 reszty tyrozyny, ulokowa-
ne w sekwencjach wigzgcych czynnik wymieniajgcy nukle-
otydy guaninowe, kodowany przez onkogen wirusa artre-
tyzmu (Vav). Fosforylacja dwéch z trzech N-terminalnych
reszt tyrozyny SLP-76 przez kinaze ZAP-70 w limfocytach
(ZAP-70 to odpowiednik kinazy Syk ptytek), po zwigzaniu
antygenu z jego receptorem, prowadzi do wigzania sie SLP-
-76 z czynnikiem Vav. C-kornicowa cze$¢ SLP-76 zawiera
domene SH2, ktéra wigze sie z wieloma fosforylowanymi
biatkami w tym z biatkiem SLAP o m. cz.130 kDa wigzgcym
sie z SLP-76, a region centralny czgsteczki SLP-76, ktory jest
bogaty w reszty proliny, wigze sie konstytutywnie z dome-
ng SH3 biatka adaptorowego Grb2 potgczonego z recepto-
rem czynnika wzrostu [10-13]. Zwiekszona zawarto$¢ SLP-
-76 w limfocytach wzmaga stopien ich aktywacji. Niedobor
SLP-76 prowadzi do zahamowania przekazywania sygnatu
przez receptory TCR. Myszy z niedoborem SLP-76 (SLP-76-)
charakteryzujg sie blokada dojrzewania limfocytow wyste-
pujaca we wczesnym okresie tymocytéw. Ponadto myszy
te, podobnie do myszy Syk-, cechuja sie duzg Smiertelnoscia
spowodowang krwawieniem w narzadach wewnetrznych,
wskazujgcym na defekty funkcjonalne ptytek krwi [12, 14],
Dojrzewanie ptytek krwi SLP-76-, w odrdznieniu od limfo-
cytéw SLP-76-, przebiega w sposob prawidtowy [14]. Plytki
krwi SLP-76- wykazuja kompletny brak fosforylacji fosfoli-
pazy Cy2 (PLCy2), co powoduje bardzo obnizong agregacje
i reakcje uwalniania w odpowiedzi na kolagen, podczas gdy
odpowiedZ funkcjonalna wywotana trombing jest niezmie-
niona. Wyniki te wskazujg na to, ze SLP-76 jest niezbedne
dla prawidtowego przesytania sygnatu przez receptor ko-
lagenu, kompleks glikoproteiny VI z taficuchem y receptora
Fc o wysokim powinowactwie do IgE (GPVI/FcyR) ptytek
krwi oraz przez receptory TCR [15-18], Badania ostatnich lat
wykazaty, ze ufosforylowane reszty tyrozyny SLP-76 sa nie-
zbedne dla aktywacji ptytek krwi i dojrzewania limfocytow
T. Rejon SLP-76 wigzacy biatko adaptorowe Gads podobne
do Grb2 zalezne od Shc odgrywa wazng role w uwalnianiu
zawartosci z ziarnistosci ptytkowych w rozwoju limfocy-
tow T, natomiast nie jest niezbedny dla rozptaszczania sie
ptytek krwi na witdknach fibrynogenu [19], Inng wazna
funkcjg SLP-76 w ptytkach krwi jest regulowanie reorgani-
zacji struktury cytoszkieletu niezbednej dla zmiany ksztattu
ptytek z dyskoidalnego na kulisty, w tym m.in. dla wytwo-
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Rysunek 2. Schemat budowy wybranych biatek adaptorowych ptytek krwi [8].

rzenia lamelli i filopodidéw, zwiekszajagcych powierzchnie
przyczepng ptytek, umozliwiajgcg im rozptaszczanie sie na
witdéknach kolagenowych. Filopodia ptytkowe to grube wy-
dtuzenia zbudowane z ciasno upakowanych, dtugich wto-
kien aktyny. Lamelle, zbudowane z krétkich widkien akty-
ny, sg ciensze od filopodiéw i wypetniajg miejsca miedzy
nimi tworzgc sie¢ ortogonalna. Ptytki krwi SLP-76- podczas
adhezji zachowujg ksztatt kulisty, nie sg zdolne do roz-
ptaszczania sie i wytwarzajg nieliczne filopodia. Tworzenie
widkien F-aktyny w tych ptytkach jest obnizone. Cytosz-
kielet ptytek krwi zawierajgcych SLP-76 oraz z deficytem
tego biatka przedstawiono na rysunku 3. Ptytki SLP-76- nie
wykazywaly wzrostu stezenia wewnatrzkomoérkowego
waphnia. Wortmanina, inhibitor kinazy 3-fosfatydyloinozy-
tolu (PI3-K), op6zniata wzrost stezenia jonéw wapniowych
w ptytkach SLP-76- i hamowata tworzenie lamelli, ale nie
wzrostu filopodiow. Wortmanina obnizata réwniez o 80%
przejsciowg ekspozycje tzw. ostro zakoriczonych (ang. bar-
bed-ends) witokien aktyny, ktére sa miejscami nukleacji mo-
nomerow aktyny. Ptytki krwi z deficytem zelsoliny rowniez
nie wykazywaty wzrostu lamelli, podczas gdy wydtuzanie
filopodiow przebiegato normalnie. Wyniki tych badan su-
gerujg nastepujacy mechanizm reorganizacji struktury cy-
toszkieletu ptytkowego zachodzacy z udziatem biatka SLP-
-76, ktorego fosforylacja zalezy od kompleksu GPVI/FcyR
(Rys. 4). Fosforylacja SLP-76 przez kinaze Syk doprowadza
do aktywacji PLCy2. Aktywna PLCy2 wywotuje mobiliza-
cje jonéw wapniowych, ktoére z kolei aktywuja zelzoline.
Zelzolina dzieli filamenty aktyny i przykrywa ostre ich
zakonczenia, co powoduje podwojenie ilosci widkien akty-
ny i w konsekwencji wydtuzanie lamelli. Aktywacja P13-K
przez kompleks GPVI/FcyR wywotuje z kolei odkrywanie
ostro zakonhczonych koncéwek aktyny. Biorg w tym naj-
prawdopodobniej udziat wytworzone fosforany inozytolu
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oraz biatko G Rac [20]. Zakrywanie i odkrywanie koncéwek
widkien aktyny to przejsciowe procesy niezbedne dla ich
wydtuzania. Zjawiska zwigzane ze zmiana ksztattu ptytek
SLP-76-, w tym tworzenie lamelli, rozptaszczanie ptytek
oraz wzrost stezenia jonéw wapniowych, byty niezmienione
w ptytkach stymulowanych trombing, wskazujac, ze SLP-76
jest niezbedne dla prawidtowego przesytania sygnatu po
aktywacji kompleksu GPVI/FcyR. Aktywacja receptorow
TCR wywotuje réwniez zalezng od SLP-76 reorganizacje cy-
toszkieletu limfocytéw [21]. SLP-76 nalezy do nielicznych
biatek adaptorowych o poznanym cze$ciowo mechanizmie
regulacji ekspresji genu kodujgcego to biatko. Zlokalizowa-
no szereg miejsc specyficznych dla DNazy-I w locus SLP-76.
Najwazniejsze z nich wystgepuje w rejonie promotorowym.
Ekspresja genu SLP-76 jest kontrolowana przez czynniki
transkrypcyjne Ets, NFAT ic-Rel [9], W odré6znieniu od lim-
focytéw i ptytek krwi biatko SLP-76 oraz jego izoforma SLP-
-65 nie sg potrzebne do zaleznego of FcyR przekazywania
sygnatu w makrofagach i do normalnego funkcjonowania
makrofagéw [22],

BIALKA GRB2 | GADS

Grb2 jest pierwszym zidentyfikowanym w 2002 roku
biatkiem adaptorowym. Biatko to zawiera dwie domeny
SH3 zlokalizowane na C- i N-koncu czasteczki oraz jedng
domene SH2 potozong w centrum czgsteczki. Poczgtkowo
stwierdzono, ze domena SH3 Grb2 tgczy sie z domeng bo-
gata w reszty proliny biatka SOS, co umozliwia z kolei akty-
wacje przez unieruchomione biatko SOS szlaku informacyj-
nego biatko G Ras-kinaza Raf-kinaza MAP [23-24]. POznigj
odkryto, ze biatko Grb2 taczy sie z wieloma innymi biatka-
mi, w tym z tacznikiem aktywacji limfocytéow T, biatkiem
leukocytow zawierajgcym domene homologiczng do dome-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Nazwa Struktura Wielkos$¢ Partnerzy

LAT 36-3 Grb2, Gads, SLP-76,
PLC 1/2, PI3K

PAG/Cbp 75-5 Csk, Fyn

SLP-76 r— m— 07 76 Gads, SLAP, Vav

Grb2 tti& utili3 2 SOS, LAT, SLP-76, Shc,
SHP-2, WASP

Gads 4 LAT, SLP-76, Shc

She 46-66 Grb2

SKAPHOM 55 SLAP, Fyn

Crkl 3« 3 Cbl, Cas

Cas 13 Crkl, FAK

m - domena SH3 oln -reszta tyrozyny o - spirala

[ -domena SH2 [PH| - domena PH [l -odcinek zanurzony

w blonie
m - region bogaty w reszty proliny

- domena wiazaca reszty fosfotyrozyny

Rysunek 3. Wptyw SLP-76 na zmiany reorganizacji cytoszkieletu ptytek krwi pod-
czas ich aktywacji na powierzchni pokrytej wtéknami kolagenowymi. Ptytki krwi
przylegte do wiékien kolagenowych permebilizowano, zamrazano i cytoszkielet
po wybarwieniu metalem fotografowano z uzyciem mikroskopu elektronowego.
A. Cytoszkielet ptytek krwi zawierajagcych SLP-76 ma centralnie zgrupowane
wiékna aktyny od ktérych na boki rozposcieraja si¢ dtugie filopodia pomiedzy
ktérymi wystepuje ortogonalna sie¢ lameli. Ptytki krwi majg zmieniony ksztatt
i sa rozpostarte na kolagenie. B. Cytoszkielet ptytek krwi z deficytem SLP-76 nie
zawiera centralnie zgrupowanych witékien aktyny, filopodiéw, a ksztatt ptytek
jest niezmieniony [20], Rysunek wykorzystano za zgoda pierwszego autora i wy-
dawcy czasopisma.

ny SH2 kinaz rodziny src, czynnikiem wymieniajacym nu-
kleotydy guaninowe Vav, biatkiem zespotu Wiscott-Aldrich
(WASP) i fosfoproteing czuta na mitogen zwang Disabled-2,
bedacag homologiem biatka wystepujacego u muszki owo-
cowej (Dab) [8, 25]. W ptytkach aktywowanych trombing
domena SH2 Grb2 tgczy sie z tancuchem (Rintegryny a Jip,

’
£

gllojojejol[z|

biatkiem Shc zawierajgcym domene SH2, kinazg Src i fosfa-
tazg fosfotyrozynowg SHP-1 zawierajagcg domene SH2. Po-
faczenia te nie wystepujg w ptytkach spoczynkowych oraz
aktywowanych przez receptor o niskim powinowactwie
dla 19G (FcyRIIA). Wigzanie sie domeny SH2 Grb2 z wyzej
wymienionymi biatkami nie ulega zerwaniu podczas hamo-
wania wigzania sie fibrynogenu z ptytkami i agregacji pty-
tek przez peptyd RGDS sugerujgc, ze wigzanie to ma miej-
sce podczas indukowanego trombing przesytania sygnatu
mechanizmem ,,inside-out". Domena SH3 Grb2 wigze sie
z biatkiem adaptorowym SOS i biatkiem adaptorowym c-
-Cbl chtoniaka Casitas zar6wno w ptytkach spoczynkowych
jak i aktywowanych. Hamowanie tych potgczeh powoduje
obnizenie agregacji ptytek, uwalniania serotoniny z ziarni-
stosci ptytek i tworzenia tromboksanu A2 (TxA2) w plyt-
kach stymulowanych trombing. Natomiast agregacja ptytek
indukowana bezposrednig aktywacjg integryny alhP3 ulega
zwigkszeniu po przerwaniu potgczenia sie domeny SH3
Grb2 z jej partnerami. Sugeruje to udziat domeny SH3 Grb2
w hamowaniu aktywacji ptytek trombing i zwiekszaniu
aktywacji zaleznej od integryny allbp, [26]. Biatko adapte-
rowe c-Cbl, tgczgce sie z Grb2 i odgrywajgce wazng funkcje
w degradacji receptoréw bton komoérkowych, najprawdo-
podobniej obniza aktywacje ptytek kolagenem z udziatem
kompleksu GPVI/FcyR i zapobiega niepozadanej aktywacji
ptytek in vivo [27].

Disabled-2 (Dab-2) wptywa na obnizenie wzrostu i r6z-
nicowania wielu komoérek poniewaz hamuje kompetycyjnie
wigzanie sie Grb2 z SOS [25, 28]. Fosforylacja reszty sery-
ny w pozycji 24 Dab-2 ptytek krwi jest odpowiedzialna za
taczenie sie Dab-2 z integryng a)JdP3i hamowanie przesyta-
nia sygnatu przez te integryne mechanizmem ,,inside-out".
Fosforylacja reszty serynowej 24 Dab-2 hamuje takze roz-
nicowanie sie megakariocytéw [29]. N-terminalna domena
SH3 biatka Grb2 taczy sie réwniez z domeng bogatg w resz-
ty proliny kinazy Fak i kinazy tyrozynowej Pyk-2 bogatej
w reszty proliny, wystepujace w ogniskach kontaktowych
ptytek krwi stymulowanych trombing, co umozliwia akty-

Rysunek 4. Schemat udziatu biatka SLP-76 w reorganizacji cytoszkieletu ptytek krwi podczas ich aktywacji [20], Rysunek wykorzystano za zgodg pierwszego autora

iwydawcy czasopisma.
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wacje tych kinaz. Aktywacja kinaz Fak i Pyk-2 jest niezbed-
na dla powstania nieodwracalnych agregatéw ptytkowych
[30]. Grb2 bierze réwniez udzial w przewodzeniu infor-
macji od biatek Ras do kinazy Erk regulowanej sygnatami
zewnatrzkomoérkowymi w ptytkach stymulowanych trom-
bing, konwulksyna i trombopoetynga. Szlaki przekazywania
sygnatu od Ras do Erk z udziatem biatek adaptorowych sg
ré6zne i mato poznane [31].

Biatko Gads wystepuje w wielu rodzajach komoérek,
w odréznieniu od biatka Grb2, ktére znajduje sie wytacznie
w komérkach hematopoetycznych. Gads jest zbudowane
podobnie do biatka Grb2 i zawiera dwie domeny SH3 ijed-
ng domene SH2. Biatka adaptorowe Grb2 i Gads to biatka
cytoplazmatyczne zawierajgce konstytutywnie ufosforylo-
wane reszty tyrozyny. Fosforylacja tych biatek nie zwigksza
sie w ptytkach po aktywacji kompleksu GPVI/FcyR. Grb2
i Gads wigzg sie z z LAT i tancuchem y FcR w ptytkach
krwi. Wigzanie sie Grb2 i Gads z LAT jest bezposrednie
dzieki pieciu ufosforylowanym resztom tyrozyny biatka
LAT, ktdére znajdujg sie w sekwencjach wigzacych domeny
SH2 tych biatek. Poniewaz tancuch y FcR nie zawiera se-
kwencji wigzgcych domeny SH2 biatek Grb2 i Gads oraz nie
ma regionu bogatego w reszty proliny, ktory mogtby wigzac
domeny SH3 tych bialek, wydaje sig, ze biatka te nie moga
wigzac sie bezposrednio z tancuchem y FcR. Domena SH3
biatka Gads taczy si¢ z regionem bogatym w reszty proliny
SLP-76, a domena SH2 z LAT, zatem biatko Gads jest tgcz-
nikiem pomiedzy LAT i SLP-76. Biatko Grb2 nie wigze sie
bezposrednio z SLP-76, a biatko Gads nie wigze sie bezpo-
Srednio z biatkiem SOS [8, 32-33],

Synteza biatka Gads w r6znych komérkach zalezy od
dwach transkryptéw, nazwanych 1-A i 1-B, r6znigcych sie
rejonem 5'UTR. Pytki krwi i komorki linii megakariocy-
tycznych K-562 i HEL posiadajg mRNA 1-B, a monocyty
i limfocyty T mRNA 1-A. Czynniki transkrypcyjne typowe
dla megakariocytycznych promotoréw, takie jak GATA-I
i E-26, sg potrzebne do aktywnosci promotora 1-B. Komoérki
spoczynkowe zawierajgce mRNA 1-B nie syntetyzujg biatka
Gads. Natomiast komérki spoczynkowe zawierajgce mRNA
1-A syntetyzujg biatko Gads. Tak wiec, biatko Gads jest nie-
wykrywalne w spoczynkowych ptytkach krwi. Aktywacja
ptytek trombing powoduje szybkie wytwarzanie Gads su-
gerujac, ze aktywacja powoduje odblokowanie hamowania
translacji IB mRNA [34-36],

BIALKA ADAPTOROWE SHC, SKAP-
HOM, CRKL, SLAP I CAS

Shc jest biatkiem adaptorowym wystepujacym w réznych
typach komérek. Zawiera ono domene SH2, PTB oraz cen-
tralnie potozong domene bogatg w reszty proliny. Opisano
trzy izoformy biatka Shc masach czasteczkowych 46, 52 i 66
kDa. W ptytkach krwi wystepuje tylko izoforma 52Shc [37],
Biatko Shc bierze udziat w przekazywaniu sygnatu od re-
ceptora trombopoetyny, receptora VWF oraz od receptora
fibrynogenu. Stymulacja tych receptoréw powoduje wzrost
fosforylacji Shc [32], Domeny PTB biatek Shc wigzg sie
bezposrednio z ufosforylowanymi motywami sekwencyj-
nymi NXXY C-koncowego odcinka fancucha P3integryny
a,]JoP3 podczas przekazywania sygnatu na drodze "outside-
-in" przez integryne. Polgczenie Shc z a [dBjest wazne dla
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powstania nieodwracalnych agregatéw ptytek krwi. Naj-
prawdopodobniej ufosforylowane Shc potgczone z a[jP,
aktywuje szlak informacyjny biatko Ras-kinaza MAP-kina-
za Erkl/2-fosfolipaza A2, zwiekszajgc ilos¢ uwalnianego
kwasu arachidonowego z fosfolipidéw btony plazmatycz-
nej ptytek krwi podczas ich aktywacji [37], Wigzanie sie Shc
z integryna a,lp3jest tez niezbedne dla zaleznej od jonoéw
wapniowych agregacji ptytek krwi [38], Shc taczy tez kom-
pleks Grb2-SOS ze szlakiem kinazy MAP dzigki wigzaniu
sie Shc z kinazag Fak podczas stymulacji integryny allb3®.
Funkcja biatka Shc podczas oddziatywania kolagenu z jego
receptorem, kompleksem GPVI/FcyR, nie jest poznana.

Biatko SLAP zawiera segment bogaty w reszty proliny
zlokalizowany na N-koncu czasteczki, domene SH3 przy C-
-koncu czasteczki oraz kilka reszt tyrozyny w regionie cen-
tralnym. W ptytkach spoczynkowych biatko SLAP jest kon-
stytutywnie fosforylowane i reaguje z domeng SH2 SLP-76
oraz z biatkiem adaptorowym SKAP-HOM homologicznym
do SKAP [17]. W ptytkach krwi po stymulacji kompleksu
GPVI/FcyR kolagenem nastepuje wzrost stopnia fosforyla-
cji SLAP, ktory jest zalezny od SLP-76. Fosforylacja SLAP
w ptytkach spoczynkowych nie zalezy od SLP-76. Funk-
cja SLAP jest stabo poznana. Sugeruje sig, ze biatko bierze
udziat w reorganizacji cytoszkieletu, poniewaz jest zloka-
lizowane wytgcznie w lamellach rozptaszczonych ptytek
krwi [33]. Biatko SKAP-HOM zawiera centralnie
potozong domene plekstrynowa, domene SH3 od C-kohca,
kilka reszt tyrozyny bedacych potencjalnymi miejscami fos-
forylacji oraz domene zwinietej spirali od N-korca czastecz-
ki. SKAP-HOM jest konstytutywnie ufosforylowane w ptyt-
kach spoczynkowych ijego fosforylacja nie zwieksza sie po
stymulacji ptytek kolagenem [8]. SKAP-HOM wraz z SLAP
naleza do kompleksu przez inne biatka, miedzy innymi ki-
naze Fyn i biatko PAG. Przypuszcza sig, ze kompleks ten
odpowiada za hamowanie aktywacji ptytek krwi.

Biatko adaptorowe Crkt podobne do biatka Crk, o m. cz.
39 kDa, zawiera jedng domene SH2, dwie domeny SH3 ijed-
na reszte tyrozyny wystepujacg pomiedzy domenami SH3.
Biatko Crkl bierze udziat w przekazywaniu sygnatu od re-
ceptorow trombopoetyny, kolagenu, fibrynogenu i trombi-
ny. Fosforylacja tego biatka zwieksza sie po aktywacji tych
receptoréw [39-42], Domena SH2 Crkl wiaze sie z paksylina
i biatkiem Cas wystepujacymi w ogniskach kontaktowych
razem z a-aktyning i inymi biatkami adaptorowymi, w tym
zyksyna, biatkiem VASP i biatkiem WASP [43], N-koricowa
domena SH3 Crkl wiaze sie z biatkiem C3G (czynnikiem wy-
mieniajagcym nukleotydy guaninowe), Kierujac je do miejsc
adhezyjnych. C3G aktywuje matag GTPaze Rap 1 i regulu-
je adhezje i rozptaszczanie komorek. Biatka ARF (czynniki
rybozylujgce ADPs) nalezgce do zaleznych od Ras matych
GTPaz reguluja réwniez translokacje biatek i reorganizacje
cytoszkieletu podczas adhezji i agregacji ptytek krwi. Ak-
tywnos$¢é ARF jest zwiekszana przez biatka GEF, a hamowa-
na przez biatka GAP aktywujgce GTPazy. Plytki krwi za-
wierajg biatko GAP specyficzne dla Arf (ASAP 1). Domena
SH3 Crkl wiagze sie z ASAP1 podczas agregacji ptytek krwi
i kompleks ASAPI-Crkl ulega przemieszczeniu z cytopla-
zmy do cytoszkieletu, sugerujac udziat tego kompleksu
w reorganizacji cytoszkieletu w agregujgcych ptytkach.
Kompleks Crkl-ASAPI lokalizuje sie w ogniskach kontak-
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towych razem z kompleksami kinazy Fak z ASAP1 i Crkl
z C3G podczas adhezji ptytek krwi, biorac udziat w reorga-
nizacji cytoszkieletu. Crkl jest najwazniejszym #gcznikiem
pomiedzy ASAP1 a ogniskami kontaktowymi [40], Udziat
Crkl w reorganizacji cytoszkieletu podczas aktywacji pty-
tek krwi wigze sie rowniez z tym, ze domena SH3 Crkl {3-
czy sie z biatkiem WASP, a domeny SH3 i SH2 Crkl taczg
sie z kinaza Syk, odgrywajaca centralng funkcje podczas
przenoszenia sygnatu przez kompleks GPVI/FcyR. Dzigki
tym potgczeniom kinaza Syk i biatko WASP sg przenoszone
do cytoszkieletu ptytek [41]. Na uwage zastuguje fakt, ze
biatko Crkl jest konstytutywnie ufosforylowane w ptytkach
chorych na przewlekte biataczki szpikowe, u ktérych nie
obserwowano réwniez wzrostu fosforylacji Crkl po stymu-
lacji receptora kolagenu, kompleksu GPVI/FcyR. Natomiast
wigzanie sie Crkl z Cbl jest silniejsze w ptytkach oséb z wy-
zej wymienionymi chorobami. Konsekwencje funkcjonalne
tych zjawisk nie sg poznane [42],

Cas to biatko adaptorowe o m. cz. 130 kDa zawierajgce
od N-konca domene SH3, po ktorej wystepuje 15 motywow
zawierajacych reszty tyrozyny, domena prolinowa, a od C-
-konca wystepujg dodatkowo dwa motywy wzbogacone
w reszty tyrozyny. Biatko Cas ulega fosforylacji podczas
aktywacji ptytek krwi w obecnosci kolagenu, jonoforu wap-
niowego i aktywatorow kinazy biatkowej C (PKC) [44-45].
Przypuszcza sie, ze biatko Cas bierze udziat przekazywaniu
sygnatu w trakcie aktywacji komérek i ich migracji, w ktoé-
rym uczestniczg integryny. W odroznieniu od wielu typow
komérek, w ktorych aktywacja przy udziale integryn powo-
duje dtugotrwaty fosforylacje Cas, fosforylacja Cas w ptyt-
kach krwi jest krotkotrwata. Biatko Cas jest fosforylowane
w ptytkach podczas poczatkowego oddziatywania kolage-
nu i trombiny z ich receptorami i ulega defosforylacji po ak-
tywacji integryny allo(J3i agregacji ptytek krwi. Funkcja Crkl
i Cas jest bardzo stabo poznana.

BIALKO 14-3-3 ZETA

14-3-3" jest biatkiem adapterowym ptytek krwi o m.cz.
29 kDa. Nalezy do rodziny biatek 14-3-3 0 m. cz. 27-30 kDa
[46]. Opisano wystepowanie dziesieciu izoform tego biatka
u ssakéw. Biatka 14-3-3 nie zawierajg domen charaktery-
stycznych dla biatek adapterowych, np. domen SH2, SH3,
PTB i PH. Zbudowane sg z N-koricowej domeny dimeryza-
cyjnej, C-koncowej domeny hamujgcej aktywnos$¢ PKC oraz
domeny homologicznej do wystepujacej w aneksynach,
znajdujacej sie posrodku czasteczki. Biatka 14-3-3 biorg
udziat w regulowaniu przekazywania sygnatu w wielu ty-
pach komoérek dzieki oddziatywaniom z kinazami tyrozy-
nowymi, PKC, PI3-K, biatkami Ras i Raf [47], W ptytkach
krwi 14-3-3¢j oddziatuje rowniez ze skierowanymi do cy-
toplazmy rejonami tancuchéw tba i Ibp kompleksu gliko-
protein 1b/IX/V ibierze udziat w przekazywaniu sygnatu
od tego kompleksu prowadzacego do aktywacji integryny
aJllP3adhezji ptytek do vVWF i agregacji ptytek. GP Ib/IX/
V jest receptorem vWF, trombiny, P-selektyny, kininogenu
i czynnika XlI. Potaczenie sie trombiny lub VWF z GP Ib/
IX/V uruchamia kaskade przenoszenia sygnatu, podobng
do uruchamianej przez potgczenie sie kolagenu z GPVI/
FcyR [1, 47-49], Dwa miejsca o sekwencjach GHSL i LVA-
GRRPSALS C-konncowego odcinka tancucha tba wiagzg sie
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z 14-3-3”. Fosforylacja przez nieznang dotychczas kinaze
reszt seryny tych dwoch miejsc wigzacych jest niezbedna
dla taczenia sie tych biatek [48, 50], 14-3-3”™ tgczy sie z jed-
nym miejscem o sekwencji RLSLTDP C-koncowego odcin-
ka Ibp [48]. Fosforylacja przez kinaze A reszty seryny tego
odcinka jest niezbedna do wigzania siel4-3-3” z |bp [47-48],
W przenoszeniu sygnatu od GP Ib/IX/V biorg réwniez
udziat biatka adaptorowe FcyRIIA i FcyR [48, 51-52]. Na
uwage zastuguje fakt, ze biatko 14-3-3™ wigze sie rowniez
z tancuchem Plintegryn w spos6b niezalezny od fosfory-
lacji reszt seryny i bierze udziat w przewodzeniu sygnatu
od integryn posiadajacych tancuch Pj [53], W ptytkach krwi
wystepuje integryna a2Pj ktéra jest receptorem kolagenu,
lamininy ifibronektyny, ale udziat biatka 14-3-3~ w przewo-
dzeniu sygnatu od a2P, jest nieznany.

BIALKA ADAPTOROWE - INTEGRALNE
BIALKA BLONY PLAZMATYCZNEJ

BIALKO LAT

Biatko LAT o m. cz. 36-38 kDa jest biatkiem integralnym
btony plazmatycznej ptytek krwi, limfocytow T, komorek
NK i komérek tucznych. LAT jest zbudowane z jednego
fancucha polipeptydowego, ktérego N-koricowy odcinek
zbudowany z czterech reszt aminokwasowych zlokalizo-
wany jest na zewnatrznej stronie btony komdérkowej. Rejon
przechodzacy przez btone zbudowany jest z 21 reszt ami-
nokwasowych, a odcinek cytoplazmatyczny jest zbudo-
wany z 228 reszt aminokwasowych. Odcinek cytoplazma-
tyczny zawiera 10 reszt tyrozyny, z ktérych 5 znajduje sie
w sekwencjach wigzacych domeny SH2 biatek Grb2 i Gads,
a jedna reszta tyrozyny znajduje sie w sekwencji odpowie-
dzialnej za wigzanie domeny SH2 fosfolipaz PLCyl i PLCy2
[8, 54-55], Dwie reszty cysteiny, wystepujgce w czesci cyto-
plazmatycznej blisko odcinka przechodzgcego przez btone
sg palmitylowane, co utatwia potaczenie sie LAT z mikro-
domenami btony wzbogaconymi w glikolipidy (tzw. GEM)
[56-58], Lokalizacja LAT w mikrodomenach GEM nie jest
niezbedna dla prawidtowego dojrzewania i funkcjonowa-
nia limfocytéw T [59]. LAT zajmuje centralng pozycje w ka-
skadzie przesytania sygnatu od kompleksu GPVI/Fc yR
i od receptorow TCR. W formie ufosforylowanej LAT jest
biatkiem skupiajgcym wiele kinaz tyrozynowych, substra-
tow kinaz i wiele biatek adapterowych, w tym Gads/SLP-
-76, PLCy2, PI3-K, Grb2, SLAP-130, SKAP-HOM i Cbl [8,10,
60-61]. W limfocytach T LAT jest niezbednym #tgcznikiem
pomiedzy receptorami TCR a szlakami kalcyneuryna-czyn-
nik transkrypcyjny NF-AT oraz Ras-kinaza MAP-czynnik
transkrypcyjny AP-1. W limfocytach z obnizong zawarto-
$cig LAT nie zachodzi aktywacja wymienionych czynnikéw
transkrypcyjnych i w konsekwencji nie dochodzi do pra-
widtowej aktywacji limfocytéw [62-64], W komorkach NK
brak LAT powoduje obnizenie ich naturalnej i zaleznej od
przeciwciat cytotoksycznosci [65-66]. W limfocytach B od-
powiednikiem LAT jest biatko BLNK, ktéry tworzy kom-
pleks z izoformg SLP-76 o m. cz. 65 kDa. Kompleks BLNK/
SLP-65 jest niezbedny dla prawidtowego rozwoju i funkcji
limfocytéw B [67-68], W ptytkach krwi LAT ulega fosfory-
lacji po potgczeniu sie kolagenu z kompleksem GPVI/FcyR,
czynnika vWTf z kompleksem GPIb-V-IX i przeciwciat z re-
ceptorem FcyRIIA. W formie ufosforylowanej LAT taczy
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sie z kinazami Syk i Lyn, PLCy2 i podjednostkg 85 kinazy
PI13-K. Ptytki krwi z obnizong zawartosciag LAT wykazujg
znaczne obnizenie fosforylacji PLCy2, co powoduje spadek
aktywacji tych komérek, m.in. obnizong aktywacje recep-
tora fibrynogenu, glikoproteiny a, |°P3 i obnizong ekspresje
P-selektyny - wskaznika aktywacji ptytek [69]. LAT bierze
udziat w aktywacji kinazy PI3-K, ktora dostarcza drugorze-
dowych przekaznikéw informacji, w tym 3,4,5- trisfosfaty-
dyloinozytolu (PIP3, ktéry réwniez uczestniczy w przytg-
czaniu do btony plazmatycznej biatek zawierajgcych dome-
ny PH, w tym kinaz z rodziny Tec oraz PLCy. Obnizenie
zawartosci LAT powoduje w limfocytach T brak fosforyla-
cji SLP-76, podczas gdy w ptytkach krwi jest ona tylko nie-
znacznie obnizona. W dodatku, myszy z zahamowang syn-
tezg LAT w ptytkach krwi nie wykazujg zaburzeh hemosta-
zy, podczas gdy brak LAT powoduje uposledzenie rozwoju
i funkcji limfocytow T [16], Wydaje sie, ze brak LAT w ptyt-
kach krwi jest kompensowany innymi mechanizmami prze-
kazywania sygnatu. Mechanizmy te umozliwiajg prawidto-
we rozptaszczanie sie ptytek stymulowanych kolagenem na
powierzchniach pokrytych unieruchomionym fibrynoge-
nem oraz prawidtowg agregacje ptytek pod wptywem ak-
tywatorow kompleksu GPVI/FcyR, takich jak konwulsyna
i kolagen, ktory w wysokich stezeniach wywotuje agregacje
ptytek niezalezng od ADP i TxA2. Ptytki krwi z zahamowa-
ng syntezg LAT nie wytwarzajg TxA2 i uwalniajg znacznie
mniej ADP, co jest przyczyng ich obnizonej agregacji pod
wptywem kolagenu w niskich stezeniach [70]. LAT bierze
rowniez udziat w niezaleznej od integryny a [U3 fibryno-
genu, ADP i TxA2 agregacji ptytek pod wptywem peptydu
RFYVVMWK o sekwencji C-konica trombospondyny, ktéra
odgrywa wazng funkcje w powstawaniu nieodwracalnych
agregatow ptytek krwi [71]. Biatko LAT w odréznieniu od
biatka SLP-76, kinaz rodziny src, kinazy Fak i Btk nie ule-
ga fosforylacji po zwigzaniu sie¢ fibrynogenu z integryng
a [lP3i aktywacji PLCy2 zaleznej od tej integryny podczas
rozptaszczania sie ptytek na witdknach fibrynogenu [19, 72],
Na uwage zastuguje fakt, ze LAT jest lepszym markerem
rozwijajagcych sie megakariocytow w poréwnaniu z czyn-
nikiem vWEF, biatkami CD31 i CD61. Badania immunohi-
stochemiczne z zastosowaniem przeciwciat skierowanych
przeciwko LAT pozwalajg na wykrycie nieprawidtowo
rozwijajacych sie¢ megakariocytow w ostrych biataczkach
megakariocytycznych, przewlektych chorobach mieloproli-
feracyjnych i anomaliach rozwoju rdzenia kregowego [73].
Najnowsze badania wykazaty, ze czynnik wirulentny pa-
teczki Yersinia pseudotuberculosis przenika do limfocytow T,
taczy sie z LAT i SLP-76 powodujac hamowanie aktywacji
limfocytéw T. Jest to pierwszy opisany przypadek obniza-
nia odpowiedzi immunologicznej spowodowany oddziaty-
waniem patogenu z biatkami adaptorowymi [74].

BIALKO PAG

Biatko PAG jest zbudowane z jednego tancucha polipep-
tydowego. N-koniec PAG sktada sie z 16 reszt aminokwa-
sowych i zlokalizowany jest po zewnatrznej stronie btony
komérkowej, a C-koniec sktada sie z 397 reszt aminokwa-
sowych i zorientowany jest do cytoplazmy. Odcinek cyto-
plazmatyczny PAG zawiera 10 reszt tyrozyny, z ktérych 9
znajduje sie w sekwencjach wigzgcych domeny SH2 innych
biatek, oraz dwa segmenty bogate w reszty proliny, ktére
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moga taczy¢ sie z domenami SH3. Biatko PAG wystepuje
w réznych typach komérek i podobnie do LAT zlokalizo-
wane jest w mikrodomenach GEM blony plazmatycznej
[8, 75-76]. PAG ulega konstytutywnej fosforylacji, a takze
wigze sie z kinazg Csk, ktora katalizuje reakcje fosforyla-
cji reszty tyrozyny 516 kinaz src zlokalizowang w C-kofhicu
tych biatek. Fosforylacja tej reszty powoduje zahamowanie
aktywnosci kinaz src. W resultacie aktywacji limfocytow
T kinaza Csk odtgcza sie od kinazy src, tyrozyna 516 ulega
defosforylacji, centrum katalityczne kinazy zostaje odbloko-
wane i kinaza src ulega aktywacji. Funkcja PAG w ptytkach
krwi jest bardzo mato poznana. Wiadomo, ze ulega ono fos-
forylacji po stymulacji ptytek kolagenem i trombina, ale nie
wiadomo czy faczy sie z kinazami src [8],

W niniejszym artykule nie opisano budowy i mechani-
zmu dziatania integralnych biatek btony petnigcych funk-
cje biatek adaptorowych, tj. FcyR i FcyRIIA, opisanych we
wczesniejszym artykule opublikowanym w Postepach
Biochemii [1], Na uwage zastuguje fakt, ze FcyR w odroz-
nieniu od konstytutywnie potgczonych z domenami GEM
biatek LAT i PAG, ulega przejsciowemu potgczeniu sie z ty-
mi domenami dopiero po aktywacji kolagenem kompleksu
GPVI/FcyR. Przemieszczenie sie tego kompleksu na teren
GEM jest bardzo szybkie i trwa kilka sekund, co zapewnia
natychmiastowg aktywacje ptytek w miejscu uszkodzonego
naczynia krwionosnego. Przekazywanie sygnatu z udzia-
tem biatek i lipidéw domen GEM limfocytow T jest duzo
wolniejsze i moze trwaé godziny [77].

PODSUMOWANIE

Aktywatory ptytek krwi, takie jak trombina, kolagen lub
ADP, tacza sie ze swoimi receptorami na powierzchni tych
komoérek, powodujac przekazywanie informacji do wnetrza
komorki. Umozliwia to aktywacje kinaz tyrozynowych, bia-
tek G, fosfataz, ktore z kolei sg niezbedne do zmiany ksztattu
ptytek krwi, ich adhezji i agregacji, a w konncowym efekcie
do zatamowania krwawienia w miejscu przerwania ciggto-
$ci naczynia krwiono$nego. W przekazywaniu informacji
do wnetrza ptytki krwi biorg réwniez udziat biatka adapto-
rowe, ktére sag odpowiedzialne za tworzenie szkieletu wie-
losktadnikowych centrow przekazywania sygnatu, w sktad
ktérych wchodzg m.in. kinazy tyrozynowe. Dzieki temu
biatka adaptorowe umozliwiajg oddziatywania pomiedzy
kinazami i ich substratami oraz ich szybka i nastepujaca
w odpowiedniej kolejnosci aktywacje. Wystepowanie wielu
biatek adaptorowych opisano poczatkowo w limfocytach,
gdzie ich funkcja jest dobrze poznana. Wiele z tych biatek
wystepuje tez w ptytkach krwi, ale ich funkcja jest znacz-
nie mniej poznana w poréwnaniu z limfocytami. Wynika to
m.in. z faktu, ze zainteresowanie bialkami adaptorowymi
w ptytkach krwi rozpoczeto sie zaledwie kilka lat temu oraz
z trudnosci stosowania technik genetycznych w przypad-
ku ptytek krwi, ktére sg pozbawione jadra. Zastosowanie
w badaniach megakariocytéw, jadrzastych prekursorow
ptytek krwi oraz megakariocytycznych linii komérkowych
powinno znacznie przyspieszy¢ postep wiedzy o biatkach
adaptorowych w ptytkach krwi.
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ABSTRACT

Adaptor proteins play a pivotal role in the regulation of signal transduction events elicited after the engagement of cell surface receptors.
Platelets exhibit a number of integral membrane receptors capable of initiating a cellular response. These include collagen receptors, von
Willebrand factor receptors, the fibrinogen receptor, and a number of G-protein coupled receptors, such as those for thrombin and ADP. The
primary function of platelet receptors is the translation of externally applied signals into appropriate responses leading to platelet activation
being a prerequisite for normal hemostasis. Multitude of signalling pathways described in platelets is based on the interaction of compounds
of many different categories, such as transmembrane receptors, protein Kinases, protein phoshatases, G-proteins, transmembrane and cytosol-
ic adaptor proteins, phosphoinositides, cyclic AMP or GMP. Adaptor proteins lack intrinsic effector function, but contain distinct molecular
domains, which mediate protein-protein and protein-lipid interactions. These molecules thus serve as a scaffolding, around which effectors
and their substrates are assembled into three-dimensional signaling complexes. Adaptor proteins integrate receptor-mediated signals at in-
tracellular levels and couple signaling receptors to cytosolic signaling pathways. While the function of adaptor proteins is well established in
immune cells, the knowledge about their role in platelet activation is still at the onset Over the last decade numerous adaptor proteins have
been identified in platelets and shown to be involved in accurate assembly of intracellular signaling complexes. Collagen-induced platelet
intracellular signaling through GPVI resembles the functional response of B- and T-cell antigen receptors and is the best described in the
literature. This review focuses on the structure and functional role of the most extensively studied adaptor proteins during platelet activation
induced by physiological agonists.
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STRESZCZENIE
B iatkowe inhibitory enzyméw proteolitycznych odgrywaja wazna role w regulacji aktyw-
nosci endogennych proteaz i w mechanizmach obronnych organizmu przed patogenami,
przeciwdziatajac szkodliwej aktywnosci egzogennych proteaz. Znaczny wzrost zaintereso-
wania w ostatnich latach biatkowymi inhibitorami proteaz cysteinowych jest spowodowany,
z jednej strony, stale poszerzajaca sie wiedzg dotyczaca udziatu ich docelowych enzymoéw
w procesach patologicznych, lezacych u podstaw wielu choréb cztowieka, z drugiej strony,
perspektywg wykorzystania wiedzy na temat mechanizmoéw ich dziatania w leczeniu tych
schorzen. Artykut jest przegladem najwazniejszych wiadomosci na temat trzech rodzin inhi-
bitoréw proteaz cysteinowych: cystatyn, tyropin i inhibitoréw homologicznych do propep-
tydéw proteaz cysteinowych. Szczegdlna uwaga jest poswiecona strukturalnym podstawom
mechanizmoéw interakcji tych inhibitoréw z ich docelowymi enzymami. Praca przedstawia
0go6lna charakterystyke tych rodzin zgodnie z klasyfikacjg inhibitoréw proteaz przeprowa-
dzong przez baze danych MEROPS, wskazujac na nowe niedawno odkryte inhibitory.

WPROWADZENIE

Enzymy proteolityczne (proteazy, peptydazy) tworzg duza grupe biatek,
kodowang przez okoto 2% wszystkich znanych genéw, bez ktérych organizmy
zywe nie bytyby w stanie funkcjonowac [1]. Chociaz sg tak niezastapione, to
wiasnie z powodu istotnej funkcji jakg petnig (zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowa
degradacja biatek) stanowig potencjalne niebezpieczenstwo dla swojego Srodo-
wiska i dlatego powinny znajdowac sie pod $cistg kontrolag. Endogenne inhibi-
tory proteaz sg waznym narzedziem wykorzystywanym przez organizmy zywe
do regulacji aktywnosci proteolitycznej ich docelowych enzyméw. Naturalnie
wystepujgce inhibitory proteaz sg w gtéwnej mierze inhibitorami biatkowymi.
Tylko niektére mikroorganizmy produkuja niebiatkowe inhibitory ostabiaja-
ce aktywno$¢ proteolityczng peptydaz gospodarza [2]. Sita napedowg badan
zajmujacych sie inhibitorami proteaz jest mozliwos¢ wykorzystania uzyskanej
wiedzy na ich temat w medycynie i biotechnologii [3]. Celem niniejszej pracy
jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczgcej trzech strukturalnie od-
rebnych grup inhibitorow proteaz cysteinowych: cystatyn, tyropin i inhbitorow
homologicznych do propeptydéw proteaz cysteinowych, ze szczegélnym zwr6-
ceniem uwagi na budowe i mechanizm ich dziatania. Zgodnie z klasyfikacja
bazy danych MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/), inhibitory te stanowia
oddzielne rodziny oznaczone kolejno jako 125, 131 i 129 (Tabela 1). Cystatyny
(125) sa najliczniejsza i najlepiej scharakteryzowana rodzing inhibitoréw regu-
lujacych aktywnos$¢ katepsyn cysteinowych cztowieka, waznych z medycznego
punktu widzenia. Zdolno$¢ hamowania aktywnosci katepsyn cysteinowych
majg rowniez tyropiny (131) i inhibitory homologiczne do propeptydéw proteaz
cysteinowych (129), ktore sg obecnie intensywnie badane. Warto zwréci¢ uwage,
ze biatka wymienionych rodzin nie sg jedynymi znanymi inhibitorami prote-
az cysteinowych. W ciagu ostatnich kilku lat opisano nowe inhibitory tej klasy
enzymow proteolitycznych, ktore nie wykazywaly znaczacego podobiehstwa
sekwencji aminokwasowej do biatek wczes$niej opisanych rodzin inhibitoréw.
Przyktadem takich inhibitoréw sg klitocypina (148) izolowana z owocnika jadal-
nego grzyba Clitocybe nebularis [4, 5] i chagasyna (142) izolowana z Trypanosoma
cruzi [6, 7). Ponadto okazato sie, ze niektdre biatka nalezgce do rodzin inhibito-
row proteaz serynowych (14,13A, 112) moga hamowaé aktywnos$¢ proteaz cyste-
inowych. NajczeSciej podawanymi przyktadami takich inhibitoréw sa: antygen
raka ptaskonabtonkowego SCCAL1 (14) [8] i jego homolog SQN-5 wystepujacy
u myszy [9], roslinne inhibitory typu Kunitza (I13A) izolowane z Prosopis juliflora
[10] i Bauhinia bauhinioides [11], oraz inhibitor VI bromelainy z ananasa (112) [12],
Wszystkie wspomniane powyzej inhibitory tgczy jedna wspdlna cecha, sa to in-
hibitory proteaz cysteinowych rodziny Cl (rodziny papainy) (Tabela 1). Bada-
nia inhibitoréw hamujacych aktywnos$¢é proteaz cysteinowych nie nalezacych do
rodziny papainy réwniez sg intensywnie prowadzone [3, 13], czego dowodem
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Tabela 1. Rodziny inhibitoréw proteaz cysteinowych CA1l wedtug bazy danych MEROPS.

Typowy Przyk}ad lednostki inhibitorowe]

cystatyna A (ang. cystatin A; Homo sapiens)
owocystatyna (ang. ovocystatin; Gallus gallus)
ekwistatyna (ang. equistatin; Actinia equina)

CTLA (ang. cytotoxic T- lymphocyte antigen),
antygen cytotoksycznych limfocytow T

inhibitor trypsyny z nasion soi typu Kunitza (ang.

soybean Kunitz trypsin inhibitor; Glycine max)

cij-inhibitor proteaz (ang. a:-proteinase

chagasyna (ang. chagasin, Trypanosoma cruzi)

klitocypina (ang. clitocypin, Lepista nebularis)

Rodzina Rodzina lub
inhibitoréw podrodzina
cystatyny 125A
(ang. cystatins) 1258
tyropiny (ang. thyropins) 131
inhibitory homologiczne do 129
propeptyd6éw proteaz cysteinowych
inhibitory roslinne typu Kunitza 13A
inhibitory typu Bowmana-Birka 112 inhibitor typu Bowmana-Birka (ang.
y P Bowman-Birk inhibitor; Glycine max)
serpiny (ang. serpins) u inhibitor; Homo sapiens)
142
148
makroglobuliny (a,M) 139 a2- makroglobulina (ang. a,

- macroglobulin; Homo sapiens)

Rodziny hamoyanych
proteaz *

Cl
Cl, C13

Cl, Al

Cl

SI, Cl, Al

si1, Cl

SI, S8, ClI, C14

Cl
Cl

proteazy aspartylowe,
cysteinowe, serynowe
i metaloproteazy

*Rodziny proteaz cysteinowych (Cl - papainy, C13 - legumainy, C14 - kaspazy), serynowych (SI - chymotrypsyny, S8 - subtylizyny), aspartylowych (Al - katepsyny D),
dla ktérych opisany zostat przyktad hamowania aktywnoséci peptydazowej przez jedno lub wiecej biatek nalezacych do okreslonej rodziny / podrodziny inhibitorowej.

Rodziny te odnosza sie do rodzin inhibitoréw (kolumna 1i2), a nie do typowych przyktadéw jednostek inhbitorowych (kolumna 3).

moze by¢ pojawienie sie nowych rodzin stafostatyn (ang.
staphostatins) izolowanych z Staphylococcus sp. w bazie ME-
ROPS: 157 i 158 [3,14,15]. Omdwienie wszystkich inhibito-
row proteaz cysteinowych znacznie wykracza jednak poza
planowany zakres niniejszej pracy.

PROTEAZY CYSTEINOWE CA1l

Proteazy cysteinowe, nazywane rowniez proteazami
tiolowymi lub sulfhydrylowymi, stanowig klase enzymow
proteolitycznych katalizujgcych reakcje hydrolizy wigzania
peptydowego, w ktérej bierze udziat reszta cysteiny cen-
trum aktywnego biatka. Proteazy tiolowe traktowane byty
czesto jako grupa biatlek spokrewnionych ze sobg, niekiedy
nawet okreslanych terminem ,rodzina proteaz cysteino-
wych", chociaz prawdg jest, ze wywodzg sie one z Kilku od-
rebnych linii ewolucyjnych [16]. W bazie danych MEROPS
proteazy cysteinowe zostaty umieszczone w o$Smiu klanach:
CA, CD, CE, CF, CH, PA, PB i PC, tworzac ponad czterdzie-
§ci rodzin. Najlepiej poznang rodzing proteaz cysteinowych
jest rodzina papainy, czyli rodzina Cl klanu CA (proteazy
cysteinowe CA1l). Obok papainy traktowanej jako archetyp
opisywanej grupy biatek, do rodziny Cl naleza proteazy
rodlinne, takie jak: chymopapaina, karikaina, bromelaina,
aktinidvna, ficyna, aleuraina, oryzaina, a takze kruzypaina
(Trypanosoma cruzi) i proteazy innych pasozytéw, hydrolaza
bleomycyny i grupa lizosomalnych proteaz cysteinowych
ssakow (katepsyn cysteinowych: B, H, L, S, C, K, O, F, V,
X, W ). Nieprawidtowa, destrukcyjna aktywnos¢ lizosomal-
nych proteaz cysteinowych zostata zaobserwowana w pato-
mechanizmie wielu choréb cztowieka, takich jak: nowotwo-
ry ztosliwe (proces inwazji i przerzutowania nowotworéw),
reumatoidalne zapalenie stawéw, zapalenie kosci i stawo6w,
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osteoporoza, choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane,
dystrofia miesni, zapalenie przyzebia [17-22],

KLASYFIKACJA | MECHANIZM DZIALANIA
INHIBITOROW PROTEAZ CYSTEINOWYCH CA1l

System klasyfikacji inhibitoréw peptydaz utworzony na
podstawie podobieAstwa ocenianego na poziomie sekwen-
cji aminokwasowej zostat zaproponowany przez tworcow
bazy danych MEROPS [23], Spos$réd ponad czterdziestu
rodzin inhibitoréw peptydaz, czternascie rodzin zawiera in-
hibitory proteaz cysteinowych (13, 14, 112, 125, 127, 129, 131,
132,139,142,148,157,158,150). Wsréd pieciu rodzin (125,127,
129, 131 i 112) znajduja sie ztozone inhibitory homotypowe
(zbudowane z jednostek inhibitorowych tej samej rodziny).
Osiem rodzin (13,14,112,125,139,150,132,131) tworzy osiem
oddzielnych klan6éw, co Swiadczy o przynajmniej o$miu
liniach ewolucyjnych tej grupy biatek. Aktywno$¢ proteaz
cysteinowych CAl mogg regulowac biatka dziewieciu réz-
nych rodzin inhibitorowych (Tabela 1). Nowe podejscie do
klasyfikacji inhibitoréw peptydaz zastosowane w bazie da-
nych MEROPS nie pokrywa sie z wczes$niej uzywang i zale-
cang klasyfikacjg opartg na typie katalitycznym hamowanej
peptydazy [23]. Wsér6d kilku rodzin znane sg inhibitory,
ktore hamujg peptydazy ré6znych typéw Kkatalitycznych.
Mozna to wyttlumaczy¢ w dwojaki sposob: albo aktywnosé
strukturalnie réznych peptydaz jest regulowana poprzez
ten sam mechanizm, albo strukturalnie podobne inhibito-
ry hamujg aktywno$¢ proteaz wykorzystujac rézne me-
chanizmy. Przedstawiona klasyfikacja inhibitoréw proteaz
cysteinowych CAl dowodzi istnienia wielu réznych me-
chanizméw interakcji tych inhibitoréw z enzymami. Z tej
r6znorodnosci obecnie znanych sposob6w, ktére pozwalajag
inhibitorom hamowaé¢ aktywno$¢ docelowych peptydaz,
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wytaniajg sie dwa ogo6lne typy inhibicji: 1) odwracalne wig-
zanie inhibitorow o wysokim powinowactwie do enzymu
(ang. tight-binding inhibitors, 125, 131, 129, I3A, 112); 2) nie-
odwracalne wigzanie inhibitoréw ,,putapek” (ang. "trapping"
inhibitors, 14,139 ) [14, 23],

CYSTATYNY

Cystatyny sg odwracalnymi, kompetycyjnymi, silnie
wigzacymi sie inhibitorami proteaz cysteinowych rodziny
Cl [24-26]. Niektore cystatyny majg rowniez zdolno$¢ ha-
mowania aktywnosci legumainy, proteazy cysteinowej ro-
dziny C13 klanu CD, wykorzystujac drugie niezalezne miej-
sce reaktywne [3, 27]. Nazwa ,,cystatyna" (CEW, ang. chic-
ken egg white cystatin) zostata po raz pierwszy zastosowana
przez Barretta w celu okreélenia inhibitora cysteinowych
endopeptydaz, wyizolowanego i czesciowo scharakteryzo-
wanego z biatka jaja kurzego [24], Od tego czasu udato sie
zidentyfikowac¢ wiele inhibitorowych biatek wykazujgcych
znaczace podobienstwo sekwencji do sekwencji aminokwa-
sowej cystatyny biatka jaja kurzego, ktore obecnie tworzg
jedng rodzine 125 w bazie danych MEROPS. Do konca lat
osiemdziesigtych cystatyny stanowity superrodzine ztozo-
ng z trzech rodzin (rodzinal: stefiny, rodzina 2: cystatyny,
rodzina 3: kininogeny). W kolejnych latach, znaczny wzrost
liczby nowo identyfikowanych cystatyn, zaré6wno poprzez
izolacje biatek inhibitorowych z r6znych zrodet, jak réwniez
klonowanie gen6éw zawierajagcych sekwencje cystatynowe,
przysporzyt wiele probleméw dotyczacych klasyfikacji
inomenklatury tej grupy biatek. Wsréd nowych biatek, kté-
re zostaly wiaczone w skiad superrodziny cystatyn, znaj-
dowaty sie biatka bez aktywnosci inhibitorowej (fetuiny,
glikoproteiny bogate w histydyne i inne biatka spokrewnio-
ne z cystatynami), ktére utracity badz nigdy nie nabyty tej
aktywnosci, oraz inhibitorowe biatka cystatynowe nizszych
organizméw, miedzy innymi: cystatyna jadu zmiji Bitis
arietans, sarkocystatyny larwy muchy Sarcophaga peregrina,
cystatyna muszki owocowej Drosophila melanogaster [28]. Po-
myst utworzenia nowej rodziny o nazwie ,fitocystatyny",
ktora obejmowataby wszystkie cystatyny pochodzenia ro-
$linnego, nie doczekat sie realizacji [29,30], Podziat superro-
dziny cystatyn nie pokrywa sie¢ z podziatem rodziny 125 na
podrodziny, czego gtéwna przyczyng jest przyjety w bazie
MEROPS system klasyfikacji oparty na jednostkach inhibi-
torowych, a wsérod cystatyn znajduje sie wiele ztozonych
inhibitorow homotypowych. W podrodzinie 125A znalazty
sie biatka nalezace wczesniej do stefin i fitocystatyn, podro-
dzina 125B objeta inhibitory rodziny 2, a takze inhibitorowa
jednostke 2 i 3 kininogen6w. Biatka podrodziny 125C nie sa
inhibitorami proteaz cysteinowych, wiekszos$¢ nie wykazuje
w ogole aktywnosci inhibitoréw peptydaz (alfa™-HS-gliko-
proteina, glikoproteina bogata w histydyne, jednostka 1 ki-
ninogendéw). Podrodzina ta obejmuje réwniez inhibitor me-
taloproteaz rodziny M12 izolowany z jadu weza Bothrops ja-
raraca. Do podrodziny 125D nalezg jedynie sarkocystatyny.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA CYSTATYN

Tradycyjny podziat superrodziny cystatyn na stefiny,
cystatyny i kininogeny [28], rodziny poczatkowo obejmu-
jace biatka réznigce sie mniej niz potowa reszt aminokwa-
sowych, stat sie w rezultacie systemem opartym na dwoch
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kryteriach: wielkos$ci tancucha polipeptydowego oraz obec-
nosci lub braku mostkéw disiarczkowych. Stefiny sg biatka-
mi zbudowanymi z pojedynczego tancucha polipeptydowe-
go o dtugosci okoto 100 reszt aminokwasowych (~ 11 kDa),
ktére nie posiadajg czesci cukrowej ani mostkéw disiarcz-
kowych [24], Do tej grupy biatek nalezg dwa typy cystatyn,
stefina A i B, izolowane z tkanek réznych gatunkéw ssakéw
(znane sg miedzy innymi stefiny A i B cztowieka, szczura,
wotu, myszy), oraz stefina C wotu i stefina D $wini [13, 25].
W pozycji 3 tancucha polipeptydowego stefiny B znajduje
sie reszta cysteiny, ktéra jest odpowiedzialna za tworzenie
mostka disiarczckowego pomiedzy dwoma czgsteczkami.
Utworzony w ten sposob dimer stefiny B jest nieaktywny
[24], Stefiny sa gtdéwnie biatkami cytosolowymi, chociaz
w matych stezeniach moga tez wystepowaé w ptynach ze-
wnatrzkomoérkowych [13, 25], Stefina A cztowieka zostata
poczatkowo wykryta w komadrkach nabtonkowych i leuko-
cytach polimorfonuklearnych, sugerujac jej funkcje obronng
przeciwko proteazom cysteinowym produkowanym przez
atakujace organizm patogeny. Biatko to znaleziono réwniez
w watrobie, Sledzionie, fozysku, btonie sluzowej jamy ustnej
i macicy, oraz w ptynach ustrojowych. Stefina B cztowieka
jest bardziej rozpowszechniona ws$réd roznych komorek
i tkanek, co wskazuje na jej ogdlna role ochronng przeciw-
ko niekontrolowanej proteolizie przeprowadzanej przez
lizosomalne proteazy cysteinowe [3, 31]. Grupa roélinnych
cystatyn (fitocystatyn) znajduje sie w podrodzinie 125A we-
dtug klasyfikacji przyjetej w bazie MEROPS. Fitocystatyny
podobnie jak stefiny nie posiadajg mostkow disiarczko-
wych i reszt cysteinowych [29]. Cystatyny roslinne sg duzo
stabszymi inhibitorami proteaz papainowych niz cystatyny
zwierzece. Przyktadowo warto$¢ statej inhibicji cystatyny
PMC (ang. potato multicystatin), jednej z najsilniejszych fito-
cystatyn, wynosi 0,1 nM dla papainy [30], Badania nad cy-
statynami roslinnymi prowadzone sg gtéwnie ze wzgledu
na zdolnos$¢ tych inhibitorow do hamowania aktywnosci
peptydazowej sokow trawiennych niektorych szkodnikéw
roslin. Do chwili obecnej wyizolowano i scharakteryzowa-
no miedzy innymi cystatyny z nasion ryzu - oryzacysta-
tyny, kukurydzy, nasion soi, nasion stonecznika, nasion
fasoli, Arabidopsis thaliana, Carica papaya, Chelidonium majus,
multicystatyne PMC z bulw ziemniaka [29, 30], Rodzina cy-
statyn obejmowata poczatkowo owocystatyne (CEW) oraz
cystatyny cztowieka: C, D, S, SN i SA, a takze ich homolo-
gi znalezione wséréd innych gatunkéw ssakéw [13, 24, 25,
32], W drugiej potowie lat dziewieédziesigtych do grupy tej
dotgczyty nowe cystatyny: cystatyna E/M [33, 34] i cysta-
tyna F/leukocystatyna [35, 36], wykazujgce odpowiednio
26 - 34% i 30 - 34% identyczno$¢ sekwencji aminokwaso-
wej z pozostatymi biatkami rodziny 2. Wymienione biatka
nalezace do rodziny cystatyn sg jednotancuchowymi poli-
peptydami zbudowanymi ze 120 - 126 reszt aminokwasow,
ktérych masa czasteczkowa waha sie w granicach 14 - 20
kDa. Charakteryzuje je obecnos¢ dwéch mostkow disiarcz-
kowych zlokalizowanych przy koncu C biatka. Wyjatek sta-
nowi cystatyna F majgca dodatkowo trzeci mostek disiarcz-
kowy stabilizujacy N-koncowa cze$¢ biatka. Wiekszos¢ opi-
sywanych cystatyn nie jest glikozylowana, ale reszty weglo-
wodanowe zawieraja: cystatyna E/M, F [33, 35] i cystatyna
C szczura [13]. Biatka rodziny cystatyn sg syntetyzowane
jako preproteiny z sygnalnym N-kohcowym peptydem
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(okoto 20 reszt), co sugeruje ich aktywno$¢ zewngtrzkomor-
kowa. Najwieksze stezenie cystatyny C cztowieka zanoto-
wano w ptynie mézgowo-rdzeniowym i ptynie nasiennym,
w mniejszym stezeniu wystepuje ona réwniez w 0soczu,
Slinie, tzach, ptynie mazidéwkowym i ptynie owodniowym
[24, 32], Z powodu tak szerokiej zewnatrzkomorkowej loka-
lizacji, zasugerowano, ze cystatyna C peini funkcje regula-
cyjng i obronng przeciwko endo- i egzogennym proteazom
cysteinowym obecnym w ptynach ustrojowych [31]. Bada-
nia cystatyny C wykazaty, ze ze wzgledu na state stezenie
w surowicy krwi niezalezne od wieku, ptci, wzrostu czy
masy mieéniowej, jest ona doskonatym markerem stuzacym
do oceny funkcji nerek. Kliniczne wykorzystanie cystatyny
C w pomiarach wskaznika filtracji ktebuszkowej GFR (ang.
glomerular filtration rate) jest obecnie szeroko dyskutowane
[37], Cystatyny S, SA i SN, wykazujgce 54% podobienstwo
sekwencji z cystatyng C, wyizolowano ze $liny, ale wyste-
puja one rowniez we {zach, a cystatyny S i SA dodatkowo
w ptynie nasiennym. Cystatyne D wykryto gtéwnie w tkan-
kach S$linianki przyusznej i tzach [31]. Analiza dystrybuciji
przeprowadzona metodg Northern wykazata, ze gen cysta-
tyny E/M ulega najsilniejszej ekspresji w tkankach macicy
1watroby [33], a gen cystatyny F - w S$ledzionie i leukocy-
tach krwi obwodowej [35]. Kininogeny sa duzymi, wielo-
funkcyjnymi glikoproteinami, wystepujgcymi w surowicy
krwi ssakow [13, 24, 25]. Przez dtugi czas znane byty tyl-
ko jako biatkowe prekursory wazoaktywnych kinin i jako
biatka biorace udziat w kaskadzie krzepnigcia krwi. Istnie-
ja trzy odmienne typy kininogendéw: wysokoczasteczkowy
(H-kininogen, ~ 120 kDa), niskoczasteczkowy (L-kininogen,
~ 68 kDa) i kininogen szczura (T-kininogen, ~ 68 kDa). Ki-
ninogeny maja osiem mostkéw disiarczkowych i trzy do-
meny (DI, D2, D3), wykazujgce znaczace podobienstwo
sekwencji do sekwencji cystatyn rodziny 2. Tylko domeny
2 i3 kininogendw wykazujg aktywnos¢ inhibitorowg wobec
cysteinowych proteaz papainowych, a domena 2 - rowniez
wobec kalpain. Zaréwno L- jak i H-kininogen sg w stanie
wigzaé¢ dwie czasteczki cysteinowych peptydaz jednocze-
$nie [13]. Biatka opisanych trzech rodzin cystatynowych zy-
skaly ostatnio nowg o0g6lng nazwe ,klasyczne cystatyny”,
aby podkreéli¢ ich odmienno$¢ od stale poszerzajgcej sie
grupy biatek posiadajgcych wprawdzie sekwencje cystaty-
nopodobne, ale nie wykazujgcych aktywnosci inhibitorowej
wobec proteaz papainowych [38].

STRUKTURA PRZESTRZENNA | MECHANIZM
HAMOWANIA AKTYWNOSCI PROTEAZ
CYSTEINOWYCH CA1 PRZEZ CYSTATYNY

Liczne badania kinetyczne i strukturalne ujawnity, ze
cystatyny wiagzg sie z docelowym enzymem w stosunku
stechiometrycznym 1:1, z wysokim powinowactwem w re-
akcji odwracalnej. Poznanie struktury przestrzennej cysta-
tyny jaja kurzego [39], oznaczonej za pomocg krystalografii
rentgenowskiej przyczynito sie do zaproponowania modelu
hamowania cysteinowych proteaz przez cystatyny na pod-
stawie komputerowego modelowania molekularnego [24].
Model ten zostat nastepnie zweryfikowany przez okreslenie
struktury krystalograficznej kompleksu stefiny B cztowieka
z papaing [40]. Czasteczke cystatyny biatka jaja kurzego bu-
duje pieciopasmowa antyrownolegta struktura harmonijko-
wa (3-kartki, ktora jest czesciowo owinieta wokot pieciozwo-
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jowej struktury a-helisy (Rys. 1). Wysoce konserwatywny
dla wszystkich cystatyn region (motyw QXVXG) obejmu-
jacy reszty GIn53 - Gly57 (zgodnie z numeracjg fancucha
aminokwasowego CEW) zlokalizowany jest na pierwszym
zagieciu ,,spinki do wtosow" tgczacym antyréwnolegte nici
(3 ktoéry zostat nazwany pierwszg (3-petla. W sasiedztwie
pierwszej (3-petli znajduje sie segment N-koricowy z zacho-
wang w ewolucji resztg Gly9 i druga (3-petla z resztami Pro-
103 - Trpl04. Te trzy elementy tworzg strukture znang jako
~krawedz w ksztatcie klina" (ang. wedge-shaped ‘edge’) [39],
Przedstawiony sposob sfaldowania cystatyn zostat potwier-
dzony przez okre$lenie struktury przestrzennej za pomoca
spektroskopii NMR dla cystatyny jaja kurzego [41], cysta-
tyny A cztowieka [42-44], oryzacystatyny-l [45] i czeSciowo
dla cystatyny C cztowieka [46]. Mimo ogdlnego podobien-
stwa strukturalnego tych biatek, zauwazono réwniez kilka
znaczacych réznic. Najbardziej widoczna réznica dotyczy
odcinka 23 aminokwasow pomiedzy resztami w pozycjach
69 i 91 cystatyny jaja kurzego, ktérego stefiny nie posiadaja.
W strukturze krystalograficznej biatka CEW (Rys. 1) odcinek
ten przyjmuje konformacje dodatkowej a-helisy, obecnosci
ktorej nie wykazata analiza struktury cystatyny jaja kurzego
w roztworze. Prawdopodobnie wiec obecno$¢ dodatkowej
struktury a-helisy jest skutkiem zastosowanej metody kry-
stalograficznej [41]. Pozostate obserwowane r6znice dotyczg
budowy cystatyny jaja kurzego i cystatyny A [42]. Druga (3
-petla cystatyny A jest dtuzsza o dwie reszty aminokwasowe,
przez co jest znacznie szersza, bardziej ruchoma i elastyczna.
Koniec karboksylowy cystatyny A jest rowniez dtuzszy od

DRUGA
R-PETLA

PIERWSZA
R-PETLA

N-KONCOWY
SEGMENT

Rysunek 1. Struktura cystatyny jaja kurzego (1CEW, baza danych PDB) oznaczo-
na za pomoca krystalografii rentgenowskiej. Opis w tekscie
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C-konca cystatyny jaja kurzego o dziewieé reszt aminokwa-
sowych, ktére uktadajg sie wzdtuz wypuktej powierzchni
P-kartki. Ponadto istnieja drobne réznice w orientacji prze-
strzennej struktury a-helisy, ktéra w czgsteczce cystatyny
A jest prawie prostopadta w stosunku do pasm (3-kartki
i lekko zgieta. Ostatnie strukturalne badania cystatyn byty
w duzym stopniu poswiecone wyjasnieniu dimeryzacji i po-
limeryzacji tych biatek, gdzie znaczng role odgrywa proces
wymiany domen (ang. 3D domain swapping). Badania te majg
szczegblne znaczenie dla zrozumienia proceséw odkiada-
nia sie ztogéw amyloidowych cystatyny C w $wietle naczyn
krwiono$nych moézgu u oséb cierpigcych na mézgowa an-
giopatie amyloidowg lub jej wrodzong posta¢ HCCAA (ang.
hereditary cystatin C amyloid angiopathy) [47, 48]. Zgodnie
z zaproponowanym modelem (ang. "trunk model') hamowa-
nia aktywnos$ci proteaz cysteinowych przez cystatyny (Rys.
2), trzyczesciowa, hydrofobowa krawedz ztozona z dwoch
P-petli i segmentu N-konicowego okreslonego jako ,trgba
stonia" (ang. ‘elephant trunk') stanowi miejsce kontaktu cy-
statyny z enzymem [24, 39]. Krawedz ta doskonale prze-
strzennie pasuje do szczeliny miejsca aktywnego papainy.
Obydwie p-petle cystatyny jaja kurzego majg odpowiedni
ksztatt i wielko$¢ by wypetni¢ szersza i ptytsza czes¢ szczeli-
ny miejsca aktywnego papainy oddziatujagc z pozycjami SI'
- S2\ Z kolei segment N-koncowy jest kierowany do gteb-
szej i wezszej czesci tej szczeliny obejmujacej miejsca wigzga-
ce substrat S| - S3. Reszty odcinka aminowego Leu7 - Leu8
- Gly9 - AlalO uktadajg sie tworzac wyrazne zgiecie, dzieki
ktéremu wigzanie peptydowe pomiedzy Gly9 i AlalO, for-
malnie reprezentujgce hydrolizowane wigzanie substratu
Pl - PI', znajduje sie za daleko by zosta¢ zaatakowanym
przez reaktywna reszte Cys25 papainy. Reszta Gly9 tworzy
wigzanie wodorowe z resztg GIn53 pierwszej p-petli. Zatem
w kompleksie owocystatyna - papaina, katalityczna reszta
Cys25 umiejscowiona jest w wolnej przestrzeni pomiedzy
Tabela 2. Wartosci statych inhibicji K (nM) reakcji hamowania proteaz cysteino-
wych przez cystatyny [26, 32], tyropiny [54, 59, 60], inhibitory homologiczne do

propeptydéw proteaz cysteinowych [71, 72, 74]; CatB - katepsynaB, CatH - ka-
tepsyna H, CatL - katepsynaL.

Proteaza cysteinowg

Inhibitor
Papaina CatB CatH CatL

125:
stefina A 0,019 8,2 0,31 1,3
stefina B 0,12 73 0,58 0,23
CEW 0,12 1,7 0,064 0,019
cystatyna C 0,000011 0,25 0,28 <0,005
cystatyna D 1,2 >1000 8,5 25
H-kininogen 0,02 400 11 0,109
L-kininogen 0,015 600 0,72 0,017
131:
fragmentpdl 14 >100 53 0,0017
ekwistatyna 0,57 1,4 - 0,051
ECI 0,35 15,8 - 0,14
saksyfilina 1,72 1,67 - 0,02
testikan-1 - - - 0,7
129:
CTLA-2p 25 >1000 67 (IC*) 24
CTLA-2a 560 >1000 86 0,38
BCPip >1000 >4000 82 0,036

* W tabeli zrezygnowano z podania wartos$ci odchylen standardowych.
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Rysunek 2. Schemat modelu oddziatywania owocystatyny z papaing (ang. "trunk
model®) za Turk i Bode [24] z modyfikacjami. S2, SI, SI', S2' - miejsca wigzace
substrat papainy wedtug nomenklatury Schechtera i Bergera; C25 - katalityczna
reszta cysteiny miejsca aktywnego papainy; L7, L8, G9, A10 - reszty aminokwa-
sowe segmentu N-koncowego; Q53, L54, V55, S56, G57 - reszty aminokwasowe
pierwszej P-petli; P103, W104 - reszty aminokwasowe drugiej p-petli.

segmentem N-koficowym a pierwszg p-petlg cystatyny [39].
Przedstawiony model interakcji cystatyn z proteazami cyste-
rnowymi ttumaczy wczes$niejsze obserwacje, ze nawet nie-
aktywny enzym ze zmieniong chemicznie grupga cysteinowg
moze wigzac inhibitor cystatynowy [25]. Struktura krysta-
lograficzna kompleksu stefiny B cztowieka z karboksymety-
lowang papaing [40] potwierdza, ze inhibitor rzeczywiscie
wigze sie z enzymem poprzez krawedz w ksztatcie klina.
Wiekszos¢ interakcji pomiedzy stefing B i papaing pocho-
dzi od segmentu N-koncowego i pierwszej P-petli z wysoce
konserwatywng sekwencjag QVVAG. Natomiast udziat dru-
giej P-petli jest mniejszy i obejmuje gtdwnie reszty Leul02
i Hisl04 (numeracja zgodna z CEW). Koniec karboksylowy
stefiny B rOwniez oddziatuje z enzymem. Reszty Met7 - Ala-
10 regionu N-koricowego tworzg raczej otwartg strukture p*
-zgiecia typu Il, co jest zgodne z przewidywang konformacja
tego odcinka w proponowanym modelu hamowania aktyw-
nosci papainy przez kurzg cystatyne. Poniewaz jednak takie
utozenie przestrzenne segmentu N-koncowego nie zosta-
to zaobserwowane w strukturach cystatyn wyznaczonych
przez spektroskopie NMR, wydaje sie, ze jest ono induko-
wane interakcjg z papaina. Oddzialywania w kompleksie
stefina B - papaina maja gtownie charakter hydrofobowy.

Rolaiznaczenie poszczeg6lnych region6w odpowiedzial-
nych za wigzanie sie cystatyn z proteazami cysteinowymi,
jak rowniez udziat w tym procesie konserwatywnych reszt
tworzgcych hydrofobowg krawedz, byly i sg nadal przed-
miotem intensywnych badan. Analiza kinetyczna reakc;ji
przeprowadzanych przez rézne cystatyny, wraz z badania-
mi poréwnujgcymi naturalne inhibitory z ich zmutowany-
mi (najczesciej uzyskanymi przez mutageneze ukierunko-
wang) odmianami, dostarczajg licznych dowodéw potwier-
dzajgcych stuszno$é¢ ogolnego modelu interakcji cystatyny
jaja kurzego z papaina, oraz pomagajg wyjasni¢ mechanizm
tego oddziatywania i jego specyficzno$¢ [25, 32], Pomimo
strukturalnej homologii cystatyn i podobnego mechanizmu
hamowania aktywnosci cysteinowych proteaz, inhibitory te
wykazujg znaczace réznice powinowactwa dla poszczegdl-
nych enzyméw (Tabela 2). Zasugerowano, ze r6znice w sta-
tych inhibicji jednego inhibitora z r6znymi proteazami sa
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przede wszystkim skutkiem odmiennej budowy szczeliny
miejsc aktywnych peptydaz cysteinowych [25]. Dotyczy to
zwiaszcza wigzania sie cystatyn z egzopeptydazami, takimi
jak katepsyna H, C, B i X, ktorych szczeliny miejsc aktyw-
nych sa czesciowo zablokowane, co znacznie przeszkadza
w interakcji z inhibitorem [13,19]. Opisana ostatnio struktu-
ra krystalograficzna kompleksu stefiny A cztowieka z ami-
nopeptydaza, katepsyna H [49] dowodzi, ze wigzanie sie
cystatyn z egzopeptydazami wymusza bardziej dramatycz-
ne zmiany w strukturze biatek niz ich wigzanie sie z endo-
peptydazami. Przede wszystkim w omawianym komplek-
sie mini-tancuch katepsyny H zostaje wypchniety ze swojej
zajmowanej pozycji przyjmujac ksztat litery ,,S". Z kolei
reszty segmentu N-kohcowego stefiny A, nie bedac w stanie
wigzac sie wzdtuz szczeliny miejsca aktywnego enzymu,
tworzg kroétkie zagiecie w formie haka i ostatecznie zajmujg
dwie pozycje wczesniej okupowane przez reszty C-korico-
we mini-taficucha Ala82 i Thr83. W przypadku karboksy-
peptydazy, katepsyny B, analiza komputerowego modelo-
wania molekularnego wykazata, ze druga (3-petla cystatyny
mogtaby kolidowaé¢ z segmentem Hislll - Valll2 - AsnlI3
zamykajgcej petli [50]. Badania kinetyczne katepsyny B i jej
zmutowanych odmian pokazaty, ze zamykajgca petla zmie-
nia swoje potozenie podczas wigzania cystatyny [51-53].

TYROPINY

Strukturalnie odmienng od cystatyn grupe inhibitorow
proteaz cysteinowych CALl stanowig tyropiny (ang. thyro-
pins, thyroglobulin type-1 domain proteinase inhibitors), biat-
ka zawierajace domene typu 1 tyroglobuliny, ktéra jest
powtarzajacg sie jednostka bogatg w cysteine. Tyroglobu-
lina, duza glikoproteina bedgca prekursorem hormonéw
tarczycy, zawiera az jedenascie tego typu powtorzen [54].
Do chwili obecnej scharakteryzowano pie¢ biatek z domeng
typu 1 tyroglobuliny, ktére sg odwracalnymi, kompetycyj-
nymi i silnie wiazacymi sie inhibitorami proteaz rodziny ClI
(Tabela 2): fragment taricucha niezmiennego p4l [55], ekwi-
statyna [56, 57], inhibitor izolowany z tososia Oncorhynchus
keta (ECI, ang. the chum salmon egg cysteine proteinase inhi-
bitor) [58], saksyfilina (ang. saxiphilin) izolowana z p6tnoc-
noamerykanskiej zaby Rana cateshiana [59] i proteoglikan
cztowieka o nazwie testikan-1 (ang. testican-1) [60]. lzola-
cja katepsyny L niekowalencyjnie potaczonej z unikalnym
fragmentem niezmiennego tancucha p4l z nerki cztowieka
byta jednym z pierwszych doniesien dotyczacych tyropin
jako nowo wytaniajgcej sie grupy inhibitorow cysteinowych
proteaz, jak rowniez pierwszym przyktadem wystepowania
tancucha niezmiennego w kompleksie z biatkiem innym niz
czasteczka MHC klasy Il [54]. Badania te pokazaty, ze frag-
ment p4l jest nie tylko inhibitorem katepsyny L, ale row-
niez stabilizuje enzym w szerokim zakresie pH. Komérki
prezentujace antygen w organizmie cztowieka mogg produ-
kowa¢ dwie formy taficucha niezmiennego, p31 i p41, ktére
sg rezultatem alternatywnego splicingu RNA. Warianty te
réznig sie tym, ze tancuch p4l posiada dodatkowg sekwen-
cje 64 aminokwaséw o znaczacej homologii do sekwencji
domeny typu 1 tyroglobuliny [55]. Mechanizm oddziaty-
wania domeny typu 1 tyroglobuliny z proteazg cysteinowa
zostat opisany na podstawie struktury krystalograficznej
fragmentu taricucha p4l w kompleksie z katepsyng L [61].
Sposob, w jaki fragment fancucha niezmiennego p4l od-
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dziatuje ze szczeling miejsca aktywnego katepsyny L przy-
pomina model inhibicji wykorzystywany przez cystatyny,
stanowigc przyktad ewolucji konwergentnej, gdyz inhibi-
tory te prezentujg odmienny wzo6r sfatdowania. Wielkos¢
fragmentu tancucha niezmiennego p4l wynosi okoto dwie
trzecie wielkosci stefiny B. Obydwa biatka charakteryzuja
sie zupetnie inng topologia w tej czesci, ktdéra nie jest bez-
posrednio zaangazowana w wigzanie si¢ z proteaza. Jednak
zaréwno stefina B, jak réwniez domena tyroglobuliny typu
1 tancucha niezmiennego p4l sg czgsteczkami tworzacy-
mi strukture w kszatcie klina, ktéra przestrzennie pasuje
do szczeliny miejsca aktywnego cysteinowych peptydaz.
Czasteczka fragmentu tancucha niezmiennego p4l ztozona
jest z dwoch subdomen, z ktérych kazda stabilizowana jest
wigzaniami disiarczkowymi. Pierwsza subdomene budu-
je krotka struktura a-helisy i struktura (3 natomiast druga
subdomene stanowi tréjpasmowa antyréwnolegta struk-
tura p-kartki. Za kontakt z enzymem odpowiedzialna jest
hydrofobowa krawedz utworzona z trzech peli. Najszersza
petla N-korica lezy w obrebie pierwszej subdomeny, pod-
czas gdy pozostate dwie tworzg p-zgiecia w obszarze dru-
giej subdomeny [61]. W przeciwienistwie do nieselektywnie
dziatajgcych cystatyn, fragment taricucha niezmiennego p41
jest w stanie hamowac¢ aktywnoé¢ katepsyny L, podczas gdy
w stosunku do bardzo podobnej endopeptydazy, katepsy-
ny S, nie wykazuje aktywnosci inhibitorowej. Specyficznosé
dziatania fragmentu p4l zostala wytlumaczona utworze-
niem dodatkowych kontaktéw, szczeg6lnie z resztami do-
meny R enzymu, ktére wspoéttworzg miejsca wigzace S2
i SI' odpowiedzialne przeciez za specyficzno$¢ substratowg
proteaz papainowych. Warto wspomnie¢, ze fragment tan-
cucha p41 jest rdwniez silnym inhibitorem kruzypainy (K. =
0,0058 nM) [54],

Ekwistatyna, biatko o masie czgsteczkowej 22 kDa wyizo-
lowane z morskiego ukwiatu Actinia equina, jest nietypowa
tyroping ztozong z trzech domen typu 1 tyroglobuliny [56,
57, 62]. Wyjatkowos¢ ekwistatyny dotyczy jej zdolnosci ha-
mowania aktywnosci proteaz dwéch typow katalitycznych,
peptydaz cysteinowych i proteazy aspartylowej [63], Papa-
ina i katepsyna D moga by¢ wigzane i hamowane jednocze-
$nie przez ekwistatyne, co sugeruje, ze miejsca wigzace dla
tych enzymow sa fizycznie rozdzielone. W celu okres$lenia
strukturalnych podstaw mechanizmu inhibicji wykorzysty-
wanego przez ekwistatyne, jej trzy domeny zostaty oddziel-
nie sklonowane i produkowane przez komorki drozdzy
Pichia pastoris [64, 65], Badania te potwierdzity, ze za ak-
tywnos$¢é hamowania papainy odpowiedzialna jest pierwsza
domena, za aktywno$¢ hamowania katepsyny D - druga
domena, a state kinetyczne otrzymane dla poszczeg6lnych
domen sg poréwnywalne z wartosciami tych statych wy-
znaczonych dla catej czgsteczki ekwistatyny [66], Jak dotad
docelowy enzym dla domeny trzeciej nie jest znany. Ana-
liza strukturalna domen za pomocg dichroizmu kotowego
ujawnita, ze interakcja drugiej domeny z katepsyng D pro-
wadzi do zmian konformacyjnych, ktére nie sg obserwowa-
ne podczas oddziatywania domeny pierwszej z papaina.

Niewiele wiadomo jest o budowie, mechanizmie hamo-
wania aktywnosci i funkcjach trzech pozostatych biatek
nalezacych do tyropin, czyli ECI, saksyfiliny i testikanu-1.
ECI jest niewielkim biatkiem o masie molekularnej okoto
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9 kDa, majagcym jedng domene typu 1 tyroglobuliny [58].
Aktywnos¢ inhibicyjna proteoglikanu testikanu-1 jest nieza-
lezna od jego tancuchéw chondroitynosiarczanowych. Wy-
kazano réwniez, ze testikan-1 moze stabilizowaé¢ aktywno$¢
katepsyny L w neutralnym pH [60], Z kolei saksyfilina jest
biatkiem o masie molekularnej 91 kDa, zawierajacym dwie
domeny typu 1 tyroglobuliny, posiadajgcym zdolnos¢ wig-
zania neurotoksyny o nazwie saksytoksyna [59].

INHIBITORY HOMOLOGICZNE DO
PROPEPTYDOW PROTEAZ CYSTEINOWYCH

Peptydazy cysteinowe rodziny papainowej sg syntety-
zowane jako nieaktywne prekursory, ktérych aktywacja
nastepuje poprzez proteolityczne usuniecie N-koncowego
propeptydu, nazywanego tez czesto prosegmentem, prore-
gionem, czy prodomeng [17-19], Proces aktywacji prokatep-
syn cysteinowych ma miejsce w péznych endosomach i lizo-
somach, gdzie kluczowg role odgrywa niskie pH, a funkcje
pomocniczg petnig prawdopodobnie glikozaminoglikany,
razem znaczgco ostabiajgce oddziatywania pomiedzy pro-
peptydem iczesScig katalityczng enzymu [17]. Gtowna funk-
cja propeptydu jest kontrola aktywnosci proteazy, z ktérg
jest potgczony od momentu syntezy, ale jest on réwniez
odpowiedzialny za stabilizacje i prawidtowe sfaldowanie
czasteczki enzymu [17]. Wykazano, ze in vitro propeptydy
zachowuja sie rzeczywiscie jak inhibitory dla swoich ro-
dzicielskich proteaz, charakteryzujac sie przy tym wysoka
selektywnos$cig w stosunku do nich [67, 68], Niestety nie
istnieje zaden dowod, ktéry potwierdzitby hipoteze, ze in
vivo po aktywacji proenzyméw, proregiony moga nadal
petni¢ swoje funkcje inhibitorowe [17]. Poniewaz poczat-
kowe badania przedstawiaty propeptydy jako niekowalen-
cyjne, odwracalne i wysoce selektywne inhibitory katepsyn
cysteinowych uczestniczagcych w patomechanizmie wielu
chordb cztowieka, staty sie przedmiotem intensywnych
badanh z przeznaczeniem terapeutycznym. Przeprowadzo-
ne ponownie kinetyczne analizy potwierdzity wybi6rczos¢
dziatania propeptydéw katepsyn S, L i K miedzy papaing
i katepsyna B z jednej strony, a katepsynami L, Si K z dru-
giej strony. Badania te dowodza jednak, ze nie istnieje wy-
soka selektywnos$¢ wsrdd propeptydow katepsyn S, L i Kw
stosunku do ich rodzicielskich enzymow [69], Wyjatek sta-
nowi propeptyd katepsyny L, ktéry jest 550 razy silniejszym
inhibitorem katepsyny L niz katepsyny S. Zaskakujacy jest
natomiast fakt, ze propeptyd katepsyny S jest silniejszym
inhibitorem dla katepsyny L niz dla samej katepsyny S. Za
specyficznos¢ propeptydow katepsyn L i S odpowiedzialna
jest prawdopodobnie cze$¢ N-koncowa tych proregionéw
[70].

W skiad rodziny 129, oprocz propeptyddéw katepsyn cy-
steinowych, wchodza réwniez dwa antygeny cytotoksycz-
nych limfocytéw T myszy: CTLA-2a i CTLA-2P [71, 72];
dwa inhibitory izolowane z hemolimfy motyla jedwabnika
Bombyx mori: BCPI a i BCPI p (ang. Bombyx cysteine proteina-
se inhibitor) [73, 74]; oraz salaryna (ang. salarin) izolowana
z tososia Salmo salar [75, 76], Odkrycie inhibitoréw, ktérych
sekwencja jest homologiczna do sekwencji znanych propep-
tydoéw proteaz cysteinowych, dowodzi, ze niektére z tych
proregionéw mogly ewoluowaé jako autonomiczne cza-
steczki. Wartosci statych inhibicji wymienionych inhibito-
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row zostaty zebrane w Tabeli 2. Nie jest znany mechanizm
dziatania opisanych inhibitoréw - homologéw propepty-
dow proteaz cysteinowych, mozna jedynie domyslac sie,
ze sposob ich wigzania sie z proteazami bedzie podobny
do sposobu interakcji propeptydéw z enzymami rodziciel-
skimi. Na podstawie sekwencji aminokwasowej i dtugosci
proregionéw proteazy papainowe podzielono na dwie pod-
rodziny [77, 78]. Typowym przyktadem podrodziny zawie-
rajgcej krotszy propeptyd jest katepsyna B (~ 60 reszt ami-
nokwasowych), a podrodziny z dituzszym propeptydem
- katepsyna L i papaina (~ 100 reszt aminokwasowych).
Okres$lenie struktury przestrzennej kilku enzymow nalezg-
cych do tych podrodzin, pozwolito stwierdzi¢, ze pomimo
braku znaczacego podobienstwa sekwencji aminokwasowej
wszystkie propeptydy wykazujg podobny typ sfaldowania
i tym samym podobny mechanizm inhibicji. Proregion ka-
tepsyny L zbudowany jest z dwéch odrebnych czeéci. Frag-
ment N-kohcowy tworzy mini-domene, ztozong z dwdéch
a-helis i pasma struktury p biegngcego antyréwnolegle do
drugiej helisy [77). Mini-domena znajduje sie po przeciw-
nej stronie korica aminowego dojrzatego enzymu i wiaze
sie z jedng z petli powierzchni katepsyny L, ktorg nazwa-
no ,,petla wigzacg proregion" (PBL, ang. proregion binding
loop). Lancuch polipeptydowy czesci C-koncowej propepty-
du biegnie wzdtuz szczeliny miejsca aktywnego katepsyny
L blokujgc do niego dostep. Propeptyd wigze sie wiec do
szczeliny miejsca aktywnego w przeciwnym Kkierunku niz
substrat. Ten odwrocony kierunek powoduje, ze wigzanie
peptydowe znajdujgce sie blisko katalitycznej cysteiny jest
nieprawidtowo ustawione, zapobiegajgc w ten sposob hy-
drolizie. Prowadzone sg intensywne badania majace na celu
konstruowanie syntetycznych propeptydéw charakteryzu-
jacych sie wysoka specyficznos$cig dla poszczeg6lnych ka-
tepsyn cysteinowych [79, 80],

PODSUMOWANIE

Wszystkie biatkowe inhibitory proteaz, w tym proteaz
cysteinowych, uniemozliwiajg dostep substratu do miej-
sca aktywnego enzymu poprzez utworzenie przeszkody
przestrzennej [2, 14]. Cystatyny posrednio blokujg miejsce
aktywne proteaz CA1l, gdyz nie dochodzi do interakcji z ka-
talityczng resztg cysteiny. Trzy konserwatywne, oddalone
od siebie w sekwencji aminokwasowej, regiony cystatyn
kontaktujg sie ze szczeling miejsca aktywnego docelowego
enzymu: dwie p-petle i segment N-kohcowy, ktory wiaze
sie w sposob podobny do substratu, ale w pozycji Pl od-
wraca sie od reszty cysteiny nie dopuszczajgc do nukle-
ofilowego ataku. Te trzy fragmenty tworza hydrofobowa
krawedz w ksztatcie klina komplementarng do szczeliny
miejsca aktywnego proteazy [39, 40]. Podobng strukture
hydrofobowej krawedzi, ale utworzong z trzech petli, maja
tyropiny. Struktura krystalograficzna fragmentu tancucha
niezmiennego p4l nalezacego do tej rodziny w kompleksie
z katepsyng L potwierdzita, ze te trzy petle wigzg sie z miej-
scem aktywnym enzymu w sposéb podobny do cystatyn,
ale wykorzystujg dodatkowe miejsca kontaktu, przez co
wykazujg wiekszg specyficzno$¢ proteazowg [61]. Inhibi-
tory homologiczne do propeptyddéw proteaz cysteinowych
stosujg inng niz cystatyny i tyropiny strategie blokowania
aktywnosci enzymu, opisang na podstawie struktury kry-
stalograficznej proenzymow katepsynowych. Propeptyd
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wigze sie do szczeliny miejsca aktywnego w przeciwnym
kierunku niz substrat, utrzymujgc katalitycznie nieaktyw-
ny stan proenzymu [77, 78], Wigzanie zar6wno cystatyn,
tyropin jak i propeptydéw z proteazami cysteinowymi CAl
ma charakter niekowalencyjny [13, 14]. Niekowalencyjne
kompleksy z proteazami tworza réwniez chagasyna i kli-
tocypina. Do chwili obecnej nie zostata poznana struktura
przestrzenna tych inhibitoréow, zasugerowano jednak, ze
mechanizm inhibicji proteaz papainowych przez chagasyne
przypomina prawdopodobnie strategie krawedzi wykorzy-
stywang przez cystatyny i tyropiny [7, 14]. Niewiele row-
niez wiadomo o strukturalnych podstawach mechanizmow
hamowania aktywnosci proteaz CAl przez roslinne inhibi-
tory typu Kunitza i Bowmana-Birka [10-12, 23]. Inhibitory
»putapki” (14, 139) moga hamowac¢ aktywnos¢ tylko endo-
peptydaz, gdyz mechanizm ich dziatania wymaga rozciecia
wewnetrznego wigzania peptydowego inhibitora, co powo-
duje zmiane konformacyjna jego czasteczki, dzieki ktorej
enzym zostaje ztapany w putapke. Uwaza sig, ze serpiny
hamujg aktywno$¢ proteaz cysteinowych w spos6b podob-
ny do tego, ktory wykorzystujag podczas inhibicji proteaz
serynowych, chociaz i w tym przypadku brak jest danych
strukturalnych ostatecznie potwierdzajgcych to zatozenie.
Serpiny wigzg sie z docelowym enzymem w sposéb podob-
ny do substratu, kowalencyjnie oddziatujgc z katalityczng
resztg cysteiny badz seryny [8, 9, 14]. Poznanie sposobow
interakcji niedawno odkrytych biatkowych inhibitorow
z ich docelowg proteaza cysteinowg moze dostarczy¢ no-
wych pomystdéw na projektowanie syntetycznych inhibito-
row z myslg o ich terapeutycznym zastosowaniu.

PISMIENNICTWO

1. Rawlings ND, Barrett AJ (1999) MEROPS: the peptidase database.
Nucleic Acids Res 27: 325-331

2. Bode W, Huber R (2000) Structural basis of the endoproteinase
- protein inhibitor interaction. Biochim Biophys Acta 1477: 241-252

3. Dubin G (2005) Proteinaceous cysteine protease inhibitors. Cell Mol
Life Sci 62:1-17

4. Brzin J, Rogelj B, Popovic T, Strukelj B, Ritonja A (2000) Clitocypin,
a new type of cysteine proteinase inhibitor from fruit bodies of mu-
shroom Clitocybe nebularis. J Biol Chem 275: 20104-20109

5. Kidri¢ M, Fabian H, Brzin J, Popovic T, Pain RH (2002) Folding, sta-
bility and secondary structure of a new dimeric cysteine proteinase
inhibitor. Biochem Biophys Res Commun 297: 962-967

6. Monteiro ACS, Abrahamson M, Lima APCA, Vannier-Santos MA,
Scharfstein J (2001) Identification, charcterization and localization of
chagasin, a tight-binding cysteine protease inhibitor in Trypanoso-
ma cruzi. J Cell Sci 114: 3933-3942

7. Rigden DJ, Mosolov VV, Galperin MY (2002) Sequence conservation
in the chagasin family suggests a common trend in cysteine prote-
inase binding by unrelated protein inhibitors. Protein Sci 11: 1971-
-1977

8. Schick C, Brdmme D, Bartuski AJ, Uemura Y, Schechter NM, Silver-
man GA (1998) The reactive site loop of the serpin SCCAL is essen-
tial for cysteine proteinase inhibition. Proc Natl Acad Sci USA 95:
13465-13470

9. Al.-Khunaizi M, Luke CJ, Askew YS, Pak SC, Askew DJ, Cataltepe
S, Miller D, Mills DR, Tsu C, Bromme D, Irving JA, Whisstock JC,
Silverman GA (2002) The serpin SQN-5 is a dual mechanistic-class
inhibitor of serine and cysteine proteinases. Biochemistry 41: 3189-
-3199

10. Franco OL, Grossi DS, Sales MP, Mello LV, Oliveira AS, Rigden DJ
(2002) Overlapping binding sites for trypsin and papain on a Ku-

Postepy Biochemii 51 (3) 2005

nitz-type proteinase inhibitor from Prosopis juliflora. Proteins 49:
335-341

.Oliveira C, Santana LA, Carmona AK, Cezari MH, Sampaio MU,
Sampaio CAM, Oliva MLV (2001) Structure of cruzipain/cruzain in-
hibitors isolated from Bauhinia bauhinioides seeds. Biol Chem 382:
847-852

12. Hatano K, Kojima M, Tanokura M, Takahashi K (1996) Solution
structure of bromelain inhibitor VI from pineapple stem: structural
similarity with Bowman-Birk trypsin/ chymotrypsin inhibitor from
soybean. Biochemistry 35: 5379-5384

13. Turk B, Turk D, Salvesen GS (2002) Regulating cysteine protease
activity: essential role of protease inhibitors as guardians and regu-
lators. Curr Pharm Des 8:1623-1637

14. Rzychon M, Chmiel D, Stec-Niemczyk J (2004) Modes of inhibition
of cysteine proteases. Acta Biochim Pol 51: 861-873

1

[N

15. Dubin G (2003) Defense against own arms: staphylococcal cysteine
proteases and their inhibitors. Acta Biochim Pol 50: 715-724

16. Barrett A J, Rawlings N D (2001) Evolutionary lines of cysteine pep-
tidases. Biol Chem 382: 727-733

17. Turk B, Turk D, Turk V (2000) Lysosomal cysteine proteases: more
than scavengers. Biochim Biophys Acta 1477: 98-111

18. Turk V, Turk B, Turk D (2001) Lysosomal cysteine proteases: facts
and opportunities. EMBO J 20: 4629-4633

19. Turk V, Turk B, Gunéar G, Turk D, Kos, J (2002) Lysosomal cathep-
sins: structure, role in antigen processing and presentation, and can-
cer. Advan Enzyme Regul 42: 285-303

20.Berdowska | (2004) Cysteine proteases as disease markers. Clin
Chim Acta 342: 41-69

21. Berdowska |, Siewinski M (2000) Rola katepsyn cysteinowych oraz
ich inhibitorow w procesach fizjologicznych i nowotworowych.
Postepy Biochem 46: 73-84

22. Poreba W, Gawlik K, Gutowicz J (2002) Katepsyna B a proces inwa-
zji nowotworowej. Postepy Biochemii 48:111-120

23. Rawlings N D, Tolle D P, Barrett AJ (2004) Evolutionary families of
peptidase inhibitors. Biochem J 378: 705-716

24. Turk V, Bode W (1991) The cystatins: protein inhibitors of cysteine
proteinases. FEBS Lett 285: 213-219

25. Turk B, Turk V, Turk D (1997) Structural and functional aspects of
papain-like cysteine proteinases and their protein inhibitors. Biol
Chem 378:141-150

26. Katunuma N, Kominami E (1995) Structure, properties, mechanisms
and assays of cysteine protease inhibitors: cystatins and E-64 deriva-
tives. Methods Enzymol 251: 382-397

27. Alvarez-Fernandez M, Barrett AJ, Gerhartz B, Dando PM, Ni J,
Abrahamson M (1999) Inhibition of mammalian legumain by some
cystatins is due to a novel second reactive site. J Biol Chem 274:
19195-19203

28. Brown W M, Dziegielewska K M (1997) Friends and relations of the
cystatin superfamily - new members and their evolution. Protein Sci
6: 5-12

29.Margis R, Reis EM, Villeret V (1998) Structural and phylogenetic
relationships among plant and animal cystatins. Arch Biochem Bio-
phys 359:24-30

30.Gburek J, Gotgb K (1996) Cystatyny pochodzenia roslinnego. Post
Biol Korn 23: 385-398

31. Henskens YMC, Veerman ECI, Amerongen AVN (1996) Cystatins in
health and diseases. Biol Chem 377: 71-86

32.Grzonka Z, Janowska E, Kasprzykowski F, Kasprzykowska R, Pan-
kiewicz L, Wiczk W, Wieczerzak E, Ciarkowski J, Drabik P, Janow-
ski R, Kozak M, Jaskolski M, Grubb A (2001) Structural studies of
cysteine proteases and their inhibitors. Acta Biochim Pol 48:1-20

33.NiJ, Abrahamson M, Zhang M, Alvarez-Fernandez M, Grubb A, Su
J, Yu G, Li Y, Parmelee D, Xing L, Coleman T A, Gentz S, Thotakura
R, Nguyen N, Hesselberg M, Gentz R (1997) Cystatin E is a novel
human cysteine proteinase inhibitor with structural resemblance to
family 2 cystatins. J Biol Chem 272:10853-10858

325



34. Sotiropoulou G, Anisowicz A, Sager R (1997) Identification, cloning,
and characterization of cystatin M, a novel cysteine proteinase inhi-
bitor, down-regulated in breast cancer. J Biol Chem 272: 903-910

35.NiJ, Alvarez-Femandez M, Danielsson L, Chillakuru R A, Zhang J,
Grubb A, SuJ, Gentz R, Abrahamson M (1998) Cystatin F is a glyco-
sylated human low molecular weight cysteine proteinase inhibitor.
J Biol Chem 273: 24797-24804

36. Halfon S, Ford J, Foster J, Dowling J, Lucian L, Sterling M, Xu Y, We-
iss M, lkeda M, Liggett D, Helms A, Caux C, Lebecque S, Hannum
C, Menon S, McClanahan T, Gorman D, Zurawski G (1998) Leuko-
cystatin, a new class Il cystatin expressed selectively by hematopo-
ietic cells. J Biol Chem 273: 16400-16408

37.Filler G, Bokenkamp A, Hofmann W, Bricon T, Martinez-Bru C,
Grubb A (2005) Cystatin C as a marker of GFR - history, indications,
and future research. Clin Biochem 38:1-8

38. Cornwall GA, Hsia N (2003) A new subgroup of the family 2 cysta-
tin. Mol Cell Endocrinol 200:1-8

39. Bode W, Engh R, Musil D, Thiele U, Huber R, Karshikov A, Brzin
J, Kos J, Turk V (1988) The 2.0 A X-ray crystal structure of chicken
egg white cystatin and its possible mode of interaction with cysteine
proteinases. EMBO J 7: 2593-2599

40. Stubbs MT, Laber B, Bode W, Huber R, Jerala R, Lenarcie B, Turk
V (1990) The refined 2.4 A X-ray crystal structure of recombinant hu-
man stefin B in complex with the cysteine proteinase papain: a novel
type of proteinase inhibitor interaction. EMBO J 9:1939-1947

41.Dieckmann T, Mitschang L, Hofmann M, Kos J, Turk V, Auerswald
EA, Jaenicke R, Oschkinat H (1993) A structures of native phospho-
rylated chicken cystatin and of a recombinant unphosphorylated
variant in solution. J Mol Biol 234:1048-1059

42. Martin JR, Craven J, Jerala R, Kroon-Zitko L, Zerovnik E, Turk V,
Waltho J P (1995) The three-dimensional solution structures of hu-
man stefin A.J Mol Biol 246: 331-343

43.Tate S, Ushioda T, Utsunomiya-Tate N, Shibuya K, Ohyama Y, Na-
kano Y, Kaji H, Inagaki F, Samejima T, Kainosho M (1995) Solution
structure of a human cystatin A vatiant, cystatin A2' 8 M65L, by
NMR spectroscopy. A possible role of the interactions between the
N- and C-termini to maintain the inhibitory active form of cystatin
A. Biochemistry 34:14637-14648

44, Craven CJ, Baxter NJ, Murray EH, Hill NJ, Martin JR, Ylinenjarvi
K, Bjork I, Waltho JP, Murray IA (2000) Wild-type and Met-65 —
Leu variants of human cystatin A are functionally and structurally
identical. Biochemistry 39: 15783-15790

45.Nagata K, Kudo N, Abe K, Arai S, Tanokura M (2000) Three-dimen-
sional solution structure of oryzacystatin-I, a cysteine proteinase in-
hibitor of the rice, Oryza sativa L. japdnica. Biochemistry 39:14753-
-14760

46.Ekiel I, Abrahamson M, Fulton DB, Lindahl P, Storer AC, Levadoux
W, Lafrance M, Labelle S, Pomerleau Y, Groleau D, LeSauteur L,
Gehring K (1997) NMR structural studies of human cystatin C di-
mers and monomers. J Mol Biol 271: 266-277

.Jaskélski M (2001) 3D domain swapping, protein oligomerization,
and amyloid formation. Acta Biochim Pol 48: 807-827

48.Sanders A, Craven CJ, Higgins LD, Giannini S, Conroy MJ, Houn-
slow AM, Waltho JP, Staniforth RA (2004) Cystatin forms a tetramer
through structural rearrangement of domain-swapped dimers prior
to amyloidogenesis. ] Mol Biol 336:165-178

49.Jenko S, Dolenc I, Gunéar G, Dobersek A, Podobnik M, Turk D (2003)
Crystal structure of stefin A in complex with cathepsin H: N-termi-
nal residues of inhibitors can adapt to the active sites of endo- and
exopeptidases. J Mol Biol 326: 875-885

50. Musil D, Zucic D, Turk D, Engh R A, Mayr |, Huber R, Popovic T,
Turk V, Towatari T, Katunuma N, Bode W (1991) The refined 2.15
A X-ray crystal structure of human liver cathepsin B: the structural
basis for its specificity. EMBO J 10: 2321-2330

51. llly Ch, Quraishi O, Wang J, Purisima E, Vernet T, Mort JS (1997)
Role of the occluding loop in cathepsin B activity. J Biol Chem 272:
1197-1202

4

hy)

326

&

(2]

S

[T}

iy

52. Nycander M, Estrada S, Mort JS, Abrahamson M, Bjork | (1998) Two-

-step mechanism of inhibition of cathepsin B by cyastatin C due to
displacement of the proteinase occluding loop. FEBS Lett 422: 61-64

.Pavlova A, KrupaJC, MortJS, Abrahamson M, Bjork | (2000) Cysta-

tin inhibition of cathepsin B requires dislocation of the proteinase
occluding loop. Demonstration by release of loop anchoring thro-
ugh mutation of HisllO. FEBS Lett 487:156-160

. Lenarcie B, Bevec T (1998) Thyropins - new structurally related pro-

teinase inhibitors. Biol Chem 379:105-111

.Bevec T, Stoka V, Pugeréi¢ G, Dolenc I, Turk V (1996) Major histo-

compatibility complex class ll-associated p4l invariant chain frag-
ment is a strong inhibitor of lysosomal cathepsin L. J Exp Med 183:
1331-1338

. Lenarcie B, Ritonja A, Strukelj B, Turk B, Turk V (1997) Equistatin,

a new inhibitor of cysteine proteinases from Actinia equina, is struc-
turally related to thyroglobulin type-1 domain. J Biol Chem 272:
13899-13903

. Lenarcie B, Ritonja A, Strukelj B, Turk B, Turk V (1998) J Biol Chem

272: 13899-13903, Additions and Corrections. J Biol Chem 273:
12682-12683

.Yamashita M, Konagaya S (1996) A novel cysteine protease inhibitor

of the egg of chum salmon, containing a cysteine-rich thyroglobulin-
-like motif. J Biol Chem 271:1282-1284

.Lenarcie B, Krishnan G, Borukhovich R, Ruck B, Turk V, Moczy-

diowski E (2000) Saxiphilin, a saxitoxin-binding protein with two
thyroglobulin type 1 domains, is an inhibitor of papain-like cysteine
proteinases. J Biol Chem 275:15572-15577

. Bocock JP, Edgell CS, Marr HS, Erickson A H (2003) Human prote-

oglycan testican-1 inhibits the lysosomal cysteine protease cathepsin
L. EurJ Biochem 270: 4008-4015

.Guncar G, Pungerci¢ G, Klemen¢i¢ I, Turk V, Turk D (1999) Cry-

stal structure of MHC class ll-associated p4l li fragment bound to
cathepsin L reveals the structural basis for differentiation between
cathepsins L and S. EMBO J 18: 793-803

.Strukelj B, Lenarc¢i¢ B, Gruden K, Pungeréar J, Rogelj B, Turk V,

Bosch D, Jongsma MA (2000) Equistatin, a protease inhibitor from
the sea anemone Actinia equina, is composed of three structural and
functional domains. Biochem Biophys Res Commun 269: 732-736

. Lenarcie B, Turk V (1999) Thyroglobulin type-1 domains in equista-

tin inhibit both papain-like cysteine proteinases and cathepsin D.
J Biol Chem 274: 563-566

. Rogelj B, Strukelj B, Bosch D, Jongsma MA (2000) Expression, puri-

fication, and characterization of equistatin in Pichia pastoris. Protein
Express Purif 19: 329-334

. Outchkourov NS, Stiekema WJ, Jongsma MA (2002) Optimization of

the expression of equistatin in Pichia pastoris. Protein Express Purif
24:18-24

66.Galesa K, Pain R, Jongsma MA, Turk V, Lenar¢i¢ B (2003) Structu-

ral characterization of thyroglobulin type-1 domains of equistatin.
FEBS Lett 539:120-124

. Carmona E, Dufour E, PlouffeC, Takebe S, Mason P, MortJS, Ménard

R (1996) Potency and selectivity of the cathepsin L propeptide as an
inhibitor of cysteine proteases. Biochemistry 35: 8149-8157

. Billington CJ, Mason P, Magny M-C, Mort JS (2000) The slow-bin-

ding inhibition of cathepsin K by its propeptide. Biochem Biophys
Res Commun 276: 924-929

.Guay J, Falgueyret J-P, Ducret A, Percival MD, Mancini JA (2000)

Potency and selectivity of inhibition of cathepsin K, L and S by their
respective propeptides. Eur J Bioch 267: 6311-6318

.Guo YL, Kurz U, Schultz JE, Lim CC, Wiederanders B (2000) The

al/2 helical backbone of the prodomains defines the intrinsic inhi-
bitory specificity in the cathepsin L-like cysteine protease subfamily.
FEBS Lett 469: 203-207

.Delaria K, Fiorentino L, Wallace L, Tamburini E, Brownell E, Muller

D (1994) Inhibition of cathepsin L-like cysteine proteases by cytoto-
xic T-lymphocyte antigen-2p. J Biol Chem 269: 25172-25177

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

72. Kurata M, Hirata M, Watabe S, Miyake M, Takahashi SY, Yamamoto
Y (2003) Expression, purification, and inhibitory activities of mouse
cytotoxic T-lymphocyte antigen-2a. Protein Express Purif 32: 119-
-125

73. Yamamoto Y, Watabe S, Kageyama T, Takahashi SY (1999) A novel
inhibitor protein for Bombyx cysteine proteinase is homologous to
propeptide regions of cysteine proteinases. FEBS Lett 448: 257-260

74. Kurata M, Yamamoto Y, Watabe S, Makino Y, Ogawa K, Takahashi
SY (2001) Bombyx cysteine proteinase inhibitor homologous to pro-
peptide regions of cysteine proteinases is a strong, selective inhibi-
tor of cathepsin L-like cysteine proteinases. J Biochem 130: 857-863

75.Ylonen A, Rinne A, Herttuainen J, Bogwald J, Jarvinen M, Kalkkinen
N (1999) Atlantic salmon (Salmo salar L.) skin contains a novel Kini-
nogen and another cysteine proteinase inhibitor. Eur J Biochem 266:
1066-1072

76.Olonen A, Kalkkinem N, Paulin L (2003) A new type of cysteine pro-
teinase inhibitor - the salarin from Atlantic salmon (Salmo salar L.)
and Arctic charr (Salvelinus alpinus). Biochimie 85: 677-681

77.Cygler M, MortJS (1997) Proregion structure of members of the pa-
pain superfamily. Mode of inhibition of enzymatic activity. Biochi-
mie 79: 645-652

78.Groves MR, Coulombe R, Jenkins J, Cygler M (1998) Structural basis
for specificity of papain-like cysteine proteases proregions toward
their cognate enzymes. Proteins 32: 504-514

79. Chowdhury SF, Sivaraman J, Wang J, Devanathan G, Lachance P, Qi
H, Ménard R, Lefebre J, Konishi Y, Cygler M, Sulea T, Purisima EO
(2002) Design of noncovalent inhibitors of human cathepsin L from
the 96-residue proregion to optimized tripeptides. ) Med Chem 45:
5321-5329

80. Wiederanders B (2003) Structure-function relationships in class CAl
cysteine peptidase propeptides. Acta Biochim Pol 50: 691-713

Cystatins, thyropins and inhibitors homologous

to propeptides of cysteine proteases.

Katarzyna Gawlik , Wojciech Poreba, Jan Gutowicz

Department of Physical Chemistry of Microorganisms, Institute of Genetics and Microbiology, University of Wroclaw, 63 Przybyszewskiego St.,

51-148 Wroclaw, Poland
‘e-mail: katgaw@microb.uni.wroc.pl

Key words: CALl cysteine proteases, papain family, inhibitors, cystatins, thyropins, propeptide

ABSTRACT

Protein inhibitors of proteolytic enzymes play an important role in regulating the activity of endogenous proteases and in host defense mecha-
nisms against pathogens preventing the deleterious effects of exogenous proteases. In recent years a great interest in protein inhibitors of
cysteine proteases has increased due to the extensive growth of knowledge about the contribution of cysteine proteases to pathological proc-
esses associated with many human diseases, as well as due to prospects for treatment of these disorders which may arise from the thorough
understanding of their inhibitory mechanisms. This paper reviews the most important aspects of three families of cysteine protease inhibi-
tors: cystatins, thyropins and inhibitors homologous to propeptides of cysteine proteases. Special attention is given to structural bases of the
interactions between the inhibitors and their target enzymes. The paper presents a general characterization of the families according to the

MEROPS classification of protease inhibitors, pointing out new members.
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Stowa kluczowe: Pekniecia dwuniciowe DNA,
system NHEJ

Wykaz skrotow: 3'ss - jednoniciowe fragmenty
DNA z koncowa grupg 3'-OH; 5'ss - jednoni-
ciowe fragmenty DNA z koricowa grupg 5'-P;
ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) - biatko
zespotu ataxia-telangiectasia; ATR (ang. ataxia
telangiectasia and Rad3 related)- biatko zwigzane
z zespotem Ataxia-telangiectasia; BLM (ang.
Bloom syndrome protein) - biatko zwigzane
z wystepowaniem zespotu Blooma; DNA-PK
(ang. DNA-dependent protein kinase) - biatko-
wa kinaza zalezna od DNA; DNA-PKcs (ang.
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit)
- podjednostka katalityczna biatkowej kinazy
zaleznej od DNA; HR (ang. homologous recombi-
nation repair) - system naprawy przez rekombi-
nacje homologiczng; Ku70, Ku80 - podjednost-
ki autoantygenu Ku; NHEJ (ang. nonhomologo-
us DNA end-joining) - system naprawy przez
niehomologiczne taczenie korcéw DNA; nt
- nukleotyd; RAGI, RAG2 (ang. recombination
activating genes) - geny aktywujgce rekombina-
cje; SCID (ang. severe combined immunodeficiency
syndrome) - ciezki ztozony niedobér immu-
nologiczny; SSA (ang. single strand annealing)
- naprawa przez dopasowywanie pojedyn-
czych nici; TDT (ang. terminal deoxytransferase)
- terminalna transferaza; deoksyrybonukleoty-
dowa; V(D)J (ang. variable [diversity] joining)
- segmenty genowe kodujace przeciwciata
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STRESZCZENIE

eknigcia dwuniciowe DNA (DSB) sg uszkodzeniami szczegdélnie niebezpiecznymi dla

komoérek. Naprawa tych uszkodzen zapobiega fragmentacji chromosoméw, transloka-
cji fragmentéw chromosomoéw oraz ich delecji. W komdrkach cztowieka system NHEJ jest
gtdbwnym systemem naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA. Naprawa DSB za pomocg szlaku
NHEJ polega na bezposrednim potgczeniu dwaéch koncéw DNA. Proces ten jest procesem
niedoktadnym, ktéry bardzo czesto powoduje zmiany w sekwencji DNA. Zjawisko to jest
spowodowane poprzez przeksztatcenie nieligowalnych koricow DNA w kornice mogace pod-
lega¢ taczeniu (ligacji). Gtowne sktadniki biatkowe systemu NHEJ to podjednostka katali-
tyczna kinazy zaleznej od DNA (DNA-PKcs), biatka Ku, ligaza IV, XRCC4 i Artemis. W tej
publikacji przedstawiono aktualng wiedze o mechanizmach naprawy dwuniciowych pek-
nie¢ DNA za pomocg systemu NHEJ w komérkach cztowieka.

WPROWADZENIE

Integralno$¢ genomowego DNA jest zagrozona poprzez dziatanie czynnikow
endo- i egzogennych. Uszkodzenia DNA majg réznorodny charakter, dlatego
tez komorki wytworzyty szereg mechanizméw ich naprawy. Znaczenie syste-
mow naprawy uszkodzern DNA dla prawidtowego dziatania organizmu widac
na przyktadzie fenotypow o0séb chorych na zespét Cockayne'a, Taya (Trichotio-
dystrofia), Xeroderma pigmentosum, oraz z niepolipowatym dziedzicznym rakiem
jelita grubego. Choroby te sg przyktadami chorob, ktére sg spowodowane mu-
tacjami w genach kodujacych biatka systeméw naprawy uszkodzen DNA [1-3].
Defekty w naprawie uszkodzen DNA bedace konsekwencjg tych mutacji pre-
dysponujg ich nosicieli do wystgpienia chor6b nowotworowych i/lub zaburzen
neurologicznych. Utrzymanie integralno$ci genomu wymaga oprocz sprawnego
systemu naprawy uszkodzen DNA réwniez odpowiedniej regulacji kolejnych
faz cyklu komorkowego poprzez system punktéw kontrolnych [4], Zatrzymanie
cyklu komérkowego daje komoérce czas na naprawe uszkodzen DNA przed roz-
dziatem materialu genetycznego do komoérek potomnych. Choroby zwigzane
z nieprawidtowo dziatajgcym systemem kontroli cyklu komdérkowego to min.
ataxia telangiectasia i zesp6t Nijmegen, w ktérych chorzy wykazujg nadwrazli-
wos$¢ na czynniki uszkadzajagce DNA oraz niestabilno$¢ genomu [5-7],

PEKNIECIA DWUNICIOWE DNA | ICH NAPRAWA

Pekniecia dwuniciowe DNA (ang. double strand breaks, DSB) sg uszkodzenia-
mi szczegOblnie niebezpiecznymi dla komorek. Powstajg one w wyniku ekspo-
zycji komorek na promieniowanie jonizujace i wolne rodniki, podczas replikacji
nici zawierajacej pojedyncze pekniecie DNA, w wyniku dziatania topoizomeraz
DNA typu Il oraz systeméw naprawy DNA przez wycinanie i naprawy mie-
dzyniciowych wigzah krzyzowych DNA-DNA a takze podczas formowania
na obu niciach helisy DNA blisko siebie potozonych peknie¢ jednoniciowych.
W komorkach cztowieka w wyniku proceséw endogennych pekniecia dwu-
niciowe powstajg w tempie jednego na 108 pz na cykl komoérkowy. Nienapra-
wione mogg powodowac $mier¢ komarki lub transformacje nowotworowg po-
przez inaktywacje genéw kodujacych supresory nowotworéw (np. w wyniku
delecji) lub aktywacje onkogendw (np. poprzez translokacje) [8, 9]. Naprawa
DSB w komorkach ssakéw oraz drozdzy moze odbywac sie poprzez trzy szla-
ki naprawy: rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination repair,
HR), niehomologiczne taczenie koncéw DNA (ang. nonhomologous end-joining,
NHEJ) i dopasowywanie pojedynczych nici DNA (ang. single strand annealing,
SSA) [10-13] (Rys. 1). Rekombinacja homologiczna polega na odtworzeniu pier-
wotnej struktury chromosomu przy udziale jego nieuszkodzonego homologu.
Naprawa przez dopasowywanie pojedynczych nici DNA uwazana jest za szcze-
g6lng klase naprawy przez rekombinacje homologiczng, w ktérej jako homolo-
gii wykorzystywane sg krétkie sekwencje powtdrzone znajdujgce sie w poblizu
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A) Rekombinacja homologiczna (HR) B) Niehomologiczne taczenie wolnych

koficow (NHEJ)
Ku70, Kuso
v DNA-PKcs
Artemis
XRCC4, Ligaza IV

Biatka z rodziny RADS2

C) dopasowywanie pojedynczych nici DNA (SSA)

v

¥ RADS2, RADS

=

RAD1, RAD10
+ MSH2, MSH6

Rysunek 1. Naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA u eukariontéw. A) Pierwszym
etapem w rekombinacji homologicznej jest utworzenie jednoniciowych koncéw
3'. Nastepnie jedna z nici 3' dokonuje inwazji na homologiczne DNA dawcy, wy-
twarzajac petle D. W koficowym etapie nastgpuje synteza naprawcza na matrycy
nieuszkodzonej nici. B) Niehomologiczne taczenie wolnych koricéw polega na
ligacji koncéw dwaéch czasteczek DNA. W wyniku dopasowania do siebie kon-
céw nici dochodzi czesto do zmiany sekwencji nukleotydowej w miejscu uszko-
dzenia. C) Pierwszy etap naprawy DSB na drodze SSA polega na dopasowaniu
dwéch jednoniciowych zakoriczen DNA na podstawie mikrohomologii (-30 nt).
W procesie tym biorg udziat biatka Rad52 i Rad59. Nastepnie usuwane s frag-
menty poza obszarem homologii za pomocg kompleksu biatkowego ztozonego
z biatek Radl-RadlO oraz MSH2 i MSH6. W efekcie nastepuje utrata sekwencji
w miejscu uszkodzenia.

pekniecia. Sekwencje te sg wykorzystywane do wzajemne-
go dopasowania i potaczenia na zasadzie homologii jed-
noniciowych zakornczen dwéch fragmentéw DNA [14-19].
Efektywng naprawe zaobserwowano w przypadku homo-
logii o dtugosci okoto 30 pz [15]. Naprawa DSB w szlaku
NHEJ polega na bezposrednim potaczeniu dwéch wolnych
koncéw nici DNA. NHEJ oraz HR uczestniczag w poréwny-
walnym stopniu w usuwaniu dwuniciowych peknie¢ DNA
w komarkach ssakéw. O wyborze szlaku naprawy decyduje
najprawdopodobniej faza cyklu komdérkowego, aczkolwiek
nie mozna wykluczy¢ réwniez wptywu innych, dodatko-
wych czynnikéw [20], O wyborze szlaku naprawy moze
decydowaé wspotzawodnictwo o wolne konce nici DNA
pomiedzy dwoma kluczowymi biatkami systemu NHEJ
i HR, Ku70/80 oraz Rad52 [21], Rad52 wigze sie preferen-
cyjnie z dtugimi jednoniciowymi fragmentami kohcowymi
DNA. Takiej preferencji nie wykazuje Ku70/80, ktére wigze
sie ze wszystkimi mozliwymi do wystgpienia w przypadku
pekniecia dwoch nici DNA koncami [22], Struktura koncow
DNA moze mie¢, obok fazy cyklu komoérkowego w ktorej
wystgpito uszkodzenie, decydujacy wptyw na wybor sys-
temu naprawy [23, 24], Wzrost efektywnos$ci naprawy DSB
poprzez rekombinacje homologiczng u mutantow z wyta-
czonymi genami kodujgcymi biatka systemu NHEJ sugeruje
taczng kontrole nad obydwoma systemami naprawy [25].

Pekniecia dwuniciowe DNA mogg powodowac powsta-
wanie nastepujacych struktur koncowych DNA (Rys. 2):
konce nieligowalne (fosfoglikolany, zablokowane korice nie
podlegajace ligacji, uszkodzone nukleotydy, utracone lub
zmodyfikowane chemicznie zasady); tepy koniec-jednoni-
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tepy konlec - tepy koni
bezposrednia ligacja

tepy konlec - 5'ss

ligacja pojedynczej nici i wypeinienie
albo wypeinienie i ligacja jak w A

JEPR—,
——" e
¢ J3'ss - §'ss

ligacja pojedynczej nici i wypeinienie
albo wypeinienie i ligacja jak w A

D lod,

— J

polaryzacja
dopasowanie do krétkich
obszaréw homologii

d__ﬂ]—

Rysunek 2. Struktura peknigé dwuniciowych DNA i ich naprawa.

ciowe zakonczenie 5 (5'ss); tepy koniec-3'ss; 3'ss-5ss; kon-
ce o jednakowe]j polaryzacji. Wiekszos¢ DSB powstajacych
w wyniku dziatania wolnych rodnikéw, promieniowania
jonizujgcego oraz zwigzkéw chemicznych ma najczesciej
konce nie podlegajace ligacji, ktére muszg ulec przeksztal-
ceniom, dajac w ten sposo6b substrat dla ligazy. Modelowym
przyktadem takich uszkodzen sg pekniecia nici DNA po-
wodowane przez bleomycyne [25]. Bleomycyna, ktéra jest
lekiem przeciwnowotworowym, generuje pekniecia DNA,
w ktorych konce 5' zawierajg grupy fosforanowe a konce 3'
fosfoglikolany (-P04CH2CO00H). Naprawa peknie¢ dwu-
niciowych DNA w NHEJ przebiega w czterech etapach:
identyfikacja uszkodzenia, uformowanie struktury umozli-
wiajgcej zblizenie koncéw DNA, przeksztatcenie struktury
nieligowalnych koncéw DNA tak aby umozliwi¢ ich pota-
czenie, ligacja. Prace nad liniami komdérkowymi wrazliwy-
mi na promieniowanie gamma pozwolity na identyfikacje
podstawowych elementéw wchodzacych w skiad systemu
NHEJ [27], Naprawa DSB w NHEJ wymaga obecnosci na-
stepujacych biatek: XRCC4, ligazy 1V, Ku70, Ku80 oraz pod-
jednostki katalitycznej kinazy biatkowej zaleznej od DNA
(DNA-PKCcs).

Segmenty Segmenty Segmenty Segment
zmienne réznorodnosci faczace staty
1/— DDHOOO—/a HH— C
Rekombinacja D-J
Rekombinacja V-DJ
Transkrypcja i sktadanie
Rysunek 3. Rekombinacja V(D)J. Opis w tekscie.
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REKOMBINACIJA V(D)J

Pekniecia dwuniciowe DNA powstajg nie tylko w wy-
niku dziatania czynnikéw o charakterze chemicznym lub
fizycznym, sg takze wprowadzane przez komoérke w spo-
s6b kontrolowany, podczas procesOw rearanzacji genomo-
wych. Procesy te zachodzg w trakcie réznicowania uktadu
immunologicznego, w czasie ktérego dochodzi do wytwo-
rzenia funkcjonalnych genéw immunoglobulin i recepto-
row limfocytow T. Geny kodujgce przeciwciata skladajg
sie z wielu podobnych segmentéw zmiennych V (ang. va-
riable), segmentéw réznorodnosci D (ang. diveristy), seg-
mentow tgczgcych / (ang. joining) oraz fragmentu statego
C (ang. constant). W procesie rearanzacji nastepuje tgczenie
tych odcinkéw DNA, w wyniku czego powstaje wiele roz-
nych genéw. Pierwsze przegrupowanie nastepuje w locus
tancucha ciezkiego przeciwciat, gdzie dochodzi do pota-
czenia jednego z segmentéw D zjednym z segmentéw /,
z jednoczesnym usunieciem dzielgcego te segmenty DNA.
Nastepnie, jeden z wielu segmentéw V taczy sie z kom-

Sekwencje sygnalne

l Struktura szpilki do wiosow

Kompleks
Ku70/80

l DNA-PKcs
Artemis

l XRCC4/Ligaza IV

- —@)—

Rysunek 4. Laczenie segmentéw V iJ w rekombinacji V(D)J.
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pleksem D], tworzgc gen VDJ. W kolejnym etapie, w lo-
cus tancucha lekkiego zachodzi rekombinacja somatyczna
i przebiega wedtug podobnego schematu, z tg réznica, ze
jeden z segmentéw V jest przytgczany tylko do jednego
z segmentow 7/ [26] (Rys. 3). Przegrupowanie genéw lg, po-
legajgce na wycinaniu odpowiednich odcinkow DNA po-
miedzy segmentami genow i ich tgczeniu, zachodzi dzigki
klasie enzymow okreslanych jako rekombinazy. Biatka te,
kodowane przez geny RAGI i RAG2 (ang. recombination-ac-
tivating gene), aktywuja rekombinacje [27], Rozpoznaja one
specyficzne sekwencje sygnalne znajdujgce sie w pozycji 3'
wobec kazdego segmentu V i w pozycji 5' wobec kazdego
segmentu J oraz po obu stronach segmentéw D. Domeny
te, o zachowanej w ewolucji sekwencji o wielkos$ci 7- lub 9-
-nukleotyddéw, sa oddzielone sekwencjg zmienng, o dtugo-
$ci 12 lub 23 nukleotyd6w. Rola heptameréw i nonamerdéw
polega na tym, ze rozpoznajg one obszary komptementarne,
dzieki czemu sekwencje sygnalne ulegaja zblizeniu zgod-
nie z regulg 12-23. Reguta ta méwi, ze rekombinacja zacho-
dzi zawsze miedzy DNA z 12-nukleotydowym rejonem
a DNA zrejonem 23-nukleotydowym. W kolejnym etapie
kompleks RAG wprowadza naciecia obu nici DNA w tych
sekwencjach, a powstajagce wolne korice przybierajg struk-
ture szpilki do wios6éw, stanowigcg substrat dla NHEJ [11],
Wiazanie heterodimeru biatek Ku z dwoma kohicami DNA
powoduje odtgczenie biatek RAG od DNA i przytgczenie
kompleksu DNA-PKcs/Artemis. Kompleks ten w wyniku
aktywnosci endonukleolitycznej otwiera strukture szpilki
do wioséw oraz bierze udziat w przeksztatcaniu korncow
DNA segmentéw V, D oraz J. Ostatecznie, ligaza IV przy
wspotudziale biatka XRCC4 dokonujg potgczenia fragmen-
tow DNA iutworzenia kompletnego genu VDJ [28] (Rys. 4).
Obnizenie aktywnos$ci jednego z elementéw systemu NHEJ]
prowadzi do wystgpienia zespotu ciezkiego ztozonego nie-
doboru odpornosci SCID (ang. severe combined immunodefi-
ciency), ktérego jednym z objawoOw jest zmniejszenie liczby
limfocytow B i T [29, 30].

BIALKA NAPRAWY DNA PRZEZ NHEJ

KINAZA BIALKOWA ZALEZNA OD DNA (DNA-PK)

DNA-PK jest wielosktadnikowym zespotem biatek (ho-
loenzymem) zbudowanym z heterodimeru Ku 70/80 oraz
podjednostki katalitycznej DNA-PKcs 0 masie 469 kDa [31,
32]. Aktywnos$¢ podjednostki katalitycznej DNA-PKcs ule-
ga podwyzszeniu poprzez jej oddziatywanie z heterodime-
rem Ku70/80, wykazujagcym wysokie powinowactwo do
zakonczen DNA. Ku70/80 u cztowieka sktada sie z dwdch
podjednostek o masie 73 i 86 kDa [33]. Biatka Ku sg biatka-
mi jadrowymi wystepujacymi u wszystkich eukariontow,
zidentyfikowanymi po raz pierwszy jako autoantygeny
rozpoznawane przez przeciwciata w chorobach autoim-
munologicznych. Forma heterodimeryczna biatek Ku two-
rzy symetryczng strukture pierscienia ktéra otacza DNA,
oddziatujgca z okoto 16-18 nukleotydowym fragmentem
na jego koncu. PierScienn ztozony z biatek Ku potrafi prze-
mieszczaé sie wzdtuz DNA [33, 34] (Rys. 5). Formowanie
funkcjonalnego kompleksu DNA-PK zachodzi na wolnym
kohcu DNA. W badaniach przeprowadzonych in vitro wy-
kazano, ze podjednostka katalityczna biatkowej kinazy za-
leznej od DNA wigze sig z koricami DNA [35]. Proces ten
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Kutl

Rysunek 5. Pier$cien biatek Ku70/80 zwigzany z koricem DNA.

nie wymaga obecnosci biatek Ku, niemniej jednak przy-
taczenie Ku do DNA-PKcs powoduje ponad 100-krotne
zmniejszenie stopnia dysocjacji DNA-Pkcs od DNA [36],
W komorce w pierwszym etapie naprawy DSB w NHEJ do
DNA przytacza sie heterodimer Ku70/80. Do powstatego
kompleksu DNA-biatko przytacza si¢ nastepnie DNA-PKcs,
ktéra przemieszcza biatka Ku na kohcu DNA o 10 pz. [37,
38]. Heterodimer Ku70/80 oddziatuje z DNA za pos$rednic-
twem centralnego regionu (aminokwasy 261-505 Ku70 oraz
251-509 Ku80). Biatka Ku wigzg sie ze sobg za posrednic-
twem domen von Willebranda (aminokwasy 7-260 Ku70
i 9-235 Ku80) [31, 38], Region centralny oraz domena von
Willebranda sa regionami o znacznym stopniu homologii.
Zasadnicze réznice w budowie biatek Ku wystepujg w ich
koncach karboksylowych. Koniec C biatka Ku70 zawiera
motyw SAP, charakterystyczny dla wiekszosci biatek jadro-
wych uczestniczagcych w procesach organizacji struktury
chromosoméw. Koniec COOH Ku80 zawiera domene biorg-
cg udziat w wigzaniu podjednostki katalitycznej DNA-PKcs
oraz jej aktywacji [38-41] (Rys. 6). DNA-Pkcs ze wzgledu na
swoje witasciwosci biochemiczne zaliczana jest do biatko-
wych kinaz serynowo-treoninowych, a obecno$¢ konserwa-
tywnej domeny w jej strukturze pozwala zaklasyfikowac jg
do rodziny kinaz biatkowych spokrewnionych z kinazami
fosfatydylo-3-inozytolu (PIKK). Do tej samej rodziny nalezg
biatka ATM (ang. ataxia telagienctasia mutated) i ATR (ang.
ATM- and RAD3-related), biorgce udziat w reakcji komorki
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na uszkodzenia DNA [31, 42], DNA-PKcs jest stosunkowo
duzym biatkiem, zbudowanym z 4129 aminokwaséw. Ko-
niec karboksylowy zawiera domene odpowiedzialng za
wiasciwosci kinazy (aminokwasy 3645-4029) oraz region,
ktéry oddziatuje z biatkami Ku (aminokwasy 3002-3850)
[43]. Mutacje punktowe w koricu C prowadzg do wzro-
stu wrazliwoséci na promieniowanie gamma, wskazujgc
na istotng role tego regionu biatka DNA-PKcs w naprawie
DSB [44, 45]. Na koncu aminowym zidentyfikowano re-
gion bogaty w leucyne, oraz fragment odpowiedzialny za
autofosforylacje DNA-PKcs [31] (Rys. 7). Obecno$¢ miejsca
bogatego w leucyny moze sugerowac role tego fragmentu
biatka jako obszaru odpowiedzialnego za kontakt z innymi
biatkami niz Ku70/80, XRCC2 czy tez ligaza IV. Tréjwy-
miarowe struktury ATM i DNA-PKcs wykazujg znaczny
stopienn podobienstwa [46, 47], Obydwa biatka wykazujg
charakterystyczng strukture palca, ktéra po ,zaci$nieciu”
wigze DNA poprzez wytworzenie pier$cienia otaczajgcego
DNA oraz aktywuje oba biatka, ktore sg gotowe do fosfory-
lacji kolejnych substratow [48],

KOMPLEKS LIGAZA IV/XRCC4

Kompleks ligaza IV/XRCC4 odpowiada za potgczenie
dwoch fragmentéw DNA w koncowym etapie naprawy
DSB przez system NHEJ. Inaktywacja ligazy IV lub biatka
XRCC4 u myszy prowadzi do Smierci zarodkéw w p6éznym
stadium zycia ptodowego, ktérej przyczyna sa zaburzenia
w dojrzewaniu ukitadu odpornosciowego i neurogenezie
[49-51], Komorki z niesprawng ligazg 1V lub XRCC4 wyka-
zujg wrazliwos$é na promieniowanie jonizujgce i wadliwg re-
kombinacje V(D)J [12]. Ligaza IV DNA jest enzymem 0 ma-
sie okotolOO kDa, zaleznym od ATP. Biatko to w koricu N,
zawierajgcym centrum aktywne, wykazuje znaczny stopien
homologii z ligazami I i lll. Poréwnanie sekwencji amino-
kwasowej biatek ligazy I, Ill i IV wykazato znaczace réznice
w budowie ich cze$ci karboksylowej [52]. W tym regionie
ligazy IV zidentyfikowano dwa motywy BRCT (ang. BRCA1L
carboxy-terminal) charakterystyczne dla biatek spokrewnio-
nych z biatkiem BRCAL. Pomiedzy nimi znajduje sie frag-
ment biorgcy udziat w oddziatywaniu z biatkiem XRCC4

Ku70

P NLS

609

SAP
Ku80

732

NLS DNA-PKcs

Rysunek 6. Strukturalna organizacja biatek Ku. vWA - domena von Willebranda,
P - miejsca fosforylacji przez DNA-PKcs, SAP - domena SAP, DNA-PKcs - miejsce
wigzania podjednostki katalitycznej DNA-PKCS, NLS - domena sygnaty jadro-
wego.
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Domena
DNA-PKcs katalityczna
LRR FAT FATC
1 4128

APS Region
integraciji
z biatkami Ku

Rysunek 7. Strukturalna organizacja ludzkiego biatka podjednostki katalitycz-
nej kinazy zaleznej od DNA (DNA-PKcs). LRR - region bogaty w leucyny, APS
miejsce autofosforylacji (aminokwasy Thr w pozycji 2609, 2638, 2647 i Ser w po-
zycji2612,2624,3205), FAT, FATC - domeny charakterystyczne dla rodziny kinaz
fosfatydylo-3-inozytolu (ATM, ATR, DNA-PKcs)

[63-55]. Kompleks ligaza IV/XRCC4 ma mase okoto 300k-
Da, co sugeruje, ze jest tetramerem zbudowanym z dwéch
czasteczek ligazy IV i dwéch czgsteczek biatka XRCC4 [56].
Wyniki badan biochemicznych oraz krystalograficznych
sugerujg jednak, ze w komorce formowany jest raczej kom-
pleks sktadajacy sie z dwoch czgsteczek XRCC4 ijednej czg-
steczki ligazy IV [57, 58]. Analiza trzeciorzedowej struktury
biatka XRCC4 wskazuje na istnienie w koncu N, struktury
globularnej zawierajgcej motyw helisa-skret-helsa, oddzia-
tujacy z DNA [58, 59], XRCC4 oddziatuje z ligazg poprzez
aminokwasy znajdujace sie na koncu karboksylowym [53,
54], XRCC4 moze réwniez tworzy¢ kompleks biatkowy zbu-
dowany z czterech czasteczek XRCC4 potaczonych ze sobg
przez domene C-terminalng w nieobecnosci ligazy IV. Nie
jest jasna rola jakg spetnia w komérce tetramer ligaza IV/
XRCC4. Jednakze jego zdolno$¢ do wiazania sie z kohcami
DNA oraz jednoniciowymi peknieciami DNA, jak i powaz-
ne zaburzenia funkcji komorek obserwowane u mutantéw
z wytgczonym genem kodujgcym biatko XRCC4 sugeruje
jego inne funkcje, poza udziatem w NHEJ [57, 60]. Biatko
XRCC4 ulega fosforylacji in vitro przez DNA-PKcs [61].
Reakcja ta powoduje zmniejszenie powinowactwa XRCC4
do DNA, co sugeruje ze oddziatywanie pomiedzy DNA
a XRCC4, wystepujagcym zaréwno w formie tetrameru jak
i kompleksu biatkowego z ligaza IV, sa kontrolowane przez
DNA-PKcs [57]. Hipoteza ta pozostaje w sprzecznosci z wy-
nikami badan sugerujacych, ze mutacja XRCC4 w regionie
odpowiedzialnym za fosforylacje przez DNA-PKcs nie po-
woduje nabycia przez komérke fenotypu wrazliwego na
promieniowanie gamma [64],

ARTEMIS - GRECKA BOGINI OPIEKI NAD DZIECMI

Naprawa podwadjnoniciowych peknie¢ DNA za pomoca
systemu NHE] jest procesem niedoktadnym, ktory bardzo
czesto powoduje zmiany w sekwencji DNA [11]. Zjawisko
to jest spowodowane poprzez proces przeksztatcenia nie-
ligowalnych koricébw DNA o ztozonej strukturze w kon-
ce mogace podlegac taczeniu (ligacji). Proces ten wymaga
szeregu roznych reakcji takich jak: usuwanie lub wpro-
wadzenie grup fosforanowych, skracanie lub wydtuzanie
pojedynczych nici DNA. Reakcje te wymagajag obecnosci
wielu réznorodnych enzymoéw: fosfataz, kinaz, nukleaz czy
tez polimeraz DNA [24]. Badania komérek wrazliwych na
promieniowanie jonizujace pozwolity na zidentyfikowanie
zaledwie kilku biatek odpowiedzialnych za modyfikacje
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koncow DNA podczas naprawy DSB przez system NHE]J,
co sugeruje, ze petniag one w komorce inne, nie zwigzane
bezposrednio z NHE]J a istotne dla prawidtowego funkcjo-
nowania komorki funkcje (w zwigzku z tym ich mutacja po-
woduje Smieré komoarki), lub tez istnieje kilka biatek petnia-
cych podobne funkcje w procesie przeksztatcania koncow
nieligowalnych (ktére nawzajem sie uzupetniajg i fenotyp
nieprawidtowy jest maskowany, gdy funkcje jednego biat-
ka przejmuje inne). Przyktadem enzymu biorgcego udziat
w procesie modyfikacji koncow DNA w NHE] jest biatko
Artemis. Czynnik ten, zidentyfikowany po raz pierwszy
u dzieci z niedoborami immunologicznymi, jest biatkiem
0 masie 70 kDa nalezagcym do rodziny metalo-p-laktamaz.
Brak tego biatka jest zwigzany ze wzrostem wrazliwosci
komoérek na promieniowanie jonizujgce oraz nabycie przez
komérki fenotypu charakterystycznego dla SCID [29, 62-
-64], Aktywacja Artemis odbywa sie poprzez utworzenie
kompleksu z biatkiem DNA-PKcs, i nastepujgcg po tym
fosforylacje przez podjednostke katalityczng kinazy biatko-
wej zaleznej od DNA. Samo biatko Artemis wykazuje wia-
sciwosci egzonukleazy 5'—3'. W potgczeniu z DNA-PKcs
Artemis wykazuje witasciwosci endonukleazy 5'—3 zdolnej
do przycinania lepkich kofncéw 5' oraz otwierania struktu-
ry szpilki do witoséw [28]. Kompleks DNA-PKcs/Artemis
bierze udziat w przeksztatcaniu koricow DNA segmentow
V, D iJw procesie rekombinacji V(D)J. Komérki majgce mu-
tacje w genach kodujacych biatka DNA-PK lub Artemis wy-
kazujg podobny fenotyp, ktérego cechg charakterystyczng
jest niesprawna rekombinacja V(D)J z powodu niezdolnosci
do modyfikacji koricow segmentéw V, D il. Znikoma ilo$¢
potaczonych segmentéow V(D)J zaobserwowana w komor-
kach pozbawionych Artemis, ma charakterystyczne, dtugie
jednoniciowe trakty nukleotydowe, powstajgce w przypad-
ku nieprawidtowej modyfikacji struktur drugorzedowych
DNA [30, 65]. Za przeksztatcania struktury koricow DNA
przez Artemis odpowiedzialna jest domena ztozona z 385
aminokwaséw znajdujaca sie na jego koricu N[66]. Artemis
jest biatkiem, ktérego rola nie ogranicza sie tylko do mo-
dyfikacji koncow w rozwoju uktadu immunologicznego,
bierze rowniez udziat w procesie naprawy dwuniciowych
peknig¢ DNA [66], Kompleks Artemis/DNA-PKcs odpo-
wiada za przycinanie jednoniciowych zakonczen DNA
z utworzeniem struktury tepego korica, umozliwiajgc tym
samym podzniejsze potgczenie dwéch fragmentéw DNA ka-
talizowane przez kompleks ligaza IV/XRCC4 [11],

INNE BIALKA NHEJ

Inng modyfikacjg jednoniciowych zakoriczen DNA jest
ich przeksztatcenie do tepych koncdéw poprzez synteze
drugiej nici. Powstata w ten sposob czgsteczka DNA za-
kohczona tepym koncem jest docelowym substratem dla
kompleksu ligazy IV z biatkiem XRCC4. Proces wypet-
niania jednoniciowych zakoriczen DNA przeprowadzajg
enzymy o aktywnosci polimerazy DNA zaleznej od DNA.
Dotychczas zidentyfikowano trzy typy polimeraz z rodziny
poi X uczestniczacych w naprawie dwuniciowych peknieé
DNA z udziatem systemu NHEJ. Jedng z nich jest termi-
nalna transferaza deoksynukleotydowa (TdT). Enzym ten
dodaje nukleotydy do jednoniciowego zakonczenia 3' DNA
oraz ma zdolno$¢ do oddziatywania z kluczowymi biat-
kami systemu NHEJ: Ku oraz DNA-PKcs [67-69], TdT jest
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enzymem charakterystycznym dla komoérek limfoidalnych,
wydaje sie wiec, ze jego rola w NHEJ ogranicza sie tylko
do rekombinacji V(D)J. Kolejng polimerazg uczestniczgcg
w procesie réznicowania komoérek uktadu immunologicz-
nego jest polimeraza mi (poi p)(ang. polymerase mu). Myszy
pozbawione genu kodujgcego poi p wykazywaty nieprawi-
dtowosci w rejonie tancucha lekkiego immunoglobulin spo-
wodowane zaburzeniami procesu rekombinacji V(D)J [70,
71]. W naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA powstatych
w wyniku dziatania proceséw niefizjologicznych bierze
udziat inna polimeraza - polimeraza lambda (poi A). Akty-
wacja tej polimerazy nastepuje poprzez kontakt z komplek-
sem ligaza IV/XRCC4 poprzez N-terminalng cze$¢ biatka
poi A- domene BRCT, w spos6b analogiczny do aktywacji
poi A Analiza mutantow biatka poi p wykazata, ze za wia-
sciwosci enzymatyczne tej polimerazy odpowiedzialny jest
region bogaty w aminokwas proline [72, 73], Usuniecie poi
A -z ekstraktéw HelLa powodowato zahamowanie reak-
cji tgczenia wolnych kornicéw DNA in vitro [70, 74], Innym
biatkiem biorgcym udziat w przeksztatcanie struktury wol-
nych koricéw powstatych w wyniku dwuniciowych pek-
nie¢ DNA jest kinaza polinukleotydowa (PNK) [75], Biatko
to wykazuje wiasciwosci 5' kinazy oraz 3' fosfatazy DNA.
PNK ulega aktywacji poprzez fosforylacje przez XRCC4 lub
DNA-PKcs. Ostatnie badania wskazuja, ze fosforylacja ki-
nazy polinukleotydowej zachodzi poprzez oddziatywania
z XRCC4 (ktory wymaga wczesniejszej aktywacji przez ki-
naze biatkowg CK-2) poprzez domene FHA [76]. Region ten
jest odpowiedzialny za wigzanie ufosforylowanych substra-
tow ijest charakterystyczny dla biatek aktywowanych przez
biatka rodziny XRCC [77], Zahamowanie oddziatywania
pomiedzy PNK a XRCC4 prowadzi do wzrostu wrazliwosci
komoérek na promieniowanie gamma oraz spowalnia tempo
naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA [78],

ODDZIALYWANIA DNA-BIALKO PODCZAS
NAPRAWY NIEHOMOLOGICZNEGO
£t ACZENIA WOLNYCH KONCOW DNA

ROZPOZNANIE USZKODZENIA DNA

W poczatkowym etapie naprawy z udziatem systemu
NHEJ uszkodzenie DNA rozpoznawane jest przez heterodi-
mer Ku (Rys. 8). Zwigzanie biatka Ku z koricami DNA sty-
muluje przytgczenie DNA-PKcs. Podjednostka DNA-PKcs
przytaczajgca sie w miejsce uszkodzenia ,,spycha" heterodi-
mer Ku na DNA o 10 pz. W efekcie tego procesu caty kom-
pleks kinazy biatkowej zajmuje okoto 30-nukleotydowy
fragment DNA na jego konicach. W nastepstwie utworzenia
holoenzymu DNA-PK dochodzi do aktywacji jego pod-
jednostki katalitycznej. Aktywacja ta, stymulowana przez
biatka Ku, ma miejsce tylko wtedy, kiedy DNA jest dtuzsze
niz 26 pz. Znaczenie aktywacji podjednostki katalitycznej
DNA-PK dla prawidtowego przebiegu NHEJ potwierdzi-
ty badania z wykorzystaniem inhibitora aktywnosci kina-
zowej DNA-PK wortmanniny oraz mutantéw tego biatka
w domenie odpowiedzialnej za witasciwosci kinazy [79, 80].
W wyniku uruchomienia aktywnosci kinazowej nastgepu-
je autofosforylacja DNA-PKcs i fosforylacja innych biatek
bioragcych udziat w naprawie NHEJ, oraz biatek uczestni-
czacych w regulacji cyklu komoérkowego i apoptozie [32],
Identyfikacja substratow dla DNA-PK zostata w wiekszosci
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przypadkéw przeprowadzona in vitro, nie jest wiec jasne
czy procesy te zachodzg in vivo i czy majg znaczenie fizjo-
logiczne [81-83]. Hipoteza, ze DNA-PKcs jest jednym ze
sktadnikéw biatkowych poséredniczacych w przekazywa-
niu sygnatéw komaérkowych w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA lub modulujacych fazy cyklu komérkowego wymaga
potwierdzenia. Nie wykazano bowiem dotychczas zwigzku
pomiedzy zmianami aktywnosci biatka p53 czy ATM, a bra-
kiem DNA-PKcs, pomimo wykazania w badaniach in vitro
fosforylacji tych biatek przez DNA-PKcs [82], Bardziej prze-
konywujgca jest teza, ze DNA-PKcs bierze udziat w pro-
cesie naprawy peknie¢ dwuniciowych przez system NHEJ
w sposob bezposredni jako element tgczacy dwie czasteczki
DNA, poprzez wigzania z heterodimerami Ku umieszczo-
nymi na koricach DNA (analogicznie do mostu tgczacego

Promieniowanie
jonizujgce

5

Zwigzki
chemiczne

DSB

o

Kierunek
hu DNA

an(a—a\)\p:c
):

modyfikujgce
zakonczenia DNA

Kompleks
ligazalV/XRCC4

Rysunek 8. Mechanizm naprawy DSB przez NHEJ.

333



dwie drogi znajdujgce sie na przeciwlegtych stronach rze-
ki, gdzie przesta mostu stanowig biatka Ku, za§ DNA-PKcs
tworzy kiadke) [84-86, 92]. Taki model dziatania DNA-PKcs
wydaje sie jednak nieprawdziwy, gdyz nie pozostawia
miejsca dla dziatania enzymow, ktére musza zmodyfiko-
wac korice DNA tak, aby podlegaty wydajnemu procesowi
tagczenia przez ligaze IV.

Zgodnie z inng hipoteza DNA-PKcs w powigzaniu z biat-
kami Ku pozostawia wolne korica DNA, ktére w kolejnym
etapie naprawy NHEJ moga ulec modyfikacji i nastepnie
ligacji [85-89]. Badania in vitro z wykorzystaniem substra-
tow reakcji NHEJ wykazaty, ze w obecnosci DNA-PKcs na-
stepuje przewaga reakcji miedzyczgsteczkowej nad reakcjg
wewnatrzczasteczkowg [90]. Zjawisko to nastepuje nawet
wowczas, gdy substrat dla biatek systemu NHEJ jest obec-
ny w $rodowisku w malym stezeniu, przy ktérym prze-
waza ligacja wewnatrzczasteczkowg. Dane te sugeruja, ze
DNA-PKcs najprawdopodobniej spina dwa korice tej samej
czgsteczki uniemozliwiajgc tym samym ich potgczenie, jed-
noczes$nie czynigc je dostepnymi dla kohcow nalezacych do
innej czasteczki DNA. Spekulacje odnosnie roli DNA-PKcs
w naprawie NHEJ powinno przerwac poznanie i opisanie
trojwymiarowej struktury tego biatka.

MODYFIKACJE KONCOW DNA

Jednym z gtéwnych probleméw powstajagcych w pro-
cesie naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA przez system
NHEJ jest obecno$é nieligowalnych koncéw, ktére musza
ulec modyfikacji przed procesem potaczenia. W komdrkach
prokariontéw oraz u drozdzy nie zidentyfikowano biatek
bioragcych udziat w modyfikacji koicow DNA w procesie
NHEJ, pomimo istnienia eukariotycznych odpowiednikéw
innych sktadnikow tego systemu (Ku, Ligaza IV/XRCC4)
[97-100]. Najprawdopodobniej gtownym systemem na-
prawy DSB w tych organizmach jest rekombinacja homo-
logiczna, a NHEJ stuzy wytacznie do naprawy prostych
uszkodzen DNA (zawierajagcych konce DNA dajgce sie
potaczy¢ bezposrednio, bez modyfikacji). Brak DNA-PKcs
w tych komoérkach sugeruje, ze biatko to u wyzszych eu-
kariontow moze petni¢ funkcje regulatorowa i decydowacé
o drodze przeksztatcania wolnych koncéw bedacych sub-
stratem dla systemu NHEJ. Spekulacje na temat takiej roli
DNA-PKcs wydaja sie by¢ w petni uzasadnione wynikami
badan z uzyciem substratéw zawierajgcych tepe korice [91].
Takie uszkodzenia sg wydajnie naprawiane w komaorkach
pozbawionych DNA-PKcs. Mozna postawi¢ hipoteze, ze
DNA-PKcs petni role stymulujaca, ale nie jest czynnikiem
niezbednym w naprawie DSB zawierajgcych konce, ktorych
komérka nie musi modyfikowaé przed kolejnym etapem
procesu naprawy czyli ligacji. Naprawa skomplikowanych
uszkodzen DNA wymaga jednak obecnosci DNA-PKcs.

LIGACJA KONCOW DNA

Efektywnos¢ procesu taczenia koncéw DNA in vivo zale-
zy od aktywnosci kompleksu ligazy IV z biatkiem XRCC4.
W badaniach przeprowadzonych in vitro zaobserwowano,
ze proces ten moze przebiegac takze z udziatem ligazy | lub
ligazy Ill. taczenie koncow DNA przez kompleks ligaza
IV/XRCC4 najefektywniej zachodzi w obecnosci biatek Ku
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[92]. Fakt ten potwierdzono w badaniach in vitro, gdzie za-
obserwowano wzrost wydajnosci reakcji tagczenia korncéw
stymulowanych przez oczyszczony kompleks ligazy 1V/
XRCC4, po dodaniu ekstraktu komorkowego zawierajace-
go inne sktadniki systemu NHEJ [56], Analogicznie po usu-
nieciu z ekstraktu biatka Ku lub DNA-PK nastepowat zna-
czacy spadek efektywnosci reakcji ligacji substratéw DNA.
Analiza EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay) wy-
kazata oddziatywania pomiedzy heterodimerem ztozonym
z biatek Ku a kompleksem ligaza IV/XRCC4 [92]. Szacuje
sie, ze wzajemne oddziatywania pomiedzy tymi biatkami
przyspieszajg proces ligacji okoto 20 razy. Podobne oddzia-
tywania zaobserwowano u drozdzowych odpowiednikéw
ludzkich biatek Ku oraz XRCC4 [85, 93], Wydaje sie wiec, ze
podstawowy zestaw biatek systemu NHEJ (Ku, DNA-PK,
ligaza IV i XRCC4) warunkuje wydajng naprawe dwunicio-
wych peknie¢ DNA [94], Oproécz kilku podstawowych bia-
tek NHEJ, zidentyfikowano ostatnio kilka innych, zwigksza-
jacych efektywnos$é naprawy DSB. Jednym z nich jest biatko
zespotu Wernera (WRN), ktérego cechg charakterystyczng
jest przedwczesne starzenie oraz zwiekszona czestotliwos$é
wystepowania nowotworéw w poréwnaniu do os6b o pra-
widtowym genotypie. Choroba ta jest spowodowana mu-
tacjami w genie kodujgcym biatko WRN. Biatko to wyka-
zuje aktywnos$¢ helikazy oraz egzonukleazy 3'-> 5' [95, 96]
i oddziatuje z biatkami Ku, blokujac tym samym miejsce dla
DNA-PKcs[97], Ponadto do stymulacji aktywnos$ci egzonu-
kleolitycznej biatka WRN niezbedne jest wigzanie z Ku, co
sugeruje, ze WRN moze by¢ jednym z elementéw systemu
NHEJ [97-101], Myszy z wyltgczonym genem kodujgcym
odpowiednik biatka WRN cztowieka nie wykazuja jednak
fenotypu wrazliwego na promieniowanie jonizujgce, ktéry
jest charakterystyczny dla komérek z wadliwym systemem
NHEJ [112]. Sugeruje to, ze biatko WRN nie jest niezbed-
nym czynnikiem NHEJ i petni jedynie funkcje pomocnicze
w procesie naprawy uszkodzen DNA przez niehomologicz-
ne taczenie wolnych kohcow. Podobng funkcje jak biatko
WRN moze petnié¢ réwniez kompleks Mrell/Rad50/ Nbsl
(MRN). Kompleks ten jest odpowiedzialny za rozpoznanie
uszkodzenia DNA w procesie naprawy DSB przez rekombi-
nacje homologiczna [12]. Zaobserwowano in vitro, ze doda-
nie MRN do ekstraktéw komdrek HelLa stymuluje naprawe
przez rekombinacje niehomologiczna, co pozwala przypusz-
cza¢, ze kompleks ten moze petni¢ podobna role jak WRN
w NHEJ [102], Na uwage zastuguje fakt, ze podobne funkcje
jak WRN i MRN petni réwniez czynnik niebiatkowy. Wy-
kazano, ze heksofosforan inozytolu oddziatuje z biatkami
Ku, co skutkuje zwiekszong aktywnoscig naprawy dwuni-
ciowych peknie¢ DNA na drodze rekombinacji niehomolo-
gicznej [89,103,104],

UWAGI KONCOWE

Zrozumienie i poznanie wszystkich aspektow NHEJ]
moze pozwoli¢ na skuteczne leczenie wielu chorob. Jedng
z takich choréb jest AIDS, ktéra jest spowodowana infekcja
retrowirusem upos$ledzenia odpornosci. Wykazano, ze wy-
dajna integracja wirusowego cDNA do genomu gospoda-
rza zachodzi w komorkach z efektywnym systemem NHEJ]
[105,106]. Mutacje w genach kodujgcych podstawowe biatka
NHEJ (DNA-PKcs, Ku, Ligaza IV, XRCC4) oraz pomocnicze
(MRN) powodowaty spadek czesto$ci integracji wirusowe-
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go cDNA z genomem gospodarza [105, 107], Wyniki tych
badan jednoznacznie wskazujg, ze biatka NHEJ moga sta-
nowi¢ cel w terapii skierowanej przeciwko zakazeniom re-
trowirusowym. Réwnie interesujacg propozycja wydaje sie
by¢ wykorzystanie biatek NHEJ jako celu w leczeniu choréb
nowotworowych. Hamowanie aktywnosci NHEJ w komor-
kach nowotworowych uczula je na radioterapi¢ i chemio-
terapie z uzyciem lekéw uszkadzajagcych DNA, takie jak
bleomycyna czy inhibitory topoizomerazy Il. Badania z wy-
korzystaniem inhibitora DNA-PK - NU7026 (2-(morpholin-
-4-yl)-benzo[h]Jchomen-4-one), wykazaty znaczacy wzrost
cytotoksycznego efektu inhibitoréw topoizomerazy Il na
komoérki biataczkowe [108], Podobny efekt zaobserwowa-
no stosujac siRNA dla mMRNA DNA-PKcs [109] oraz Mrell
[111]. Komo6rki nowotworowe z wprowadzonym wekto-
rem plazmidowym zawierajacym geny kodujace SiRNA
skierowane przeciwko DNA-PKcs oraz Mrell wykazywa-
ty zwiekszong wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace.
Zastosowanie takiej strategii umozliwi zmniejszenie dawki
niezbednej do osiagniecia pozytywnego efektu radiotera-
pii. Petniejsze poznanie mechanizmu NHEJ, w szczegdélno-
$ci dalsza identyfikacja kluczowych dla tego szlaku biatek,
moze pomdc w zastosowaniu terapii genowej u oséb cho-
rych na zespét ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci,
u ktorego podtoza lezg defekty w genach kodujgcych biatka
NHEJ [111]. Wyniki badan z zastosowaniem inhibitoréw
topoizomerazy Il sugerujg istnienie alternatywnego szla-
ku naprawy DSB przez NHEJ niezaleznego od DNA-PKcs,
z udziatem PARP-1 i kompleksu XRCCI/ligaza Il [112].
Rezultaty tych badahn wskazujg na nastepny, obok zastoso-
wan klinicznych, kierunek dalszych badan nad NHEJ. Dal-
szych studiéw wymagajg réwniez badania nad ochronng
roli DNA-PK wobec zakonczen chromosomoéw - telomeréw
[113,114].
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ABSTRACT

DNA double strand breaks (DSB) are the most serious form of DNA damage. Repair of DSBs is important to prevent chromosomal fragmen-
tation, translocations and deletions. Non-homologous end joining (NHEJ) is one of three major pathways for the repair of DSBs in human
cells. In this process two DNA ends are joined directly, usually with no sequence homology, although in the case of same polarity of the single
stranded overhangs in DSBs, regions of microhomology are utilized. NHE]J is typically imprecise, a characteristic that is useful for immune
diversification in lymphocytes in V(D)J recombination. The main components of the NHEJ system in eukaryotes are the catalytic subunit of
DNA protein kinase (DNA-PKcs), Ku proteins, XRCC4, DNA ligase 1V, and Artemis. This review focuses on the mechanisms and regulation
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Oddziatywanie argininy z RNA

STRESZCZENIE

ddziatywania pomiedzy aminokwasami a RNA, odgrywajg istotng role w wielu syste-

mach biologicznych. Na szczeg6lna uwage zastuguje oddziatywanie RNA z argining,
poniewaz grupa guanidylowa argininy moze utworzy¢ pie¢ wigzan wodorowych z odpo-
wiednio usytuowanymi grupami akceptorowymi w RNA. Arginina oddziatuje z wieloma
typami czasteczek RNA, ktére wiazg ja z r6zng specyficznoscig i powinowactwem. Czastecz-
ki te nie wykazuja miedzy sobg zadnego podobieristwa w sekwencji nukleotydéw. Jednym
z najlepiej opisanych przyktadéw jest oddziatywanie pojedynczej reszty argininy w biatku
Tat wirusa HIV-1 z elementem TAR RNA. Ponadto wolna arginina moze wiazac sie takze
w centrum katalitycznym prekursora rybosomalnego RNA u orzgska Tetrahymena oraz z ap-
tamerami argininowymi, wyizolowanymi z zastosowaniem metody selekcji in vitro.

WPROWADZENIE

Czasteczki RNA uczestniczg w wielu procesach o fundamentalnym znacze-
niu dla komorki, takich jak biosynteza biatek, sktadanie i dojrzewanie RNA
(dzieki witasnej aktywnosci enzymatycznej), a takze stanowig sktadnik rybo-
nukleoprotein - rybosoméw i spliceosomdéw. Czasteczki RNA specyficznie
oddziatujac z biatkami uczestniczg w post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji
gendw. Jednym z aspektéw wszechstronnosci RNA jest takze jego zdolno$¢ do
wigzania niskoczgsteczkowych ligandéw, np. aminokwasow [1], Na szczeg6lna
uwage zastuguje oddziatywanie RNA z argining (Rys. 1A), ktéra jest zdolna do
tworzenia specyficznych wigzan z RNA. W pH 7 arginina charakteryzuje sie ta-
dunkiem dodatnim, co wydaje sie odgrywac role w tworzeniu niespecyficznych
wigzahn z ujemnie natadowanymi czasteczkami kwasu nukleinowego [2]. Po-
nadto grupa guanidylowa argininy moze utworzy¢ pie¢ specyficznych wigzan
wodorowych (Rys. 1B) z odpowiednio usytuowanymi grupami akceptorowymi
w RNA, na przykiad grupg fosforanowa, grupg 2'OH rybozy oraz z grupami
zasad azotowych 0-6, N-7 w guaninie lub 0-4 w urydynie [3].

A Rysunek 1. Czasteczka argi-
niny (A) oraz grupa guani-
dylowa argininy (B). Grupa

' H H guanidylowa argininy moze
COO ||-| ||-| tworzy¢ pie¢ wigzan wo-
dorowych z odpowiednio
i NA

h3N' N NKh usytuowanymi grupami ak-
A ceptorowymi oznaczonymi

i-r°H Kk H litera A [22],

H

DOMENY BIALKOWE BOGATE W ARGININE
SPECYFICZNIE ODDZIALUJACE Z RNA

W wielu biatkach oddziatywujacych z RNA, wyodrebnione zostaly sekwen-
cje o charakterze zasadowym o diugosci 10-20 reszt aminokwasow, bogate
w reszty argininy, tak zwane ARMSs (ang. arginine rich motifs), posredniczace
w specyficznym rozpoznawaniu struktur RNA [4, 5], Sekwencje ARM nie wy-
kazujg wzajemnej homologii (Rys. 2). Ich wspélng cechg jest sposéb oddziatywa-
nia i rozpoznawania witasciwych struktur RNA. Pojedyncza reszta argininy lub
ich kilka wystepujacych w sekwencji ARM, moze odpowiadac za specyficzne
oddziatywanie z okreslong sekwencjg RNA. Sekwencje bogate w reszty argini-
ny wystepuja w wielu biatkach wirusowych (np. w biatkach Tat lub Gag) [4]
oraz w biatkach bakteriofagéw (np. antyterminatorowe biatka N faga P22) [4, 6].
Oddziatywanie biatko-RNA, w ktérym posredniczy ARM, jest niezbedne w pro-
cesie replikacji patogennych wiruséw, np. HIV-1 (ang. human immunodeficiency
wirus type 1) i HTLV-1 (human T-cell leukemia virus type 1). Sekwencje bogate
w reszty argininy wystepuja takze w biatkach prokariotycznych i eukariotycz-
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HIV-1 Tat GRKK RRQRRR

BIVTat RP RGT RGKGRRIRR
EIAVTat LDASL RKKNKQRLK
HIV-1 Rev T RQARRNRR RRWRERQR

HTLV-1 Rex MPKT RRRPRRSQRKRP

P22N KT RRHERRRKL

SSVGag RERRRDRRQEK

Rysunek 2. Sekwencje bogate w reszty argininy (ARM) obecne w biatkach spe-
cyficznie oddziatujgcych z czgsteczkami RNA. Reszty argininy (R) zaznaczono
kolorem zéttym [4, 5, 7, 22, 25, 28, 34],

nych [7], W sekwencjach tych moga wystepowac takze resz-
ty seryny (RS) [8] lub glicyny (RGG) [9, 10]. W komérkach
organizmow eukariotycznych RS sg obecne w biatkach SR,
biorgcych udziat w reakcji wycinania intronéw z pierwot-
nego transkryptu (pre-mRNA) [8], Natomiast powtarzajgce
sie sekwencje RGG zostaty zlokalizowane w biatkach rybo-
somalnych komoérek eukariotycznych (np. S2 i L7) [11, 12],
w biatku SSB1 z S. cerevisiae [13] oraz w rybonukleoprote-
inach (np. hnRNP U), tworzacych kompleksy z jadrowym
RNA (hnRNA) [9, 10] . Homologi biatka S2 wykryto tak-
ze w komorkach prokariontéw w biatkach rybosomalnych
nalezacych do rodziny biatek S5 (np. u E. coli) [12]. Reszta
argininy zostaty zachowane w ewolucji w domenach biat-
kowych (np. kinazy p68 cztowieka) wigzacych dwuniciowe
RNA (ang. double-stranded binding motifs) [14]. Niestety nie-
wiele wiadomo jest na temat specyficznosci oddziatywan
oraz struktur RNA, z ktérymi wigzg sie wymienione biatka
zwierajgce domeny bogate w reszty argininy. Wykazano
natomiast, ze biatka organizmoéw eukariotyczych, takie jak
histony i protaminy, posiadajgce takze duzg zawartos¢ reszt
argininy, oddziatujg z RNA w sposéb niespecyficzny, na za-
sadzie oddziatywan elektrostatycznych [15].

ODDZIALYWANIE BIALEK TAT ZE
STRUKTURAMI RNA TYPU TAR

Jednym z najlepiej opisanych w literaturze przedmiotu
przyktadéw, w ktérym posredniczg reszty argininy, jest od-
dziatywanie pojedynczej reszty argininy wystepujacej w re-
jonie ARM biatka Tat wirusa HIV-1 ze strukturg TAR RNA
(ang. trans-activation-responsive element), zlokalizowang bli-
sko konhca 5' genomu wirusa. Funkcja kompleksu Tat-TAR
polega na transaktywacji wirusowej transkrypcji zachodza-
cej z5' LTR (ang. long terminal repeat). Biatko Tat zbudowa-
ne jest z 86 reszt aminokwasowych. Sekwencja ARM skiada
sie z szesciu reszt argininy, dwdch reszt lizyny oraz resz-
ty glicyny i glutaminy. TAR natomiast stanowi rejon RNA
o dtugosci 58 nukleotydéw [16]. Minimalna sekwencja TAR
potrzebna do zwiazania peptydu (Rys. 3A) w HIV-1 LTR
wystepuje pomiedzy nukleotydami +19 i +42 i ma strukture
ramie-petla, z trzema nukleotydami zlokalizowanymi poza
dwuniciowg strukturg, tworzacymi wybrzuszenie. Elemen-
ty niezbedne do transaktywacji zawarte sag w rejonie ota-
czajacym wybrzuszenie [17], gdzie nastepuje bezposrednie
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zwiazanie reszty argininy sekwencji ARM biatka Tat [18].
Zaréwno sekwencja nukleotydéw otaczajgca wybrzuszenie,
jak i struktura drugorzedowa TAR RNA odgrywajg wazng
role w oddziatywaniach Tat-TAR [17, 19, 20], Grupa gu-
anidynowa argininy tworzy wigzania wodorowe z zasadg
G26 w rejonie dwuniciowym, powyzej wybrzuszenia, oraz
z dwoma grupami fosforanowymi (P21 i P22) zlokalizowa-
nymi ponizej. Kompleks ten jest stabilizowany przez od-
dzialywanie pomiedzy trzema zasadami, U23 wystepujgcg
na koncu 5' wybrzuszenia oraz A27-U38, przylegajagcymi
bezposrednio do konca 3' wybrzuszenia [21]. Natomiast
szescionukleotydowa petla oddziatuje z innymi biatkami
regulujacymi ekspresje genéw wirusa HIV-1 i nie odgrywa
roli podczas rozpoznawania struktury TAR przez Tat [17].
Badania z wykorzystaniem techniki dichroizmu kotowego
sugeruja, ze bogata w reszty argininy sekwencja biatka Tat
nie ma okre$lonej struktury w nieobecnosci TAR. Jej struk-
tura zostaje okreslona dopiero po zwigzaniu z RNA, indu-
kujac jednoczes$nie zmiany konformacyjne w TAR [2,22,23].
Syntetyczne peptydy zbudowane z 14 (rejon odpowiadajgcy
sekwencji 48-61 w biatku Tat), 12 (rejon 47-58 w biatku Tat)
lub z 9 (rejon 49-57) reszt aminokwasowych, odpowiadajgce
rejonowi biatka Tat o charakterze zasadowym, sg wystarcza-
jace do zwigzania sie z TAR, z podobnym powinowactwem
jak biatko Tat [20, 22, 24] . Z TAR oddziatuje rowniez wolna
L-arginina [21], indukujgc podobne zmiany konformacyjne
w RNA jak biatko Tat; za zmiany te odpowiedzialna jest
grupa guanidylowa aminokwasu [23]. Specyficzne oddzia-
tywanie biatka Tat z sekwencjg TAR jest rowniez niezbedne
w procesie replikacji innych wiruséw takich jak BIV (ang.
bovine immunodeficiency wirus) oraz EIAV (ang. equine infec-
tious anemia virus), jakkolwiek sekwencje TAR tych wiruséw
réznia sie od odpowiednich sekwencji wirusa HIV-1 (Rys.
3) [5]. BIV TAR tworzy strukture typu ramie-petla, zawie-
rajagcg dwa wybrzuszenia, ze zdelokalizowanymi resztami
uracylu. W rozpoznaniu RNA przez BIV Tat niezbedne sg
pary zasad G11-C25, G14-C23 i C15-G22 oraz U10 i reszty
fosforanu P8, P9 i P22 [5], Do utworzenia kompleksu BIV
Tat-TAR niezbedne sg trzy reszty argininy zlokalizowane
w sekwencji ARM, Arg77, Arg70 i Arg73 [25], W czastecz-
ce EIAV TAR nie wystepuje wybrzuszenie, a nukleotyda-
mi rozpoznawanymi przez rejon ARM biatka EIAV Tat sg
dwie pary zasad U:G (nie tworzace oddziatywahn Watsona
Cricka), ulokowane na koricu ramienia TAR, oraz zasada
G14 wystepujaca w petli TAR [26]. Prawdopodobnie pary
U:G sa funkcjonalnymi odpowiednikami ,,wypchnietych"
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Rysunek 3. Minimalne struktury TAR RNA potrzebne do zwigzania biatek Tat.
Nukleotydy (oznaczone kolorem niebieskim) oraz grupy fosforanowe (zaznaczo-
ne strzatkami) sa niezbedne w oddziatywaniu z odpowiednim biatkiem Tat. Nie-
kanoniczne pary zasad oznaczono gwiazdkami [23, 25, 26],
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Rysunek 4. Prawdopodobna struktura drugorzegdowa RRE RNA (A) i elementu
RRE 1IB RNA (B) biorgcego udziat w bezposrednim oddziatywaniu z biatkiem
Rev [58]. Nukleotydy oznaczone na niebiesko sg niezbedne w oddziatywaniach
z biatkiem Rev. Tworzenie si¢ niekanonicznych par zasad oznaczono przerywana
linia.

nukleotydéw z HIV-1 TAR, poniewaz niekanoniczne pary
zasad podobnie jak wybrzuszenia wprowadzajg nieregular-
nos¢ w strukturze helikalnej, co moze by¢ specyficznie roz-
poznawane przez biatko EIAV Tat [26],

ODDZIALYWANIE BIALKA REV
WIRUSA HIV-1 Z RRE RNA

Biatko Rev wirusa HIV-1 zbudowane ze 116 reszt ami-
nokwasowych zawiera rejon ARM o charakterze zasado-
wym, w ktérym 10 z 17 reszt aminokwasowych, pomiedzy
pozycjami 34 i 50 to reszty argininy. Biatko Rev (ang. Rev
responsive element) oddziatuje z wirusowym elementem RRE
RNA o dtugosci 234 nukleotydow (Rys. 4), zlokalizowanym
w obrebie genu env [27], W oddziatywaniu uczestniczg czte-
ry reszty argininy ARM rozpoznajace strukture elementu
RRE RNA [28]. Zwigzanie biatka aktywuje eksport mRNA
retrowirusa do cytoplazmy oraz wzmaga ekspresje mMRNA
kodujacych biatka wirusa [29, 30], Rejon wystarczajagcy do
zwigzania biatka Rev okreslany jest jako RRE 1IB [31, 32],
Zaréwno biatko Rev, syntetyczny peptyd zawierajacy se-
kwencje ARM, jak i peptyd zawierajacy 12-15 reszt argininy
wigzg sie z RRE IIB RNA z podobng statg dysocjacji (~108
M D [31]. RRE IIB RNA charakteryzuje sie strukturg typu
ramie-petla w obrebie ktérej wystepuje tzw. wewnetrzna
petla. Zwigzanie biatka Rev z RNA zachodzi w obrebie tej
petli, w ktorej taczg sie niekanoniczne pary zasad lezgce
naprzeciw siebie, G47:A73 i G48:G71. Powstanie opisanej
struktury powoduje delokalizacje zasady U72 ze struktury
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dwuniciowej [27, 31-33] i skrecenie czasteczki RNA, co jest
niezbedne w procesie rozpoznawania sekwencji RRE 1IB
RNA przez biatko Rev [27, 32], Struktura RRE 1IB RNA roz-
poznawana przez biatko Rev przypomina strukture HIV-1
TAR RNA [32],

ODDZIALYWANIE BIALKA REX
WIRUSA HTLV-1 Z REXRE RNA

W oddziatywaniu biatka Rex o masie czasteczkowej 27
kDa wirusa HTLV-1 z elementem RexRE RNA (ang. Rex
responsive element) réwniez pos$redniczg reszty argininy
(Rys. 5). W rejonie ARM tego biatka zbudowanym z 16
reszt aminokwasowych wystepuje 7 reszt argininy [15],
z ktérych co najmniej dwie uczestniczg w rozpoznawaniu
RexRE RNA [34], Biatko Rex oddziatujac z RexRE, regulu-
je eksport z jadra do cytoplazmy niekompletnie ztozonych
czasteczek mRNA, kodujacych wirusowe biatka struktural-
ne, env i gag [35], Element RexRE sktadajgcy sie z 254 nu-
kleotydow wystepuje w regionie 3' LTR. Zbudowany jest
z dwoch segmentow o strukturze podwadjnej helisy oraz
czterech o strukturze ramie-petla (I1A-11D) [36]. Zwigzanie
reszt argininy sekwencji ARM biatka Rex zachodzi w ob-
rebie obejmujacego 43 nukleotydy segmentu IID elementu
RexRE RNA [15]. Segment ten zawiera dwa wybrzuszenia
zidentyfikowane jako miejsce wigzania biatka Rex [15, 36-
-38], Pary zasad G175-C203, G177-C202 oraz zasada U176
zlokalizowana na zewnatrz dwuniciowej struktury sg praw-
dopodobnie odpowiedzialne za tworzenie bezposredniego
kontaktu z biatkiem Rex [15]. Jedna z tych struktur zawiera
ponadto zachowane z ewolucji sekwencje przypominajgce
strukture elementu TAR wirusa HIV-1 [15, 37] .
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Rysunek 5. Prawdopodbna struktura drugorzedowa RexRE RNA (A) i elementu
RexRE RNA (B) uczestniczagcego w oddziatywaniach z biatkiem Rex [15]. Zazna-
czony na niebiesko segment IID RNA przypomina strukturg element TAR RNA
wirusa EINV-1.
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Rysunek 6. Schemat struktury drugorzedowej prekursora rybosomalnego RNA
z orzeska Tetrahymena. Dziesieé struktur dwuniciowych o zachowanych w ewo-
lucji sekwencji, wspélnych dla wigkszos$ci grupy | autokatalitycznie wycinajacych
sie intronéw, oznaczono jako P1-P10. Miejsce wigzania guanozyny, blokowane
przez L-argining, oznaczono kolorem jasnoszarym. Strzatka wskazuje miejsce,
ktére atakowane jest przez guanozyne, co zapoczatkowuje reakcje splicingu Sym-
bole 5' ss i 3' ss oznaczaja odpowiednio miejsce splicingowe 5' i 3' [40, 59].

STEREOSELEKTYWNE ODDZIALYWANIE
ARGININY Z PREKURSOREM
RYBOSOMALNEGO RNA U TETRAHYMENA

Zidentyfikowano takze inne typy czasteczek RNA, ktore
moga specyficznie oddziatywaé z argining. Wolna arginina
petni role inhibitora reakcji autokatalicznego splicingu pre-
kursora rybosomalnego RNA (pre-rRNA) u orzeska Tetra-
hymena (Rys. 6) [39, 40], Aminokwas hamuje samowycina-
nie sie ztozonego z 414 nukleotydéw intronu grupy | z pre-
-rRNA, a kofaktorem tej reakcji jest guanozyna (takze GMP,
GDP i GTP). Guanozyna jest wymagana podczas pierwsze-
go etapu reakcji. Wigze sie ona z RNA i nastepnie atakuje
miejsce splicingowe 5', tworzac wigzanie fosfodiestrowe
z kohcem 5' intronu [41]. W wyniku tej reakcji na koncu
egzonu powstaje wolna grupa 3'-OH, ktéra atakuje miejsce
splicingowe 3'. Nastepnie oba egzony tacza sie i zachodzi
uwolnienie intronu [42], W pre-rRNA u Tetrahymena, w ob-
rebie elementu P7 wystepujgcego w centrum katalitycznym
intronu, zlokalizowane jest miejsce, z ktorym wigze sie
guanozyna, oddziatujagc z parg zasad G264:C311, poprzez
utworzenie dwoéch wigzan wodorowych z G264 [43]. Ar-
ginina hamuje opisang reakcje autokatalicznego splicingu,
poprzez utworzenie dwoch wigzan wodorowych z G264
i zablokowanie miejsca wiazania dla guanozyny [39, 44].
Doswiadczenia przeprowadzone z niemal wszystkimi ami-
nokwasami wykazaty, ze zahamowanie reakcji samowyci-
nania sie intronu z pre-rRNA u Tetrahymena, jest procesem
o wysokiem stopniu specyficznosci i tylko arginina moze ja
wywotaé [45], O specyficznosci tego oddziatywania $wiad-
czy takze fakt, ze miejsce wigzania argininy charakteryzuje
sie stereoselektywnoscig - preferowana jest L-arginina [45,
46]. Stereoselektywne oddziatywanie L-argininy z pre-
-rRNA u Tetrahymena nie jest odosobnionym przypadkiem,
ale jest wtasciwoscig charakteryzujaca cata grupe | autoka-
talitycznie wycinajacych sie intronéw zidentyfikowanych
u roznych odlegtych filogenetycznie organizméw [47],

APTAMERY RNA SPECYFICZNIE WIAZACE L-ARGININE

Metoda SELEX ukierunkowanej ewolucji in vitro (ang.
systematic evolution ofligands by expotential enrichment), okre-
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$lana réwniez jako selekcja in vitro [48], umozliwita ziden-
tyfikowanie sekwencji RNA wigzacych czgsteczke docelo-
wa (ligand) z wysokim powinowactwem i specyficznoscia,
tzw. aptameréw. W pierwszym etapie selekcji in vitro two-
rzona jest biblioteka oligonukleotydéw o tzw. zdegenero-
wanych sekwencjach (ang. random DNA), zawierajagcych na
obu konhcach sekwencje wigzgce startery DNA oraz dodat-
kowo na koncu 5' sekwencje promotora polimerazy RNA.
W kolejnym etapie, z populacji czasteczek DNA, otrzymy-
wana jest pula czasteczek RNA na drodze transkrypcji in
vitro, ktére sa nastepnie selekcjonowane na podstawie ich
zdolnosci do wigzania sie z okreslonym ligandem. Selekcje
mozna przeprowadzi¢ np. metodg podobng do chromato-
grafii powinowactwa. Pula RNA jest rozdzielana na ztozu
agarozowym z unieruchomionym ligandem. Wyselekcjo-
nowane czgsteczki RNA poddawane sg reakcji odwrotnej
transkrypcji, a otrzymane czgsteczki DNA powielane z za-
stosowaniem metody PCR. Wymienione etapy sg cyklicz-
nie powtarzane i w kazdym cyklu nastepuje stopniowe
wzbogacanie populacji czgsteczek w sekwencje RNA o po-
zadanych wiasciwosciach [49], Dzigki zastosowaniu meto-
dy SELEX opisano liczng grupe aptameréw rézniacych sie
sekwencja i struktura, ale wykazujgcych zdolno$¢ wigzania
sie z argining (Rys. 7) [60-52], Aptamery te réznig sie row-
niez powinowactwem w stosunku do L-argininy (Tabela 1
- state dysocjacji kompleksu od 103 M 1ldla czgsteczek naj-
stabiej wigzacych L-arginine do 3,0 x 106 M 1dla czgsteczek
najsilniej wiazacych L-arginine) [21, 50-52, 56, 57]. Wiazanie
aptameréw z aminokwasem charakteryzuje sie stereoselek-
tywnoscia (wiekszos$¢ wiaze lepiej L- niz D-arginineg) [50, 51]
. W aptamerze wigzacym L-argine z najwiekszym powino-
wactwem zaobserwowano powstawanie struktury pseudo
wezta, odpowiedzialnej prawdopodobnie za bezposredni
kontakt ze zwigzang argining lub za powstawanie struktur
trzeciorzedowych indukowanych przez argininy [51], Na-
tomiast w czgsteczce RNA wyizolowanej przez Famuloka
[50], L-arginina wigze sie z trzema nukleotydami (C13, A29
i U31) wewnetrznej petli [53, 54], W aptamerze tym zwigza-
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Rysunek 7. Proponowana struktura drugorzedowa aptameréw wigzacych argi-
nine [50-52, 55]. Linig przerywang zaznaczono nukleotydy, ktére moga oddziaty-
wacé ze sobg tworzac strukture tzw. pseudo wezta. Fragmenty RNA, zaznaczone
na niebiesko, przypominajg strukturg TAR RNA wirusa HIV-1. Niekanoniczne
pary zasad oznaczono gwiazdkami.
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nie L-argininy z RNA powoduje jego zmiane konformacyjna
[53, 54], Zastosowanie metody SELEX umozliwito rowniez
wyselekcjonowanie aptameréw wigzacych sie z D-argining
z wiekszym powinowactwem niz z L-argining (Tabela 1).
Dzieki zastosowaniu techniki selekcji in vitro, wyselekcjo-
nowano takze czasteczki RNA o strukturze przypomina-
jace element TAR z wirusa HIV-1, oddziatujagce z argining
z podobnym powinowactwem jak peptyd Tat [55]. Okoto
40% wyselekcjonowanych czgsteczek RNA zawierato dwu-
nukleotydowe wybrzuszenie, na ktérego koncu 5' wyste-
powata zasada U. Natomiast do jego konhca 3' przylegaty
bezposrednio pary zasad G/C i A/U [55], State dysocjacji
kompleksu tych czgsteczek z argining wynosity od 21 M1
dla czgsteczek najstabiej wiagzgcych L-arginine do 7,1 x 102
M I dla czgsteczek najmocniej wigzacych ten aminokwas
[55], Wydaje sie, ze zastosowanie metody SELEX do poszu-
kiwania aptameréw zdolnych wigza¢ sie z argining utatwi
poznanie zasad rzadzacych oddzialtywaniami pomigdzy
biatkami i czasteczkami RNA [50].

PODSUMOWANIE

Opisane w niniejszym artykule czasteczki RNA oddzia-
tuja z resztami argininy obecnymi w biatkach tub pepty-
dach albo z wolnym aminokwasem. Istnieje mozliwos¢, ze
specyficzne oddziatywania RNA/arginina sg realizowane
przez wiele r6znorodnych sekwencji oraz struktur RNA,
ktére wigza jedng lub Kilka reszt arginin z r6znym powino-
wactwem. Wydaje sig, ze sekwencje bogate w reszty argini-
ny obecne w biatkach stuzg do rozpoznawania czgsteczek
RNA o roznej strukturze [51]. Ze wspomnianej réznorod-
noéci mozna wysnu¢ przypuszczenie, ze istniejg jeszcze
nie zidentyfikowane dotad przez badaczy sekwencje RNA
zdolne do oddziatywania z argining w formie wolnej lub
wchodzgacej w sktad tahcuchow peptydowych biatek.

Tabela 1. Poréwnanie statych dysocjacji (KD komplekséw L- lub D-argininy lub
peptydu B1V Tat (65-81) z r6znymi czasteczkami RNA.

Ligand RNA kd Pi$miennictwo 1
L-arginina TAR 2,5 x 102M-1 [21]
BIV Tat(65-81) BIV TAR 2,0 x109M-1 [56]
L-arginina ;igigﬂf\na 2,5 x103M-1 [57]
L-arginina aptamer A 1,8 x 104M-1 [50]
D-arginina aptamer A 2,4 x 103M-1 [50]
L-arginina aptamer B 103M-1 [52]
D-arginina aptamer B 1,7 x 103M-1 [52]
L-arginina aptamer C 3,0x106M1 [51]
D-arginina aptamer C 2,5 x102M-1 [51]
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ABSTRACT

In many biological systems substantial roles are played by interactions between amino acids and RNA. Among amino acids L-arginine seems
to be particularly relevant, because the guanidinium group of arginine side chain can potentially form five hydrogen bonds with appropri-
ately positioned acceptor groups of RNA. Extensive studies reveal that specific arginine recognition is achieved by many different RNAs over
a broad range of binding affinities. Arginine is frequently found among amino acids in the nucleic acid-binding motifs in various proteins.
For example, specific binding of the HIV-1 Tat protein to its RNA site (TAR) is mediated by asingle arginine residue. Free arginine can be also
bound by the guanosine site in the group | Tetrahymena ribosomal RNA intron catalytic centre, as well as by numerous RNA motifs, called

arginine aptamers, which have been selected in vitro.
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Zastosowanie metod biologii molekularnej do poszukiwania genéw biosyntezy
antybiotykow poliketydowych i peptydowych produkowanych przez promieniowce

STRESZCZENIE

akterie nalezace do rzedu promieniowcow wytwarzajg wiekszo$¢ znanych obecnie anty-

biotykéw. Wyniki sekwencjonowania genoméw tych bakterii ujawniajg obecnos$¢ duzej
liczby zespotow potencjalnych genéw biosyntezy metabolitéw wtérnych, ktérych ekspresji
dotychczas nie stwierdzono. Automatyzacja i miniaturyzacja wielu proceséw zwigzanych
z izolacja, klonowaniem i sekwencjonowaniem DNA oraz rozwdj bioinformatyki utatwiaja
poszukiwanie nowych zespotéw gendéw w organizmach o nieznanej dotad sekwencji geno-
mu, a takze w DNA izolowanym bezposrednio z prébek srodowiskowych. W pracy oméwio-
no techniki stosowane do identyfikacji gendéw syntaz poliketydowych i syntetaz peptydo-
wych. Poza dostarczaniem nowych metabolitéw, ktére moga znalez¢ zastosowanie jako leki
badz jako substraty do modyfikacji chemicznych, geny tych enzymoéw sg wykorzystywane
do tworzenia nowych zwigzkéw o zaplanowanych strukturach metodami biosyntezy kom-
binatorycznej.

WSTEP

Pojawianie sie szczep6w bakterii chorobotworczych opornych na antybiotyki
zaobserwowano juz w pierwszych latach po wprowadzeniu penicyliny do po-
wszechnego uzytku [1], Jednak ostatnio zjawisko to gwaltownie narasta i coraz
czesciej lekarze okazujg sie bezradni w walce z chorobami, ktére jeszcze do nie-
dawna uwazano za opanowane. Coraz czesciej spotyka sie drobnoustroje oporne
na niemal wszystkie dostepne antybiotyki, réwniez catkowicie syntetyczne [2].

Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy jest powszechne, czesto nieuzasadnio-
ne, stosowanie antybiotykéw w praktyce medycznej, przedwczesne przerywa-
nie kuracji przez pacjentow, a takze fakt, ze potowe produkowanych antybioty-
kéw wykorzystuje sie jako dodatki do pasz dla zwierzat hodowlanych oraz do
produkcji kosmetykow i srodkéw czyszczacych [3]. Szerzenie sie opornosci na
leki antybakteryjne mozna zahamowaé przez przestrzeganie zasad racjonalnej
antybiotykoterapii i ograniczenie ,,konsumpcji" antybiotykow, szczego6lnie do
celéw pozamedycznych [4], Duze nadzieje wigzane sa z zastosowaniem bakte-
riofagéw do leczenia zakazen bakteryjnych [5,6]. Nie zmienia to jednak faktu, ze
wcigz ro$nie zapotrzebowanie na nowe, skuteczne leki antybakteryjne. Aktual-
ne badania zmierzajg w kierunku ulepszania antybiotykéw stosowanych obec-
nie poprzez modyfikacje ich struktur chemicznych oraz poszukiwania w przy-
rodzie zupetnie nowych zwigzkéw o innym mechanizmie dziatania.

PROMIENIOWCE - NAJBOGATSZE ZRODLO ANTYBIOTYKOW

Pod koniec XX wieku przemyst farmaceutyczny inwestowat przede wszyst-
kim w metody chemii kombinatorycznej [7], ktadac nieco mniejszy nacisk na
poszukiwanie nowych lekéw wsérod produktéw naturalnych pochodzenia ro-
slinnego i mikrobiologicznego [8], W ostatnich kilku latach odnotowano po-
nowny wzrost zainteresowania tradycyjnymi zrédtami substancji leczniczych:
roslinami i mikroorganizmami. Ponad 50% znanych obecnie antybiotykow po-
chodzenia naturalnego to zwigzki produkowane przez bakterie z rodzaju Strep-
tomyces, nalezgce do rzedu promieniowcow (Actinomycetales) [9], Sg to tlenowe,
Gram-dodatnie bakterie glebowe charakteryzujace sie ztozonym cyklem zycio-
wym. Sg one zdolne do wytwarzania olbrzymiej liczby niezwykle zr6znicowa-
nych metabolitbw wtérnych i enzymdéw o znaczeniu przemystowym. Oprocz
antybiotykéw, do metabolitéw wtérnych promieniowcéw nalezg zwigzki wy-
kazujgce witasciwosci przeciwgrzybicze, antypasozytnicze, przeciwnowotworo-
we, immunosupresyjne, a takze naturalne herbicydy i insektycydy [10]. Do tej
pory poznano peitne sekwencje genomu 25 szczepOdw promieniowcow, w tym
4 gatunkow Streptomyeces, ale nie wszystkie z nich z sg dostepne (baza danych
GOLD: http://www.genomesonline.org) [11], Chromosomy Streptomyces, w od-
réznieniu od wiekszosci bakterii, majg strukture liniowg i sg najwieksze z do-
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tychczas sekwencjonowanych chromosoméw bakteryjnych
(S. coelicolor - 8,7 Mpz, S. avermitilis - 9 Mpz) [12,13]. Geny
niezbedne do zycia komorki sa zlokalizowane w centralnej
czesci chromosomu, natomiast geny kodujace biatka zaan-
gazowane w synteze metabolitow wtérnych oraz degrada-
cje polimerdéw i ksenobiotykéw znajduja sie gtdwnie w ra-
mionach chromosomu [14]. Liczba gendw tych bakterii (S.
coelicolor - 7825 gendw, S. avermitilis - 7574) znacznie prze-
wyzsza liczbe gendéw Escherichia coli K12 (4289), a nawet
liczbe genéw organizmu eukariotycznego Saccharomyces
cerevisiae (6203). Znaczna cze$¢ z nich to potencjalne geny
regulatorowe (12,3% genow S. coelicolor) co odzwierciedla
ztozony cykl zyciowy tych organizmoéw i ich przystosowa-
nie do zmiennych warunkéw panujacych w glebie.

Geny biosyntezy metabolitow wtérnych wystepuja jako
zespoty (zgrupowania) w tym samym obszarze chromoso-
mu. Oprécz gendéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za
synteze i modyfikacje podstawowego szkieletu weglowego
zespoty gendéw obejmuja takze geny kodujace biatka regula-
torowe, biatka odpowiedzialne za transport produktu oraz
warunkujgce opornos¢, jesli produkt jest antybiotykiem.
Chromosom S. coelicolor zawiera 23 takie zgrupowania obej-
mujagce 5% chromosomu [12], a chromosom S. avermitilis
- 30 (7%) [14]. Sa to gtownie syntazy poliketydowe typu I i
I, syntetazy peptydowe, syntazy chalkonowe, cyklazy ter-
penowe iinne. Produkty wiekszosci z nich nie zostaty do tej
pory zidentyfikowane. Juz wczes$niej stwierdzano obecnos$é
kilku zespotéw gendw syntaz poliketydowych lub syntetaz
peptydowych w jednym szczepie [15-17]. Liczne zespoty
gendéw biosyntezy metabolitow wtdérnych zlokalizowane
sg takze na duzych, liniowych plazmidach czesto spoty-
kanych u promieniowcow [18]. Jak oszacowano za pomo-
ca modelu matematycznego, do tej pory poznano jedynie
3% metabolitéw wtérnych Streptomyces, a ich ogélna liczba
oceniana jest na ok. 100 000 [19]. Nalezy pamieta¢, ze Strep-
tomyces to najdoktadniej zbadana grupa promieniowcoéw
[20], Wiele szczepéw produkujgcych antybiotyki nalezy do
innych rodzajow promieniowcéw. Powszechnie stosowang
erytromycyne wytwarza Saccharopolyspora erythraea, a rifa-
mycyne Amycolatopsis mediterranei. Réwniez chromosomy
promieniowcow chorobotwérczych takich jak Mycobacte-
rium tuberculosis, Corynebacterium diphteriae czy Nocardiafar-
cinia zawierajg liczne geny syntaz poliketydowych réznych
typOw oraz syntetaz peptydowych [21-23]. Do tej pory zi-
dentyfikowano produkty tylko niektérych z tych zespotow
enzymatycznych. Mozemy sie wiec spodziewac, ze poten-
cjat biosyntetyczny organizméw nalezacych do innych niz
Streptomyces rodzajow reprezentujgcych rézne rodziny pro-
mieniowcéw jest réwnie bogaty i ze wytwarzajg one wiele
cennych zwigzkéw, ktore wciaz jeszcze czekajg na odkrycie
[17, 24],

BIOSYNTEZA ZWIAZKOW
POLIKETYDOWYCH I PEPTYDOWYCH

Jedng z najwazniejszych klas metabolitéow wtérnych
promieniowcoéw oraz innych bakterii, a takze grzybdw i ro-
$lin wyzszych, sg poliketydy - grupa zwigzkéw niezwykle
zréznicowana pod wzgledem struktury i funkcji biologicz-
nej. Do poliketydéw nalezg antybiotyki (makrolidy, tetra-
cykliny, polieny) zwigzki przeciwgrzybicze (nystatyna,
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natamycyna), antypasozytnicze (awermektyna, milbemy-
cyna), immunosupresyjne (rapamycyna, FK506) i przeciw-
nowotworowe (daunomycyna, mitramycyna). Zwigzki po-
liketydowe powstaja w wyniku cyklicznie powtarzajacych
sie reakcji kondensacji i redukcji reszt krétkich kwasoéw
karboksylowych [25, 26] katalizowanych przez duze, wie-
loenzymatyczne kompleksy - syntazy poliketydowe (PKS
- ang. polyketide synthase). Syntazy poliketydowe kontrolujg
dobdr substratéw (tzw. jednostek wydtuzajacych), stopien
i stereospecyficznos¢ redukcji w kazdym cyklu biosyntezy
oraz sposob cyklizacji wydtuzanego tancucha. Enzymy mo-
dyfikujace towarzyszace syntazom przeprowadzajg dalsze
przemiany szkieletu poliketydowego (glikozylacja, hydrok-
sylacja, metylacja), co rowniez zwieksza r6znorodnos¢ pro-
duktéw [27].

Klasyczny podziat bakteryjnych syntaz poliketydowych
wyroznia syntazy typu | (PKS I) przeprowadzajgce biosyn-
teze makrolidéw (np. erytromycyny) i innych poliketydow
niearomatycznych oraz syntazy typu Il (PKS IlI) wytwarza-
jace poliketydy aromatyczne (np. aktynorodyne, tetraceno-
mycyne). Syntazy typu | (modutowe - ang. modular) skia-
dajg sie z jednego lub kilku wysokoczgsteczkowych (300-
-1000 kDa), wielofunkcyjnych biatek obejmujacych domeny
enzymatyczne zgrupowane w moduty, z ktérych kazdy
katalizuje jeden cykl kondensacji i redukcji. Syntazy typu
Il (iteracyjne - ang. iterative) to kompleksy kilku odrebnych
enzymow wykorzystywanych wielokrotnie do przeprowa-
dzenia wszystkich wymaganych cykli biosyntezy. Badania
ostatnich lat ukazujg jednak wiekszg r6znorodnos$¢ w za-
kresie budowy i sposobu dziatania syntaz poliketydowych.
Obszerne omoéwienie tych zagadnien znajdzie czytelnik
w artykutach przegladowych [26, 28].

Budowa chemiczna poliketyddw jest ,,zaprogramowana"
w strukturze syntaz poliketydowych. W ostatnim dziesig-
cioleciu uczyniono ogromny postep w zrozumieniu regut
tego programu [29], a rozw6j metod biologii molekularnej
pozwolit na kontrolowane modyfikacje syntaz polikety-
dowych i wprowadzanie zaplanowanych zmian do struk-
tury produktu [30-32]. Przez sukcesywng inaktywacje lub
dodawanie poszczegolnych domen, wymiane na domeny
o innej specyficznosci, tgczenie domen i catych modutéw
pochodzacych z réznych syntaz czy wreszcie dobor roz-
nych enzymoéw modyfikujgcych tworzone sg tzw. biblioteki
kombinatoryczne zwigzk6w nie wystepujacych w naturze,
ktére sg nastepnie testowane pod wzgledem aktywnosci
biologicznej [33, 34].

Druga liczna i zr6znicowang grupg metabolitow wtor-
nych mikroorganizmoéw sg zwigzki peptydowe syntetyzo-
wane bez udziatu rybosomow przez syntetazy peptydowe
(NRPS - ang. non-nbosomal peptide synthetase). Nalezg do
nich antybiotyki (penicylina, wankomycyna, bacytracyna),
zwigzki o aktywnosci przeciwwirusowej (lantiopeptyna,
siamicyna), przeciwnowotworowej (aktynomycyna D),
immunosupresyjnej (cyklosporyna A), a takze herbicydy
(bialafos), siderofory czyli nosniki jonu zelaza(lll) (entero-
baktyna) i biosurfaktanty (surfaktyna). Ogromne bogac-
two struktur chemicznych wynika m.in. z wbudowywania
nietypowych aminokwas6w nie wystepujacych w biatkach
(o konfiguracji D i N-metylowanych) oraz hydroksykwa-
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sow. Powstajgce liniowe, cykliczne lub rozgatezione tancu-
chy sa nastepnie acylowane, glikozylowane lub wchodza
w sktad pierscieni heterocyklicznych [35], Syntetazy pepty-
dowe, podobnie jak syntazy poliketydowe typu I, to biatka
0 wysokiej masie czgsteczkowej (480 - 1600 kDa) zbudowa-
ne z modutdéw zawierajgcych domeny katalityczne odpo-
wiedzialne za rozpoznanie i przytgczenie (oraz ewentualng
modyfikacje) kolejnych reszt aminokwasowych [36]. Uto-
zenie modutéw w biatku syntetazy decyduje o strukturze
produktu. Inzynieria genetyczna pozwala na wymiane do-
men i modutdéw i tworzenie sztucznych uktadéw zdolnych
do biosyntezy produktéw o zaplanowanej strukturze [37,
38]. Znane sg takze zwigzki naturalne zawierajgce zaréw-
no cze$é poliketydowg jak i peptydowa. Ich biosynteza jest
katalizowana przez odrebne kompleksy syntazy polikety-
dowej i syntetazy peptydowej badz tez przez syntazy hy-
brydowe, w ktérych zachodzg bezposrednie odzialtywania
miedzy biatkami PKS i NRPS [39], Réwniez takie uktady sa
przedmiotem zainteresowania inzynierii genetycznej [40].

Biosynteza kombinatoryczna pozwala na otrzymywanie
bardzo ztozonych zwigzkéw o wielu centrach chiralnosci,
ktorych synteza chemiczna bytaby niezwykle trudna [41-43].
Osiggniecia biosyntezy kombinatorycznej spowodowaty
gwattowny wzrost zainteresowania nie znanymi wcze$niej
genami syntaz poliketydowych i syntetaz peptydowych,
ktére mogtyby zwiekszy¢ zaséb fragmentéw o réznych
wiasciwosciach do konstrukcji sztucznych uktadow synte-
tyzujacych nowe zwigzki o zaplanowanych strukturach.

STRATEGIE POSZUKIWANIA NOWYCH
GENOW BIOSYNTEZY ANTYBIOTYKOW
1INNYCH METABOLITOW WTORNYCH

Istnieje kilka mozliwych podejs¢ do poszukiwania no-
wych zwigzkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym. Pierwsze
z nich, to projektowanie inhibitorow konkretnych enzymow
lub receptoréw bakteryjnych [44], Drugie, to wysokowydaj-
ne badania przesiewowe (HTS - ang. high throughput scre-
ening) czyli testowanie pod wzgledem aktywnosci biologicz-
nej duzych kolekgcji (tzw. bibliotek) zwigzkéw [45,46], Moga
to by¢ produkty syntezy chemicznej badz biosyntezy kom-
binatorycznej, lub ekstrakty z hodowli mikroorganizmow.
Trzeci kierunek badan, ktéry stanowi zasadniczy przedmiot
niniejszego artykutu, to poszukiwanie nowych zespotéw
genéw biosyntezy antybiotykéw i innych zwigzkéw ak-
tywnych biologicznie. W dalszej czesci artykutu terminem
»antybiotyki" objeto réwniez inne metabolity wtorne. Nie
mozna wyznaczy¢ S$cistej granicy pomiedzy powyzszymi
podejsciami badawczymi. Na przyktad wysokowydajne
badania przesiewowe moga stuzy¢ zar6wno do testowa-
nia Swiadomie zaprojektowanych zwigzkéw o zdefiniowa-
nej strukturze jak i do wykrywania substancji aktywnych
w ekstraktach z hodowli wyizolowanych szczep6w czy tez
do identyfikacji klonéw z biblioteki DNA zawierajacych
sekwencje gendw biosyntezy antybiotykéw. Automatycz-
ne urzadzenia pomiarowe i pipetujgce oraz zastosowanie
mikroptytek zawierajgcych kilka tysiecy mikrostudzienek
mieszczacych po kilka mikrolitrow reagentéw pozwalajg na
przebadanie ponad 100 tysiecy probek dziennie [47]. Jed-
nak o powodzeniu badan przesiewowych decyduje jakos¢
biblioteki i opracowanie odpowiednich testow aktywnosci
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[24, 48]. Ponizej zostaty omOwione przede wszystkim me-
tody wykorzystywane do poszukiwania genéw syntaz po-
liketydowych, ktére majg zastosowanie réwniez do genéw
syntetaz peptydowych i innych enzyméw. Przedstawione
sposoby postepowania dotyczg organizmoéw o0 nieznanej
dotad sekwencji genomu. Niemal wszystkie opisane tu stra-
tegie wymagajg skonstruowania tzw. biblioteki genomo-
wego DNA badanego mikroorganizmu w kosmidach [49]
lub wektorach typu BAC (ang.: bacterial artificial chromosome
- sztuczny chromosom bakteryjny) [50] (Rys. 1). Wektory
te umozliwiajg klonowanie dtugich fragmentéw DNA (do
300 kpz). Liczba klonéw w bibliotece powinna by¢ tak duza
zeby praktycznie caty genom byt reprezentowany. Przy
zatozeniu réwnomiernego rozktadu, ok. 1000 klonéw ko-
smidowych ($rednia dtugo$¢ wstawki ok. 40 kpz) zapewnia
reprezentacje catego chromosomu Streptomyces o dtugosci
8 Mpz z prawdopodobienstwem 99,9 % [51]. Nastepny krok
to identyfikacja klondw zawierajacych interesujagce geny
i subklonowanie krétszych fragmentéw (ok. 1 kpz) nadaja-
cych sie do sekwencjonowania. Wystepowanie genéw bio-
syntezy metabolitow wtérnych w postaci zgrupowan bar-
dzo utatwia zadanie; wystarczy identyfikacja jednego genu,
a analiza sgsiadujgcych z nim odcink6w DNA pozwala zna-
lez¢ pozostate geny. Klony z biblioteki mozna bada¢ pod
katem opornosci na badany antybiotyk, wytwarzania sub-
stancji hamujgcych wzrost bakterii testowych czy tez wy-
kazujgcych aktywnos$¢ w innych testach (np. wiazanie re-
ceptorow). Najczesciej jednak do przeszukiwania bibliotek

DNA genomowy

- T
l czesciowe trawienie enzymami

restrykcyjnymi
lub fragmentacja ultradzwiekami

S . 30 - 300 kpz

klonowanie do kosmidéw
lub wektoréw BAC

identyfikacja klonéw zawierajacych

A l geny blosyntezy antybiotykow:
hybrydyzacja Southerna
m oporno$¢ na antybiotyk

wytwarzanie aktywnych metabolitow
l subklonowanie

sekwencjonowanie

T T
poznana sekwencja nowego zespotu genéw

Rysunek 1. Schemat konstrukcji biblioteki genomowego DNA i identyfikacji klo-
néw zawierajacych geny biosyntezy antybiotykéw. BAC - ang. bacterial artificial
chromosome.
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geny

subklonowanie

\ sekwencjonowanie
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genomowego DNA stosuje sie technike PCR i hybrydyzacje
typu ,,Southern”, ktére pozwalajg na wykrycie obecnosci
poszukiwanych genéw niezaleznie od tego czy w danych
warunkach ulegajg one ekspresji.

»ODWROTNA GENETYKA"

,Odwrotng genetyka" (ang. reverse genetics) nazwano
strategie, w ktorych dane na temat struktury chemicznej
zwigzku (a takze wyniki badan procesu biosyntezy przy
uzyciu znakowanych radioaktywnie prekur-

dedukcja
#

nomowego DNA z sondami repre-
zentujgcymi syntazy poliketydowe
wykazywaty obecno$¢ od dwoch
do dziesieciu r6znych zespotéw ge-
néw PKS | i od jednego do trzech
zespotéw gendéw PKS Il w genomie
zestawienie l jednego szczepu. Aby jednoznacz-

potrzebne
enzymy

sekwencji genow nie zidentyfikowaé zesp6t genow
z baz danych biosyntezy konkretnego antybio-
tyku niezbedna byta dodatkowa
hybrydyzacja z sondami wykrywa-

konserwatywne \ jacymi geny enzymoéw modyfikuja-
nukleotydowe cych szkielet poliketydowy, a takze

analiza funkcjonalna znalezionych
gendéw. Jak wida¢ na powyzszym
przyktadzie, zastosowanie techniki
hybrydyzacji pozwala na znalezie-
nie nie tylko genéw biosyntezy zna-
nych zwigzkoéw, ale réwniez innych
zespotdw genow, ktorych produkty
nie sa znane. Za kolejny przyktad
moze postuzy¢ praca Sosio i wspét.
[17], ktérzy przeprowadzili hybry-
dyzacje bibliotek kosmidowych Planobispora rosea i Actino-
planes teichomyceticus oraz genomowego DNA kilku innych
szczepoOw nalezacych do réznych rodzajéw promieniowcow
z sondami obejmujacymi konserwatywne fragmenty genéw
syntetaz peptydowych. Wykazali oni obecnos¢ wielu zespo-
tow gendw NRPS w genomach wigkszosci szczepdw, nawet
takich, u ktérych nie stwierdzono wczes$niej wytwarzania
oligopeptydéw. Przyktady blisko 40 zespotéw gendéw bio-
syntezy antybiotykéw promieniowcoéw zidentyfikowanych

soréw) umozliwiaja wydedukowanie prawdo-
podobnego przebiegu biosyntezy i pozwalajg
na zaproponowanie wymaganego zestawu
enzyméw [9] (Rys. 2). Wiadomo, ze geny bia-
tek o podobnej funkcji bardzo czesto wykazujg
znaczne podobienstwo sekwencji nukleotydo-
wej. W zwigzku z tym, poréwnanie dostepnych
w bazach danych sekwencji gendéw analogicz-
nych enzyméw z podobnych uktadéw pozwala
na zidentyfikowanie konserwatywnych moty-
wow, ktére moga postuzy¢ do zaprojektowania

wybranego genu po wyznakowaniu stuzy jako
sonda do hybrydyzacji z bibliotekg genomowe-
go DNA szczepu produkujgcego badany zwig-
zek. Klony kosmidowe hybrydyzujgce z sondg
poddaje sie subklonowaniu i sekwencjonowa-
niu. Aby potwierdzi¢, ze zidentyfikowany ze-
spot gendw rzeczywiscie odpowiada za biosyn-
teze badanego zwigzku mozna poddac¢ klony

starterow do reakcji PCR. Powielony fragment , sekwencjonowanie l

danych,

o
.@§
L SO

fragmenty 1 - 3 kpz

krotkie sekwencje (kilkaset pz)

3. poréwnanie z bazg
identyfikacja klonéw l

zawierajacych

@
DNA genomowy }

1. konstrukcja
bibliotek

CIL

A ;.g fragmenty 30 - 50 kpz

5. identyfikacja klonéw
zawierajacych geny
biosyntezy antybiotykow

GST

kosmidowe ekspresji albo skonstruowaé¢ mutan- fragmenty genow i (D »

. . . : . biosyntezy antybiotykéw )
ty ze zinaktywowanymi genami. Stosujac takie 6. subklonowanie
podejécie eksperymentalne Weber i wsp. [9] zi- sekwencjonowanie

dentyfikowali geny biosyntezy 10 antybiotykow
poliketydowych o ciekawych wiasciwosciach
biologicznych lub nietypowych strukturach che-
micznych produkowanych przez rézne szczepy
Streptomyces. Wyniki hybrydyzacji biblioteki ge-
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Rysunek 2. Strategia ,,odwrotnej genetyki".
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przy uzyciu sond uzyskanych na drodze reakcji PCR mozna
znalez¢ w artykule Weber i wspét. [9].

»SKANOWANIE" GENOMU

W celu poszukiwania zupetnie nowych zespotéw genow
metabolitow wtdrnych, nawet tych, ktére nie ulegajg eks-
presji, opracowano bardzo wydajng metode tzw. ,,skano-
wania" genomu [52], Wymaga ona skonstruowania dwéch
bibliotek genomowego DNA (Rys. 3). Jedna z nich (GSL
- ang. genome sampling library) zawiera fragmenty dtugosci
1-3 kpz w wektorze plazmidowym, a druga (CIL - ang. clu-
ster identification library) - fragmenty dtugosci 30-50 kpz (lub
dtuzsze) w wektorze kosmidowym lub BAC. Klony z biblio-
teki krétszych fragmentéw (GSL) sg czesciowo sekwencjo-
nowane, a uzyskane krotkie odcinki sekwencji (GST - ang.
genome sequence tags) sa nastepnie porébwnywane z sekwen-
cjami zgromadzonymi w bazach danych w celu zidentyfi-
kowania tych, ktére wchodza w sktad gendw zaangazowa-
nych w biosynteze produktéw naturalnych. Na podstawie
wybranych w ten sposéb fragmentéw sekwencji projekto-
wane sg sondy do hybrydyzacji z bibliotekg dtuzszych frag-
mentow (CIL). Klony kosmidowe, dla ktérych uzyskano
pozytywny wynik hybrydyzacji poddaje sie szczegodtowej
analizie, a uzyskang sekwencje obszaru obejmujacego nowy
zesp6t gendéw dotgcza sie do bazy danych. Duza wydajnos$é
metody ,,skanowania” genomu wynika stad, ze analiza sto-
sunkowo niewielkiej liczby sekwencji zapewnia ,,przeglad”
catlego genomu. Zespoty gendéw biosyntezy antybiotykéw
obejmujg 20 - 200 kpz. W przypadku chromosomu o dtu-
gosci 8,5 Mpz mozna sie wiec spodziewa¢, ze sposréd 1000
sekwencji GST co najmniej 2 beda reprezentowac kazdy ze-
sp6t gendw [52], Metoda ta zostata zastosowana do analizy
gendéw biosyntezy antybiotykow enediinowych (ang. enediy-
ne) [52], Sa to bardzo toksyczne zwigzki o silnym dziataniu
przeciwnowotworowym, np. kalicheamycyna, neokarcyno-
statyna. Szczeg6towo poznano struktury 10 spos$réd ponad
20 zwigzkéw nalezacych do tej grupy [53], Posiadaja one
bardzo reaktywne ugrupowania chromatoforowe z 9 lub 10
cztonowym pierscieniem zawierajgcym uktad sprzezonych
wigzan podwaojnych i potréjnych (Rys. 4). Ugrupowanie to
bywa nazywane ,,gtowicg bojowg". Stosujgc metode ,,ska-
nowania" genomu zidentyfikowano geny biosyntezy pieciu
znanych antybiotykéw enediinowych [52], Stwierdzono,
ze biosynteze ,,gtowicy" katalizuje nowy typ syntazy poli-
ketydowej - iteracyjna syntaza typu | (tzn. wielofunkcyjne
biatko wykorzystywane wielokrotnie w procesie biosynte-
zy jednej czgsteczki poliketydu) [52, 53], Do niedawna uwa-
zano, ze tego typu syntazy sg charakterystyczne dla grzy-
béw (np. syntaza kwasu 6-metylosalicylowego Penicillum
patulum [54]) i nie wystepuja u bakterii. Badania ostatnich
lat pokazujg jednak, ze iteracyjne PKS | sg rozpowszechnio-
ne réwniez u bakterii [28]. Metoda ,,skanowania” genomu
przebadano takze 70 szczepow, u ktérych nie stwierdzono
wczesniej produkcji antybiotykéw enediinowych. U 16 %
z nich wykryto geny biosyntezy zwigzkow z tej grupy. Geny
biosyntezy ,,gtowicy” enediinowej szczep6éw nalezacych do
6 rodzajow promieniowcow (Actinomadura, Amycolatopsis,
Kitasatosporia, Micromonospora, Saccharothrix, Streptomyces)
posiadaty bardzo podobny ukiad i sekwencje nukleotydo-
wa. Co wiecej, stosujgc urozmaicone podioza hodowlane
udato sie wywotac biosynteze tych zwiazkow [52]. Te dane
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pozwalajg mie¢ nadzieje, ze odkrycie nowych struktur z tej
grupy jest kwestig niedalekiej przysztosci, a zastosowanie
biosyntezy kombinatorycznej pozwoli opracowaé zwigzki
0 lepszych wtasciwosciach terapeutycznych.

GENY MIKROORGANIZMOW TRUDNYCH DO HODOWLI

Wraz z opracowaniem metod pozwalajacych na identyfi-
kacje drobnoustrojow bez koniecznosci ich izolacji i namna-
zania stato sie jasne, ze ogromnej wiekszosci gatunkéw wy-
stepujgcych w przyrodzie nie udaje sie wyhodowac w stan-
dardowych warunkach laboratoryjnych [55, 56]. Szacuje sie,
ze do tej pory odkryto zaledwie 1% istniejgcych gatunkéow.
Olbrzymia ilo$¢ informacji zawarta w genach nieznanych
mikroorganizméw rozpala wyobraznig¢ naukowcéw i budzi
uzasadnione nadzieje na odkrycie nowych antybiotykéw.
Podejmowane sg projekty klonowania i sekwencjonowa-
nia DNA izolowanego bezposrednio z probek srodowisko-
wych (tzw. eDNA - ang. environmental DNA) [57], Najwiegk-
szym przedsiewzieciem tego typu byta analiza catkowitego
DNA mikroorganizméw zyjacych w Morzu Sargassowym
[58]. Poza ukazaniem zréznicowania biocenozy, badania
takie daja dostep do wielu nowych genéw o potencjalnym
znaczeniu praktycznym dla cztowieka. W bibliotece eDNA
z gleby (tzw. bibliotece metagenomowej) zidentyfikowano
klony zawierajgce geny syntaz poliketydowych typu | [59],
a w bibliotece DNA bakteryjnych symbiontéw chrzgszczy
lgabek wykryto klony zawierajgce geny nietypowych syn-
taz modutowych, w ktérych domena acylotransferazy jest
zastgpiona odrebnym biatkiem dziatajacym iteracyjnie [60].
Metody identyfikacji mikroorganizméw oparte sg na anali-
zie sekwencji konserwatywnych i zmiennych regionéw ge-
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Rysunek 3. Schemat poszukiwania genéw biosyntezy antybiotykéw metoda
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néw kodujacych rybosomowy RNA (rRNA) bakterii i wy-
korzystujg technike amplifikacji i hybrydyzacji DNA [56,
61, 62], Wstepne informacje na temat sktadu populacji bak-
teryjnej w prébkach srodowiskowych (gleba, osady denne,
woda, materiat roslinny i zwierzecy i in.) majag duze zna-
czenie przy tworzeniu kolekcji szczepéw mogacych produ-
kowa¢ nowe zwigzki biologicznie aktywne. Pozwalajg one
dobra¢ odpowiednig metode izolacji i hodowli poszukiwa-
nych grup mikroorganizméw [24, 63, 64], Wychodzac z za-
tozenia, ze badanie rzadkich, stabo poznanych mikroorga-
nizméw zwieksza szanse znalezienia producentéw nowych
zwiagzkéw biologicznie aktywnych np. w Biosearch Italia
w ciggu 4 lat wyizolowano ponad 9 tys. szczepdéw promie-
niowcow z ktoérych tylko 1% nalezy do rodzaju Streptomyces
[24]. Cala, stale rozbudowywana, kolekcja obejmuje ponad
50 tys. szczepOw promieniowcow i grzybéw nitkowatych.
Otrzymane z nich ptyny pohodowlane, wysuszone i zamro-
zone w mikroptytkach, stanowig materiat do wysokowydaj-
nych badanh przesiewowch.

Ogromnym utatwieniem badan nad genami stabo po-
znanych, trudnych do hodowli organizméw jest mozliwos¢
przenoszenia catych zespotéw genéw do komérek innego
gospodarza (tzw. ekspresja heterologiczna). Ekspresji hete-
rologicznej poddaje sie takze fragmenty DNA izolowane-
go bezposrednio z gleby i innych prébek srodowiskowych
[65]. Najczesciej zastepczymi gospodarzami bywaja dobrze
poznane i specjalnie modyfikowane genetycznie szczepy
Escherichia coli i Streptomyces lwidans, a ostatnio takze Pseu-
domonas putida [66]. Zwiekszenie spektrum testowanych go-
spodarzy zwieksza szanse uzyskania ekspresji genoéw izna-
lezienia interesujacych metabolitow. Aby umozliwi¢ tego
typu manipulacje genetyczne opracowano specjalne wekto-
ry - pochodne BAC. Niezwykle wazng ich cechg jest zdol-
nos$¢ przenoszenia duzych fragmentéw DNA (ponad 100
kpz) mogacych pomiesci¢ caty zesp6t genéw. Sa to wektory
okreslane wspdlng nazwg ESAC (ang. E. coli- Streptomyces
artificial chromosome) ulegajace replikacji w komorkach E.
coli i integrujace sie z chromosomem Streptomyces w miej-
scu attB dzieki zastosowaniu systemu attP-int faga OC31,
np. plazmidy pPAC-SI i pPAC-S2 [67], Inna seria wektorow
(pMBD7, -9, -12) skonstruowanych przez Martinez i wsp.
[66] posiada, oprocz elementéw wymaganych do integracji
z chromosomem Streptomyces, sekwencje oriT umozliwiajg-
cg przekazywanie ich z duzg wydajnoscig przez koniugacje
z E. coli do Streptomyces i Pseudomonas. Plazmidy te ulegaja
takze integracji z chromosomem Pseudomonas putida MBD1
- specjalnie skonstruowanego szczepu wyposazonego w se-
kwencje attB ze Streptomyces [66], Wektory ESAC nadajg sie
do tworzenia bibliotek genomowego DNA, eDNA oraz do
rekonstrukcji petnych zespotéw genéw z kilku klonéw ko-
smidowych zawierajgcych mniejsze fragmenty [24, 68].

UWAGI KONCOWE

Ogromny postep technologiczny w dziedzinie sekwen-
cjonowania DNA przyniést lawinowy wzrost ilosci infor-
macji genetycznych zdeponowanych w komputerowych
bazach danych (ogdlnodostepnych i bedacych wiasnoscia
firm farmaceutycznych i biotechnologicznych). Poznanie
sekwencji genomoéw organizmoéw produkujacych antybio-
tyki nie tylko dostarcza danych na temat nowych genow
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biosyntezy metabolitéw wtdrnych, ale daje wglad w mecha-
nizmy regulacji metabolizmu, pozwala usprawnia¢ szczepy
przemystowe i konstruowaé¢ zmodyfikowane szczepy zdol-
ne do wydajnej ekspresji catych zespotow genéw pochodza-
cych z innych organizméw. Wykorzystanie coraz bogatszej
puli informacji genetycznych pochodzacych z laboratoriow
na catym Swiecie nie byloby mozliwe bez rozwoju bioin-
formatyki i stworzenia wyrafinowanego oprogramowania
pozwalajgcego na sprawne gromadzenie i przetwarzanie
danych o genach i biatkach oraz szybkie wyszukiwanie
i porébwnywanie ogromnej liczby sekwencji. Dostep do du-
zej liczby sekwencji zwieksza skutecznos$¢ strategii poszu-
kiwania nowych genéw biosyntezy antybiotykéw takich
jak ,,odwrotna genetyka" czy ,,skanowanie" genomu, ze
wzgledu na mozliwos$é lepszego zaprojektowania starteréw
do reakcji PCR i sond do hybrydyzacji. Réwnolegle z kom-
puteryzacjg postepuje miniaturyzacja i automatyzacja wielu
czynnosci laboratoryjnych (przesiewanie bakterii, izolacja
DNA, hybrydyzacja, sekwencjonowanie). Zastosowanie ro-
botéw umozliwia szybkie testowanie tysiecy probek i spra-
wia, ze znalezienie ,,na chybit-trafit* nowych metabolitéw
lub genéw warunkujgcych ich biosynteze jest na tyle realne,
ze coraz wiecej firm inwestuje w tego typu badania. Wciaz
opracowywane sg nowe wektory i ulepszone szczepy
umozliwiajgce obrobke bardzo duzych fragmentéw DNA.
Dzieki nim zyskujemy coraz lepszy dostep do informacji ge-
netycznej organizmow trudnych lub niemozliwych do ho-
dowli. Poznawanie kolejnych syntaz poliketydowych isyn-
tetaz peptydowych oraz ich produktow ukazuje niezwykig
r6znorodnos$¢ metabolitéw wtérnych mikroorganizmoéw,
dostarcza nowych substancji leczniczych i wzbogaca zas6b
narzedzi do tworzenia zwigzkéw o zaplanowanej struktu-
rze metodami biosyntezy kombinatoryczne;.
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Application of molecular biology for the discovery of biosynthetic genes
of polyketide and peptide antibiotics produced by actinomycetes
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~e-mail: szulc@iitd.pan.wroc.pl

Key words: genome scanning, actinomycetes, polyketide synthase, non-ribosomal peptide synthetase

ABSTRACT

Actinomycetes are currently the main source of antibiotics. Genome sequencing reveals the presence in these organisms of multiple gene
clusters for the synthesis of yet unidentified secondary metabolites. Technological advances in DNA isolation, cloning and sequencing, as
well as development of bioinformatics, facilitate large scale search for new gene clusters in organisms with unknown genome sequence and
in environmental DNA. Methods used for detection of polyketide synthase (PKS) and non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) genes are
described in this article. New PKS and NRPS genes give access to new biologically active natural products which can become drugs or sub-
strates for chemical modifications. Even more inspiring is their use in combinatorial biosynthesis to produce a variety of compounds with

rationally designed structures.
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z adresem pocztowym, numerem telefonu i adresem poczty
elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz stosowanych
skrotow (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do
25 znakéw).

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do
150 wyrazéw), tekst pracy i pismiennictwo. Na kolejnych
stronach winny byé umieszczone tabele oraz tytuly i obja-
$nienia rycin. Ostatnia strona winna zawiera¢ nastepujace
informacje w jezyku angielskim: tytut artykutu, imiona i na-
zwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do 6)
i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazéow).

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cy-
towan oryginalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare
mozliwos$ci do artykutéw przegladowych. Redakcja zaleca
zacytowanie co najwyzej 70 publikacji, w wigkszosci pocho-
dzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz piSmiennictwa obejmuje
prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza sie
je liczbami porzagdkowymi ujetymi w nawiasy kwadrato-
we, np. [3,7,9-26], Spos6b cytowania prac oryginalnych (1)
i przegladowych (2), ksigzek (3), rozdziatéw z ksigzek jed-
notomowych (4), rozdziatéw z toméw serii opracowanych



przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej podane

przyktady:

1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic
analysis of KVAP voltage-dependent K+channels in an open confor-
mation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by
Ca2~ATPase of the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73:
269-292

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydaw-
nictwo Naukowe élqsk, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and Prace w formie elektronicznej prosimy przesytac na ad-
dynamics of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: res:
Pochet R (red) Calcium: the molecular basis of calcium action in bi-
ology and medicine. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Bo-
ston, London, str. 191-205

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja
konca 5' (KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski
J (red) Na pograniczu chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Nauko-

sci jednego famu (8,5 cm) lub strony (18 cm). Na rycinach
nie nalezy umieszczaé opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykona-
ne czcionka Arial 8. llustracje i tabele prosimy przesytac
w osobnych plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mieé
minimalng rozdzielczo$¢ 300 dpi dla obrazow kolorowych
i skali szarosci (zdjecia czarno biate) oraz 600 dpi dla ilustra-
cji czarno-biatych (schematy, wzory strukturalne zawieraja-
ce tylko czern i biel).

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowied-
niego oprogramowania, prosimy o przystanie pracy na dys-

we Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznan, str.
143-179

Tabele winny byé opatrzone jednoznacznym tytutem

kietce lub ptycie CD, zabezpieczonej przed uszkodzeniem
w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta

i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami umieszczo-
nymi pod tabelg. Wielkos$¢ tabel powinna by¢ dostosowana
do szerokosci jednego ftamu (8,5 cm) lub strony (18 cm).

redaktor naczelny

kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr,
*.psd, lub *.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1.
Wielkos$¢ ryciny powinna by¢ dostosowana do szeroko-

Komunikat Zarzagdu Gtownego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

SKEADKI CZEONKOWSKIE | PRENUMERATA ,,POSTEPOW BIOCHEMII" W 2005 ROKU

Sktadka cztonkowska Towarzystwa w 2005 roku wynosi dla cztonkéw rzeczywistych 80 zt, dla cztonkéw studentow 40 zt
(w tym roczna prenumerata ,,Postepdw Biochemii"); matzeristwa mogg optaca¢ sktadki w wysokosci 120 zt (80 + 40). Czton-
kowie, ktérzy optaca sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2005 roku, majg zapewniong bezptatng prenumerate kwartalnika
..Postepy Biochemii". Cztonkowie, ktérzy optaca sktadke po tym terminie, beda otrzymywaé kwartalnik do czasu wyczerpa-
nia sie zapasOw magazynowych. Powyzsze zmiany nie dotyczg cztonkéw honorowych Towarzystwa. Natomiast cztonkowie-
-emeryci, nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej, ptacg jedynie 30 zt za roczng prenumerate ,,Postepéw Bioche-
mii". Osoby, ktére nie sg cztonkami Towarzystwa, mogg byé prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii". Koszt prenumeraty
w 2005 roku wynosi 100 zt (w tym koszty wysyiki). Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepdw Biochemii" (wraz z kosztami
wysyitki) 140 zt.

UWAGA: ZMIANA NUMEROW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Sktadki cztonkowskie Towarzystwa i naleznosci za prenumerate kwartalnika ,,Postepy Biochemii" prosimy wptaca¢ na
konto:

BPH PBK S.A. ODDZIAL W WARSZAWIE, UL. KRUCZA 24-26,
NR KONTA 95 1060 0076 0000 4110 5000 0371.

Woptaty za prenumerate kwartalnika ,,Acta Biochimica Polonica" nalezy dokonywa¢ na konto:

BPH PBK S.A. ODDZIAL W WARSZAWIE, UL. KRUCZA 24-26,
NR KONTA 35 1060 0076 0000 4110 5000 0384.

dr Anna Dygas
skarbnik Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

www.postepybiochemii.pl


mailto:postepy@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl
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OLYMPUS
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Your Vision, Our Future

O: TAK DWA SKANERY LASEROWE

Odpowiedz jest prosta: nowy mikroskop konfokalny Olympus FluoView FV1000
pracuje z dwoma skanerami, a nie jak inne podobne systemy, tylko z jednym.
Wprowadzenie dodatkowego skanera stwarza zupetnie nowe mozliwos$ci w analizie

zywych komoérek, rozwiazuje problem utraty danych podczas rejestracji procesow.
W systemach konfokalnych poprzedniej generacji do pobudzania komoérek i do
obserwacji uzywany bytjeden tylko uktad skanujagcy. Powodowato to, ze niemozliwe
byto rejestrowanie szybkiej odpowiedzi komérek podczas i bezposrednio po
stymulacji. Dwa zsynchronizowane uktady skanujgce zastosowane w mikroskopie
FV1000 umozliwiajg jednoczesne prowadzenie obserwacji proceséw oraz
dokonywanie stymulacji. Utatwia to wszechstronna, precyzyjna dokumentacje

i analize zjawisk na poziomie komdrkowym, bez utraty istotnych informacji.
FluoView FV1000 wprowadza nowa jako$¢ w badaniach proceséw
przezyciowych: rejestracje i zrozumienie zjawisk w stopniu
poprzednio nieosiggalnym. Wystarczy tylko chwila pracy
Z naszym nowym systemem, aby to potwierdzi¢.

Z nami rozwigzanie Panstwa problemoéw badawczych
bedzie dwa razy prostsze.

Wiecej informacji pod adresem:
Olympus Polska Sp. z o.0.

Tel. (22) 860 00 77, Faks (22) 831 04 53
mikréskopy@oiympus.pl
www.olympus.pl
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