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KONKURS NA NAJLEPSZA PRACE DOKTORSKA
Z BIOCHEMII W 2005 ROKU

Polskie Towarzystwo Biochemiczne ifirma Merck Sp. z 0.0. organizuje konkurs
na najlepszg prace doktorskg z biochemii wykonang w polskiej instytucji nauko-
wej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez
wiasciwg rade naukowa lub rade wydziatu w 2005 roku. Nagroda obejmuje premie
pieniezng dla autora w wysokos$ci 4 000 zt, ufundowang przez firme Merck, oraz
opublikowanie tez doktoratu na tamach kwartalnika ,,Postepy Biochemii”. Nagro-
de przyznaje Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozu-
mieniu w firmg Merck.

Zgtoszenia kandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze
stopniem doktora habilitowanego lub tytutem profesora.

Zgtoszenia w formie listu przewodniego z dotaczonym jednym egzemplarzem pra-
cy doktorskiej nalezy przesyta¢ pocztg w nieprzekraczalnym terminie do 30
kwietnia 2006 roku (decyduje data stempla pocztowego) z dopiskiem
,Doktoraty 2005”, na adres:

profesor Stawomir Pikuta
Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2006 roku, a uroczyste wrecze-
nie Nagrody odbedzie sie na Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w
Biatymstoku we wrzes$niu 2006 roku.

Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,,Postepy Bio-
chemii”. Pytania dotyczgce konkursu mozna uzyskac¢ kierujac je pod nastepujacy
adres poczty elektronicznej: s.pikula@nencki.gov.pl.
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POSTEPY BIOCHEMII W UBIEGLYM ROKU

Poczatek drugiego roku ukazywania sie ,,Postepéw Biochemii w nowym ksztatcie edytorskim skitania do podsumowan. Ponizej przed-
stawiam szereg waznych dla przysztych autoréw informacji, ktére moga usprawni¢ proces oceny i ostatecznego druku artykutéw w naszym
czasopi$mie.

W 2005 roku do redakcji wptyneto tacznie 61 artykutéw przegladowych, z ktérych 46 (75%) zostato przyjetych do druku. W okresie poczatko-
wym, szereg z nadestanych jeszcze w 2004 roku, a potem wydrukowanych w 2005 roku prac oczekiwato na koricowg decyzje prawie 12 miesiecy,
ale w wyniku utrzymywania wtasciwego tempa pracy nowej redakcji, udato sie ten okres zmniejszy¢ do 6-8 tygodni. W 2006 roku zamierzamy
dotrzymywacd terminoéw, co jest mozliwe dzieki wtasciwemu tempu naptywu artykutdw przeglagdowych (1-2 tygodniowo), zyczliwos$ci recenzen-
tow, ktérzy w zaplanowanym czasie dokonaja oceny oraz dobrej wsp6tpracy z drukarnia. Wystarczy nadmieni¢, ze do korica lutego 2006 roku
naptynety 42 artykuty przegladowe, z ktérych 32 (76%) ukazg sie drukiem w numerach 1-3 tomu 52. W tym roku, nie liczagc materiatéw redakcyj-
nych, zamierzamy opublikowac¢ 4246 artykuty przegladowe, co oznacza, ze juz obecnie redakcja pracuje nad ksztattem numeru 3, ktéry ukaze
sie drukiem we wrze$niu 2006 roku (patrz tabela ponizej).

Harmonogram prac redakcji “"Postepéw Biochemii** w 2006 roku

Miesigce: TonVnr: Sktad: Korekta autorska: Druk: Poczatek dystrybucji:
Styczen-Marzec 52/1 16-01-2006 25-01-2006 1-03-2006 30-03-2006
Kwiecien-Czerwiec 52/2 14-04-2006 25-04-2006 1-06-2006 30-06-2006
Lipiec-Wrzesien 52/3 14-07-2006 25-07-2006 14-08-2006 7-09-2006
Pazdziernik-Grudzien 52/4 16-10-2006 25-10-2006 20-11-2006 21-12-2006

Mam nadzieje, ze powyzsze informacje pozytywnie wptyng na decyzje potencjalnych autoréw o przystaniu ich pracy do naszej re-
dakcji. Obiecujemy szybki i kompetentny proces oceny pracy oraz wysokga jakos$¢ druku.

Serdecznie zapraszam do wspéipracy
Stawomir Pikuta
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Piotr Laidler, Anna Bilska

Katedra Biochemii Lekarskiej Collegium
Medium Uniwersytetu Jagiellonskiego, ul.
Kopernika 7, 31-034 Krakow, tel.: (012) 422 74
00, (012) 422 76 84, tel./faks: (48 12) 422 32 72,
e-mail: kbl_sekr@cm-uj.krakow.pl

Stopczanski, pierwszy profesor che-
mii lekarskiej. Zaktad ten w 1874 roku
przeksztatcit sie w Katedre Chemii Le-
karskiej. State pomieszczenie dla ,,swo-
jej Katedry" prof. Stopczanski uzyskat
jednak dopiero w roku 1905. Byt to bu-

dynek przy ulicy
Kopernika 7, ktory
do 1822 roku nale-
zat do Lozy Wolno-
mularskiej,, Przesad
Zwyciezony" (Fot.
1), gdzie - obecnie
jako Katedra Bio-
chemii  Lekarskiej
CM UJ - placéwka
ta znajduje sie do
dzis (Fot. 2).

HEM 1

CHLOROFIL

Fotografia 1. ,,Szczyt krakowskiego zbytku, stang¢ tytem do zabytku™ (J.I. Sztaudynger).

Budynek przy ulicy Kopernika 7w Krakowie. Druga potowa XVIII wieku. W 1822

W 1906 roku Ka-

roku przekazany przez Loze Masoriska, ktorej byl wiasnoscia, na cele dobroczynne .
Uniwersytetowi Jagiellonskiemu, gdzie do 1905 roku miescity sie kliniki uniwer- tEdfe Chemii Le-

syteckie. Po adaptacji w 1905 roku staje sie siedzibg Zaktadu Chemii Lekarskiej,

ktérego poczatki siegaja roku 1864.

Reforma Akademii Krakowskiej
przeprowadzona w XVIII wieku przez
Hugo KoHataja wprowadzita na szero-
ka skale do badan i nauczania meto-
dy empiryczne. Istotng role odegrato
utworzenie w 1780 roku Katedry ,Hi-
storii Naturalnej Chemii i Botaniki",
ktérej kierownictwo objat absolwent
Uniwersytetu Wiedenskiego profesor
Jan Jaskiewicz. Stata sie ona placowka
macierzystg dla wielu dyscyplin. Wte-
dy rozpoczeto nauczanie chemii, jako
jednego z podstawowych przedmiotow
studiow lekarskich. Od tego momentu
zaczely sie tez starania profesorow Wy-
dziatu Lekarskiego o ,,wtasng" katedre
chemii lekarskiej. Trwaty one prawie
100 lat. Takie sg korzenie dzisiejszej Ka-
tedry Biochemii Lekarskiej Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskie-

go-
ROK 1864
Powstaje Zaktad Chemii Patologicz-

nej, nalezacy juz formalnie do Wydzia-
tu Lekarskiego. Kieruje nim Aleksander
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karskiej objat Leon
Marchlewski, po-
siadajacy juz znacz-
ng pozycje w $wiecie naukowym. Pod-
czas badan prowadzonych w Anglii
nad chemig cukréw i barwnikéw Mar-
chlewski stwierdzit, ze hematoporfiry-
na uzyskiwana z krwi oraz filoporfiryna
pochodzaca z chlorofilu majg w swoim
sktadzie ten sam zwigzek budulcowy
-pirol. W ostatnich latach XIX wieku
Marchlewski pro-

BIOCHEMII

W

a prowadzone tu badania staty sie po-
czatkiem nowej dziedziny - biochemii
porbwnawczej, mowiagcej o jednosci
Swiata organizméw zywych.

TROCHE SENSACJI

W czasie Il wojny Swiatowej Niemcy
przeniesli z Warszawy do Krakowa In-
stytut Medycyny Sadowej. Siedzibg pla-
cowki stat sie budynek Katedry Chemii
Lekarskiej. Na stanowisko gtdwnego
chemika powotano jednego z najbliz-
szych wspotpracownikéw profesora
Marchlewskiego, dr Jana Robla. To tu
w 1943 roku przywieziono dokumenty
i pamiatki zabezpieczone przy ekshu-
macji zwtok polskich oficeréw zamor-
dowanych w Katyniu. Prace identy-
fikacyjne (zidentyfikowano dane 266
zamordowanych oficerow) trwaty do
lipca 1944 roku, kiedy to na polecenie
wiadz niemieckich zostaty przerwane,
a dokumentacje wywieziono. Pozosta-
ty jednak w Polsce kopie protokotéw
dr Robla, ktérych intensywnie i - na
szczescie - bez skutku poszukiwato w
1945 roku NKWD. Dokumenty zna-
leziono przypadkiem w roku 1991 (!)
w budynku przy ulicy Westerplatte 9,
gdzie z ulicy Kopernika 7, przewedro-
waty wraz z przenoszacym sie w latach
piecdziesigtych Instytutem Ekspertyz
Sgdowych i tam zostaty ukryte na stry-
chu. W maju 2003 roku w budynku Ka-

wadzit z Marcelim
Nenckim badania
nad filocyjanina. Po
$mierci  Nenckie-
go kontynuowat
badania nad chlo-
rofilem. Opubliko-
wana w 1903 roku
monografia Die
Chemie des Chlo-
rophylls rozstawita
jego nazwisko w
catym naukowym
Swiecie.  Profesor
Leon Marchlewski
stworzyt ze ,swo-
jej" katedry prezny

Fotografia 2. Budynek przy ulicy Kopernika 7 w Krakowie. Pierwsza potowa XXI
’ wieku. Siedziba Katedry Biochemii Lekarskiej Collegium Medicum Uniwersytetu
osrodek naukowy, jagiellonskiego.
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Fotografia 3. Wystawa ,,Matopolanie w katyrnskich dokumentach dr. Jana Robla"
przygotowana przez krakowski Oddziat Instytutu Pamieci Narodowej i uroczy-
sto$¢ odstoniecia tablicy pamiagtkowej poswieconej dr. Roblowi - Krakéw, 19 maja
2003 r. Od prawej: dr hab. Janusz Kurtyka - wéwczas prezes krakowskiego Oddzia-
tu Instytutu Pamieci Narodowej, dr Aleksander Gtazek - dyrektor Instytutu Eks-
pertyz Sadowych, prof. Piotr Laidler - kierownik Katedry Biochemii Lekarskiej.

tedry Biochemii Lekarskiej odstonieto
tablice upamietniajagcg dr Jana Robla,
uroczystos$¢ ta byta potaczona z otwar-
ciem - przygotowanej przez krakowski
Oddziat Instytutu Pamieci Narodowej
- wystawy ,,Matopolanie w katyniskich
dokumentach dr Jana Robla" (Fot. 3).

TRUDNE LATA POWOJENNE

Jesienig 1946 roku odwiedzit Polske,
na zaproszenie Uniwersytetu Wroc-
tawskiego iJagiellonskiego, prof. Jakub
Parnas. Bylo to nie tylko zaproszenie
do wygtoszenia kilku wyktadéw, lecz
takze propozycja objecia Katedry Che-
mii Lekarskiej na Uniwersytecie Jagiel-
lonskim lub Wroctawskim. Profesor
wybrat Krakoéw. Ale... ,nic nie byto
proste w tamte dni". Wtadze radzie-
ckie odwotaty profesora do Moskwy, z
ktérej nigdy nie wrocit. Kierownictwo
Katedry objat uczehA i wspoOipracow-
nik Marchlewskiego - Bolestaw Skar-
zynski. Pierwsze badania naukowe
poswiecone witaminom i zwigzkom
sterydowym Skarzynski rozpoczat w
1927 roku wtasnie w Katedrze Chemii
Lekarskiej, izolujac z tkanki roslinnej
estradiol. Habilitowat sie z badan me-
chanizméw przemiany karotenu w wi-
tamine A oraz analizy widm zwigzkéw
organicznych. Pd&zniej prowadzit ba-
dania nad biochemig komédrek nowo-
tworowych w laboratorium Hansa von
Eulera w Szwecji, ktérych wyniki zna-
lazty sie w wydanej w 1944 roku wspol-
nie z Eulerem monografii ,,Biochemie der
Tumoren"”. Zima 1944 roku Skarzynski

2

, wyjechat do Edyn-
burga, gdzie na
| Polskim Woydziale
Lekarskim prowa-
| dzit wyktady z che-
| mii fizjologicznej.
1946 rok, to nie
byt dobry rok na

objecie kierow-
nictwa Katedry
Chemii Lekarskiej.

Trudne - z r6znych
powodow - lata po-
wojenne: zniszczo-
ne pracownie, brak
wyksztatconych
kadr, koniecznos$¢
dzielenia  miejsca

- pozostajagcym
ciggle jeszcze w
budynku katedry
- Instytutem Eks-
pertyz Sadowych,
decyzja witadz politycznych PRL, na
mocy ktérej w 1950 roku wszystkie
wydziaty medyczne w Polsce oddzie-
lono od uniwersytetow przeksztatcajac
je w samodzielne instytucje - akade-
mie medyczne (w Krakowie powstata
wowczas Akademia Medyczna im. Mi-
kotaja Kopernika) - wszystko to razem
nie tworzyto odpowiedniego klimatu
do rozwijania aktywnos$ci naukowej.
Mimo to byty osiggniecia: udato sie w
duzym stopniu rozpozna¢ mechanizm
utleniania tiosiarczanéw przez bakte-
rie Thiobacillius thioparus, a takze wyi-
zolowano i scharakteryzowano biatka
wigzgce witaminy B“i Bjr Wspomnie¢
nalezy tez, ze profesor Skarzynski byt
inspiratorem powstania Polskiego To-

Maria Sarnecka-Keller (1925-1984) - w
ponad 600-letniej historii Uniwersytetu
byta pierwszg kobietg, piastujacg urzad
prorektora oraz Aleksander Koj (rektor
UJ w latach 1987-1990 i 1993-1999).

Po S$mierci prof. Skarzynskiego w
1963 roku kierownictwo Katedry Che-
mii Fizjologicznej Akademii Medycz-
nej im. Mikotaja Kopernika objat Wto-
dzimierz Ostrowski, ktéry zdobywat
i doskonalit swa wiedze w m.in. w la-
boratoriach wybitnych biochemikow,
m.in. H. Theorella w Nobel Institute w
Sztokholmie oraz W. Staniea w Virus
Laboratory, University of California. W
swoim dorobku naukowym profesor
Ostrowski ma ponad 100 prac ekspe-
rymentalnych, ktérych znaczna cze$é
poswiecona jest biochemii biatek enzy-
matycznych, w tym kwasnej fosfatazie
z prostaty cztowieka. Majg one trwate
miejsce w literaturze Swiatowej, a pro-
fesor W. Ostrowski dzieki swojej pracy
naukowej, dydaktycznej i organizacyj-
nej jest postrzegany przez srodowisko
naukowe, jako jeden z wybitniejszych
polskich biochemikéw.

W 1972 roku, po Kkilku kolejnych
zmianach organizacyjnych - utworzo-
no dwa zaklady: Zaktad Chemii Fizjo-
logicznej i Zaktad Biochemii Ogdlnej
- Katedra zostata przeksztatcona w In-
stytut Biochemii Lekarskiej. W tym cza-
sie pracowali tu - wspomniani wyzej:
profesor Tadeusz Szczepkowski (1916-
1973) i profesor Maria Guminska (1928-
1998). Opublikowane przez Szczep-
kowskiego prace nad metabolizmem
zwigzkow siarki nalezg do pionierskich
i s do dzi$ cytowane w publikacjach
dotyczacych tej problematyki. Maria

warzystwa Bioche-

micznego i przez
trzy lata piastowat
godnos¢ pierw-

Szego prezesa tego
Towarzystwa. Za
jego czasébw zmie- =
nita sie tez nazwa
»naszej" katedry na
Katedre Chemii Fi-
zjologicznej. Wérod
uczniéw i wycho-
wankoéw profesora
jest wielu znanych
polskich biochemi-
kéw: Wiodzimierz
Ostrowski, Tade-
usz Szczepkowski,
Maria Guminska,

Fotografia 4. Na Sali wyktadowej Katedry Biochemii Lekarskiej, Krakéw, zima
2006.
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Fotografia 5. Maty jubileusz 10-lecia School of Medicine in English CM UJ. Chwile
mniej i bardziej podnioste. Ofigalna cze$¢ uroczysto$ci odbywata sie w Katedrze
Biochemii Lekarskiej. Krakéw, 2004.

Guminska ostatnie lata swojego zycia
poSwiecita problemom ekologii. Jej
uporowi oraz odwadze gtoszenia nie
zawsze popularnych prawd, Ziemia
Krakowska zawdzigcza miedzy innymi
zamkniecie wydziatu elektrolizy Huty
Aluminium w Skawinie.

KATEDRA DZIS$ - NAUKA
| DYDAKTYKA

12 maja 1993 roku medycyna i far-
macja powrécity w macierzyste mury
Alma Mater Jagiellonica, a placéwka
przyjeta nazwe Instytutu Biochemii Le-
karskiej Collegium Medicum UJ. Decy-
zjgwitadz Wydziatu Lekarskiego CM UJ
w 2005 roku powrécono do pierwotnej
formy organizacyjnej, nadajac placéw-
ce nazwe Katedry Biochemii Lekarskiej.
Kierowanie placéwka od 1996 roku,
poczatkowo jako dyrektor Instytutu, a
obecnie kierownik Katedry, przejat po
profesorze W. Ostrowskim jego uczen,
absolwent Uniwersytetu Jagiellonskie-
go, Piotr Laidler.

W Katedrze pracuje okoto 30 pra-
cownikéw naukowych - doktorantéw,
asystentéw, adiunktéw, profesoréow
- tworzacych pie¢ zespotdw badaw-
czych, formalnie funkcjonujacych w
dwoéch zaktadach - Zaktadzie Chemii
Fizjologicznej i Zaktadzie Biochemii
Ogolnej (Fot. 4). W ostatnich dziesieciu
latach pracownicy Katedry realizowa-
li i nadal realizujg liczne projekty ba-
dawcze finansowane ze $rodkdw kra-
jowych (KBN), jak i europejskich (UE),
we wspotpracy z wieloma o$rodkami
w Polsce, Niemczech, Hiszpanii, Danii,
Wioszech, Szwecji, Holandii, Wielkiej
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Brytanii, Butgarii,
Francji, na Lotwie i
w Stanach Zjedno-
czonych. Tematyka
badawcza skupia
sie  wokot pieciu
wiodacych kierun-
| kow:

1. Charakterystyka
fizykochemiczna,
kinetyczna i funk-
cjonalna biatek
enzymatycznych:
arylosulfataza A,
cystationaza, kina-
za pirogronianowa,
kwasna fosfataza
prostatowa, roda-
naza, siarkotransfe-
razy.

2. Biologia i biochemia komédrek no-
wotworowych (linie nowotworowe
prostaty, pecherza moczowego, jelita,
czerniaka i inne) - progresja nowotwo-
ru i mozliwosci jej hamowania - pro-
liferacja, apoptoza, migracja, adhezja,
N-glikozylacja, zmiany w transdukcji
sygnatu (biatka adhezyjne, steroidy,
Ugandy receptorow jadrowych, biatka
sygnalizacji, enzymy).

3. Uktady supramolekularne w odpo-
wiedzi immunologicznej i sygnalizacji.
Synteza zwigzkéw tworzacych ukta-
dy supramolekularne o potencjalnym
zastosowaniu w technikach immu-
notargetingu. Analiza oddziatywan z
biatkami: reakcja antygen-przeciwciato
i zmiany struktury przeciwciat warun-
kujace ich funkcje efektorowe.

4. Metabolizm drobnoczasteczkowych
zwigzkow siarki w organizmach zwie-
rzecych: cysteina, glutation, homocyste-
ina, pochodne tiazolidynowe; enzymy
przemian. Metabolizm aminokwaséw
siarkowych w komdrkach prawidto-
wych i nowotworowych. Biologicz-
na aktywnos¢ tioli, siarka sulfanowa,
S-tiolacja, S-nitrozylacja. Patogeneza
arteriosklerozy - rola homocysteiny i
kwasu foliowego.

5. Wptyw reaktywnych form tlenu na
biatka i lipidy. Indukcja immunogen-
nosci, stymulacja nieswoistej i swoistej
odpowiedzi immunologicznej oraz
Zrddta i znaczenie chemiluminescencji
granulocytow towarzyszacej procesom
zapalnym.

W Katedrze od konca lat 90-tych
funkcjonuje Pracownia Hodowli Ko-
morek. W 2004 roku, dzieki fundu-
szom pozyskanym w ramach konkur-
su MILAB z Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej, otworzono takze Pracownie
Biologii Molekularnej.

Przeznaczeniem placdwki uniwersy-
teckiej jest realizowanie zadan okreslo-
nych zakresem dziatalnosci statutowej
kazdej uczelni wyzszej - poszukiwanie
i przekazywanie prawdy. Pracownicy
Katedry, bedacej jednostkg Wydziatu
Lekarskiego Collegium Medicum UJ
oproécz dziatalnosci naukowo-badaw-
czej zaangazowani sg w ksztatcenie
chemii i biochemii studentow medycy-
ny, kierunku lekarsko-dentystycznego,
farmacji i analityki medycznej, ratow-
nictwa, fizykoterapii, pielegniarstwa,
a takze studentéw kierunku fizyka
medyczna Wydziatu Fizyki i Techniki
Akademii Gorniczo-Hutniczej. Od 1994
roku prowadzone sag w jezyku angiel-
skim zajecia z chemii i biochemii dla
studentédw zagranicznych. W 2004 roku
School of Medicine in English Wydziatu
Lekarskiego CM UJ - w ktdrej ksztatci
sie kilkuset studentow z ponad 20 kra-
jow - obchodzita swoje 10-lecie, a ofi-
cjalna cze$¢ uroczystosci odbywata sie
w Katedrze Biochemii Lekarskiej (Fot.

).

W ramach dziatalnosci naukowo-
edukacyjnej pracownicy Katedry sg
opiekunami prac magisterskich studen-
tow Wydzialu Chemii oraz Wydziatu
Farmacji UJ, promotorami prac dok-
torskich realizowanych albo wytgcznie
w Katedrze w ramach Studium Dokto-
ranckiego CM UJ albo we wspoétpracy
z Wydziatem Chemii oraz Wydziatem
Biologii i Nauk o Ziemi UJ. Podwoje
Katedry sg otwarte dla cztonkéw Stu-
denckiego Towarzystwa Naukowego,
ktérzy pod naszg opieka uczg sie zasad
obowiazujacych w dziatalnosci badaw-
czej. Nie zapominamy tez o populary-
zacji nauki: od paru lat jesteSmy obecni
na Jagiellonskim Festiwalu Nauki, naj-
wiekszej tego typu imprezie w Krako-
wie.

Zapraszamy do odwiedzania Ka-
tedry Biochemii Lekarskiej Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiw-
go w Krakowie, do wspotpracy - tak w
zakresie poznawania prawdy, jak i jej
przekazywania kolejnym pokoleniom
mtodych ludzi, zafascynowanych piek-
nem i ztozonoS$cig natury.



SETNE URODZINY PROFESOR STELLI

Leszek KuzZnicki

Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN
im. Marcelego Nenckiego
Warszawa

Szanowna i Droga Pani Profesor!

Od lat otacza Panig powszechny sza-
cunek iuznanie dla postawy i dokonan,
ktore ztozyty sie na stuletnig droge zy-
cia. Zaczeta sie ona w todzi 8 maja 1906
roku, w domu lekarza J6zefa Saksa. Jego
zona Wiktoria z domu Wiesel urodzita
druga corke, ktérej nadano imie Stella.
Niestety ojciec zmart w roku 1909. Stel-
la Saks wyrosta na zdrowa, urodziwa,
bardzo zdolng i bardzo ambitng osobe.
Cechy te ujawnity sie juz w szkole $red-
niej. Majac lat siedemnascie Stella Saks
ukonczyta w Warszawie Gimnazjum
Zwigzku Zawodowego Nauczycieli
Polskich Szkét Srednich. Po otrzyma-
niu matury jesienig 1923 roku podjeta
studia na Uniwersytecie Warszawskim,
w Sekcji Przyrodniczej Wydziatu Filo-
zofii.

W latach dwudziestych wsrod nie-
ktorych profesordw stotecznej uczelni
pokutowato przekonanie, ze uniwer-
sytet nie jest wiasciwym miejscem dla
kobiet. Stella Saks nalezala do tych
studentek, ktére zadawaty ktam takim
twierdzeniom. Dostrzezono w niej za-
mitowanie do pracy badawczej i wielki
potencjat twérczy. W roku 1926 zostata
przyjeta do Instytutu Biologii DoSwiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego, w
ktorym pod kierunkiem profesora Ka-
zimierza Biataszewicza (1882-1943) wy-
konata prace doktorskg pod tytutem ,,0
przemianie mineralnej podczas gtodu u
psa". Obrona rozprawy odbyta sie na
Uniwersytecie Warszawskim w roku
1932 i byta pierwszg w stotecznej uczel-
ni, w ktérej kobieta otrzymata stopien
doktora z zakresu nauk biologicznych.
Juz w tym czasie Stella Saks zajmowata
sieprzede wszystkim fizjologia cztowie-
ka. W latach 1930-1931 pracowata jako
laborant w Centrum Badan Lotniczo-
Lekarskich (obecnie Instytut Medycyny
Lotniczej). W Centrum uczestniczyta w
badaniach lotnikéw i kandydatow na
pilotow pod katem zmian w krazeniu i
oddychaniu w warunkach obnizonego
cis$nienia atmosferycznego.

Rok 1931 byt przetomowym zaréw-
no w zyciu osobistym, jak réwniez z
perspektywy poézniejszej kariery na-

ukowej. Stella Saks poslubita Wtodzi-
mierza Niemierke (1897-1988) i zosta-
fa starszym asystentem w Zaktadzie
Fizjologii Akademii Wychowania Fi-
zycznego (AWF) w Warszawie. Mgz
w tym czasie pracowat w Instytucie
Nenckiego i konczyt wykonywang
pod kierunkiem Kazimierza Biatasze-
wicza rozprawe doktorskg. W AWF
Stella Niemierko byta zatrudniona do
wrzes$nia 1939 roku. Jej zwierzchnikiem
i przewodnikiem naukowym byt profe-
sor Wiodzimierz Missiuro (1892-1967),
cztowiek wielce zastuzony na polu roz-
woju w Polsce badan z zakresu fizjolo-
gii pracy i medycyny sportu.

Podobnie jak doktorat, stanowisko
starszego asystenta w Akademii Wy-
chowania Fizycznego w Warszawie
byto czym$ zupetnie wyjgtkowym.
Lata 1932-1939 to réwnolegte zaan-
gazowanie w dziatalno$¢ badawcza,
organizacyjng i dydaktyke. Stella Nie-
mierko badata pod katem fizjologii
procesy zachodzace u ludzi podczas
pracy i przy wyczynowym uprawia-
niu sportu. Na zlecenie Ministerstwa
Pracy i Opieki Spotecznej na terenie
fabryk ,Rygawar" i ,Philipsa" badata
jak na wydajno$¢ produkcyjng i zme-
czenie zatrudnionych wptywa praca
przy tasmie, a jak w sytuacji nienarzu-
conego tempa pracy. Na terenie AWF
i podczas letnich obozéw w Brastawiu
zajmowala sie fizjologig wyczynowcow
uprawiajagcych sporty wodne. Wyniki
tych badan zostaly udokumentowane
w szesciu publikacjach, w wiekszosci
zespotowych.

Wszystkie lata pracy w AWF byty
duzym obcigzeniem dydaktycznym i
organizacyjnym. Stella Niemierko pro-
wadzita ¢wiczenia z zakresu fizjologii,
a takze wyktady dotyczace przemiany
materii. Podczas pottorarocznego po-
bytu Wtodzimierza Missiury za grani-
cg, samodzielnie kierowata Zaktadem
Fizjologii. Byfa ponadto sekretarzem
czasopisma ,Przeglad Fizjologii Ru-
chu™.

Okupacje niemiecka do jesieni 1944
r. Stella i Whodzimierz Niemierkowie
przezyli w Warszawie. Mozliwosci
prowadzenia badan byly ograniczone.
Mimo to przez dwa lata (1942-1943)
na terenie Szpitala dla Dzieci, Stella
Niemierko wraz z profesorem T. Chra-
powickim badata zmiany w sktadzie

NIEMIERKO

Profesor Stella Niemierko

chemicznym krwi w czasie leczenia
krzywicy duzymi dawkami witaminy
D. Dokumentacja z tych badan zagine-
ta podczas Powstania Warszawskiego.
Wojna byta tragiczna, a okupanci ok-
rutni i zbrodniczy. W 1944 roku zostaty
zamordowane przez Niemcow matka
Stelli Niemierko Wiktoria i Jej siostra
Jadwiga. Po upadku Powstania War-
szawskiego Stella i Wtodzimierz Nie-
mierkowie zamieszkiwali w Milandw-
ku i Grodzisku Mazowieckim.

Po wypedzeniu z Polski Niemcow
przez Armie Czerwong i Wojsko Pol-
skie, Niemierkowie zgtosili sie wiosng
1945 roku do pracy w Zakiadzie Che-
mii Fizjologicznej Wydziatu Lekar-
skiego Uniwersytetu Warszawskiego.
Stella Niemierko jako starszy asystent
pracowata tam do jesieni 1945 r. Pod
koniec tego roku Witodzimierz i Stella
Niemierkowie przenie$li sie na 9 lat do
todzi. Dla wielu ludzi nauki miasto to
po zakonczeniu Il wojny $wiatowej sta-
to sie prawdziwg ziemig obiecana.

W 1945 r. Wiodzimierz Niemierko
habilitowat sie na Uniwersytecie War-
szawskim i jesienig zostat powotany
na stanowisko profesora i kierowni-
ka Zaktadu Fizjologii Zwierzat nowo
utworzonego Uniwersytetu tédzkiego.
Doktor Stella Niemierko w tym samym
Zaktadzie zostata starszym asystentem
i wkrotce adiunktem. Prowadzac w
todzi dziatalno$¢ edukacyjng matzon-
kowie swoje wysitki skoncentrowali na
pracy naukowej i na odbudowie Insty-
tutu im. Marcelego Nenckiego.
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Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego, znana w Polsce i
na $wiecie placowka badawcza Towa-
rzystwa Naukowego Warszawskiego,
zostata w latach 1939-1944 doszczetnie
zniszczona. Wielu jej pracownikéw w
wyniku dziatalno$ci okupantéw nie-
mieckich zgineto, zmarto lub rozpro-
szyto sie po Swiecie. W czasie obrony
Warszawy w 1939 roku i Powstania
Warszawskiego budynki Instytutu zo-
staly zrujnowane, a biblioteka spalona.
Mimo tych strat Instytut Nenckiego po
1945 roku odrodzit sie przede wszyst-
kim dzieki inicjatywie i hartowi ducha
trzech par matzenskich: Jana i Stanista-
wy Dembowskich, Wtodzimierza i Stel-
li Niemierkéw oraz Jerzego Konorskie-
go i Liliany Lubinskiej.

Najkrotszy, a zarazem wyjatkowo
precyzyjny opis poczatkéw tego proce-
su znajduje sie w Autobiografii Jerzego
Konorskiego, ktéry przezyt wojne wraz
z zong w Biologicznej Stacji Naczelnych
w Suchumi na Kaukazie.

n---Wiosng 1945 roku zdecydowa-
liSmy sie zakonczy¢ nasz pobyt w Su-
chumi i uda¢ sie do Moskwy, aby méc
jak najrychlej powr6ci¢ do Polski. Juz
wtedy zaczeliSmy mys$le¢ o nowym zy-
ciu w naszym kraju, o odbudowie pol-
skich uniwersytetow i odrodzeniu pol-
skiej nauki. W Moskwie spotkali$my
naszego dobrego przyjaciela - profeso-
ra Dembowskiego, jednego z dawnych
dyrektorow Instytutu Nenckiego. Po
wielu rozwazaniach postanowiliSmy
odbudowaé Instytut. W koncu sierp-
nia pociggiem radzieckim przez Brzes¢
dotarliSmy do Warszawy. [..] Pierw-
szymi osobami, ktdre spotkalismy byli
dr Wtodzimierz Niemierko i jego zona
- [Stella Niemierko]. Po wsp6lnych na-
radach, co robi¢ dalej, postanowilismy
reaktywowac Instytut Nenckiego. Z
tym projektem zwréciliSmy sie do Mi-
nisterstwa Os$wiaty, tam z kolei spotka-
lisSmy dyrektora nowo powstatego Wy-
dziatu Nauki, profesora [Stanistawa]
Arnolda, znanego polskiego historyka,
ktéremu przedtozyliSmy nasze zamie-
rzenia. W przeciggu po6t godziny spra-
wa zostata omoéwiona i zaakceptowana,
dwie zaprzyjaznione pary malzeniskie,
moja zona ijaoraz dr Niemierko z zong
utworzyliSmy Komitet Organizacyjny
Instytutu Nenckiego. Przewodnicza-
cym Komitetu zostat dr Niemierko. [..]
Warszawa byta zburzona, przedwojen-
ny Instytut catkowicie zniszczony, stato
sie zatem jasne, ze, przynajmniej na ja-
ki$ czas, nalezato przeniesé Instytut do
innego miasta. Po pewnych wahaniach
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postanowiliSmy, ze bedzie to £6dz. [..]
Ws$rdd innych motywdw, ktdre zdeter-
minowaly nasza decyzje byt takze fakt
powotania nowego uniwersytetu w £o-
dzi, ktérego rektorem zostat nasz bliski
przyjaciel - profesor [Tadeusz] Kotar-
binski, znakomity filozof i uczony. Raz
jeszcze sprawa zostata rozstrzygnieta
w przeciggu pieciu minut: profesor Ko-
tarbinski zaofiarowat profesorowi Nie-
mierce i mnie katedry fizjologii i neuro-
fizjologii. Ustalono takze, ze bedziemy
mogli zajmowaé¢ dwa stanowiska - jed-
no w Uniwersytecie, drugie - w Insty-
tucie Nenckiego"1

W zakresie obowigzkéw okres t6dz-
ki byt powtérzeniem sytuacji sprzed
wojny. Doktor Stella Niemierko réw-
nolegle pracowata dosSwiadczalnie w
Zaktadzie Biochemii Instytutu Nen-
ckiego i prowadzita zajecia dydaktycz-
ne, obejmujace ¢wiczenia i wyktady na
Uniwersytecie £d6dzkim. Zmiana i to
radykalna dotyczyta natomiast tema-
tyki badawczej. Obiektem byta larwa
mola woskowego (Galleria mellonellci), a
od potowy lat piecdziesigtych réwniez
stadia rozwojowe jedwabnika mor-
wowego (Bombyx mori). Problemem
poznawczym stat sie metabolizm roz-
puszczalnych zwigzkéw fosforowych,
fosfolipidow oraz cukréw w czasie
wzrostu i rozwoju owadéw oraz w
réznych stanach fizjologicznych wy-
wotanych czynnikami zewnetrznymi,
jak brak pokarmu, aneorobioza i hi-
potermia. W toku tych badan Stella i
Witodzimierz Niemierkowie stwierdzili
obecno$¢ kwasu metafosforanowego u
mola woskowego. Zwigzek ten nie byt
uprzednio znaleziony u zadnego zwie-
rzecia.

Po6zniejsze badania Stelli Niemierko
dotyczyty zmian w zawartosci fosfoli-
pidow i kwasoéw nukleinowych w cza-
sie wzrostu i rozwoju owadow. Oka-
zato sie, ze podczas wzrostu gasienic
mola woskowego procentowa zawar-
tos¢ fosfolipidow nie ulega zmianie, na-
tomiast procentowa zawarto$¢ kwasow
nukleinowych zmniejsza sie. W przy-
padku jedwabnika, linieniu i metamor-
fozie zawsze towarzyszyty zmiany na
poziomie molekularnym, jak zanikanie
ttuszczy obojetnych i tworzenie sie fo-
sfolipidéw oraz uwalnianie sie fosfora-
now z estrow fosforowych. Przebywa-
nie, nawet przez kilkadziesigt godzin
w warunkach beztlenowych wywotuje
ogromne zmiany w gospodarce fosfo-

1 Konorski J. (1977) Autobiografia (ttum. z
jez. angielskiego Kwart. Hist. Nauk. i Tech.
22(2), str. 215-250.)

ranowej u gasienic mola woskowego,
ale ich nie zabija. Po przywrdceniu
normalnych warunkéw tlenowych me-
tabolizm wraca do normy, a gasienice
przechodzg wszystkie stadia rozwojo-
we, az do postaci imago.

Od roku 1959, a wiec w kilka lat po
powrocie do Warszawy w polu zainte-
resowan Stelli Niemierko znalazta sie
problematyka neurochemiczna. Byt to
poczatek diugiej i owocnej wspotpracy
z profesor Liliang Lubinska. Juz poczat-
kowe wyniki przyniosty nowe i istotne
ustalenia. W nerwach obwodowych
pséw i kotow acetylocholinoesteraza
(AChE) nie jest rozmieszczona réwno-
miernie wzdtuz nerwu. Stezenie AChE
spada stopniowo w aksonie, w miare
oddalania sie od komérki, podczas gdy
takie sktadniki aksoplazmy, jak biatka,
kwasy nukleinowe i zwiazki fosforowe
sg rozmieszczone réwnomiernie. Wy-
stepowanie gradientu stezenn AChE po-
krywato sie z opisywang wielokrotnie
rézng wrazliwoscig czesci dystalnych
nerwow obwodowych wobec najroz-
niejszych czynnikéw uszkadzajgcych.

W celu wyjasnienia zaleznos$ci roz-
nych czesci komérki nerwowej skie-
rowano uwage na ruchy aksoplazmy.
W tym czasie dominowat poglad, ze
jest on jednokierunkowy, aksoplazma
ptynie od komérki do czesci peryferyj-
nych. Lubinska i Niemierkowa wraz
ze wspotpracownikami w szeregu do-
Swiadczen wykazaty, ze aksoplazma
nie tylko ma ruch proksymo-dystalny,
ale réwniez moze ptyng¢ w kierunku
przeciwnym, od obwodu ku $rodkowi
komorki. Jednym z dowodoéw byta lo-
kalizacja AChE , ktéra gromadzita sie
zaréwno powyzej, jak i ponizej przecie-
cia nerwu, natomiast jej stezenie spada-
to w miejscach oddalonych od miejsc
uszkodzonych. Pézniejsze badania po-
twierdzity istnienie dwukierunkowego
transportu réznych sktadnikow przez
aksoplazme oraz istnienie roznych form
molekularnych AChE. Przy wspo6t-
udziale uczniéw i wspotpracownikéw
Stella Niemierko wykazata rowniez,
ze uszkodzenie nerwéw obwodowych
pobudza w miejscu przeciecia synteze
kwaséw nukleinowych.

W wielkim
przedstawic

skrocie staratem sie
aktywno$¢  naukowg
profesor Stelli Niemierko w latach
1926-1976. Zrdznicowana tematyka
badawcza $Swiadczy o jej szerokich za-
interesowaniach i duzych umiejetnos-
ciach. W czasie studiéw pod kierun-
kiem Kazimierza Biataszewicza byta
poczatkujagcym biochemikiem. Po dok-
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toracie w Zaktadzie Wtodzimierza Mis-
siury zajmowata sie fizjologig pracy i
wyczynowego sportu. Nastepnie wraz
z mezem iréwniez samodzielnie bada-
ta przemiany zwigzkéw fosforowych
na réznych etapach ontogenezy mola
woskowego ijedwabnika morwowego.

Od potowy lat 50-tych dzieki profe-
sor Niemierko rozwingt sie¢ w Instytu-
cie Nenckiego kierunek neurochemicz-
ny. Z jej inicjatywy powstata Pracownia
Neurochemii. Po przejéciu na emerytu-
re, kierownictwo Pracowni przejeta Jej
wychowanka - Barbara Oderfed-No-
wak.

Kolejne osiggniecia naukowe znajdo-
waty odzwierciedlenie w stanowiskach
i tytutach. Stella Niemierko zostata do-
centem w 1955 r., profesorem nadzwy-
czajnym w 1962 r., a profesorem zwy-
czajnym w 1970 r. Przez caly czas za
swoj sposdb spetniania sie - obok pracy
badawczej - uwazata ksztalcenie, po-
czatkowo studentow, w latach p6zZniej-
szych wspdétpracownikdw i nastepcow.
Pierwszym jej wypromowanym dokto-
rem byta w roku 1961 Anna Wojtczak.
W pdzniejszych latach profesor Stella
Niemierko byta promotorem rozpraw
doktorskich jeszcze dziewieciu o0sdb:
Ewy Lenartowicz (1965), Anny Wroni-
szewskiej (1966), Barbary Oderfeld-No-
wak (1967), Jolanty Skangiel-Kramskiej
(1973), Andrzeja Wieraszko (1975), Ka-
tarzyny Mitros (1976), Magdaleny Wj-
cik (1976), Anny Potempskiej (1976) i
Hanny Ksiezak (1977).

Przejscie z koricem roku 1976 na
emeryture nie oznaczato ustania ak-
tywnosci naukowej. Profesor Stella
Niemierko wraz z zespotem kierowa-
nym przez profesora Bogustawa Zer-
nickiego uczestniczyta w badaniach
neurondw mdzgu kotéow poddanych
deprywacji wzrokowej. Badania te w
roku 1984 wyrdzniono Zespotowg Na-
grodg Paristwowag Il stopnia.

W latach po6zniejszych za swa po-
winnos¢ profesor Niemierko uwazata
przypomnienie dziatalnosci osdb, kto-
rym Instytut Nenckiego zawdzieczat
powstanie i rozw6j. Wraz z mezem
opublikowata artykut o Marcelim Nen-
ckim i Jerzym Konorskim, a sama o
Kazimierzu Biataszewiczu. W angloje-
zycznym zbiorze publikacji wydanych
z okazji 75-lecia Instytutu zamieszczo-
no dwa artykuty Marcelego Nenckiego.
Jeden, ktéry ukazat sie w Gazecie Le-
karskiej w 1897 roku, drugi ogtoszony
w Przegladzie Lekarskim w roku 1900.
Ich przektadu na jezyk angielski doko-
nata Profesor Stella Niemierko.
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Bez cienia przesady mozna stwier-
dzi¢, ze Profesor Stella Niemierko jest
zywg historig fizjologii i biochemii w
Polsce. W roku 1935 powstato Polskie
Towarzystwo  Fizjologiczne.  Stella
Niemierkowa nalezata do waskiego
grona jego zatozycieli podczas | Zjaz-
du w Warszawie, a w trudnych latach
powojennych (1946-1948) petnita w
nim funkcje sekretarza Zarzagdu Gtow-
nego; dziesie¢ lat pdzniej (1958-1960)
podobnag funkcje petnita w Zarzadzie
Gtownym  Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Stella  Niemierko
jest cztonkiem honorowym obu tych
organizacji, jak réwniez przewodni-
czagcym honorowym Rady Naukowej
Instytutu Nenckiego, w ktérej dziatata
nieprzerwanie od roku 1955, w latach
1980-1983 bedac przewodniczacg Rady.
Zostata odznaczona Krzyzem Kawa-
lerskim i Krzyzem Oficerskim Orderu
Odrodzenia Polski oraz uhonorowana
(1996) najwyzszym odznaczeniem Pol-
skiej Akademii Nauk, Medalem imienia
Mikotaja Kopernika2

Wielce Szanowna Pani Profesor! Pra-
cowata Pani efektywnie w kilku insty-
tucjach naukowych i uczelniach oraz
organizacjach spotecznych, ale pierw-
szg i statlg mitoscig darzyta Pani Insty-
tut Nenckiego, nigdy nie szczedzac
czasu i trudu na rzecz jego dobra. Tak
byto w Lodzi w czasach odbudowy, tak
byto w Warszawie w nowej siedzibie.
W latach 1968-1976 petnita Pani funkcje
zastepcy dyrektora do spraw nauko-
wych. W tym czasie ja réwniez bytem
jednym z trzech zastepcow. Z perspek-
tywy lat doceniam jak wiele przyniosto
mi to wspoétdziatanie. Od Pani nauczy-
tem sie miedzy innymi umiejetnosci
postepowania z ludzmi w sprawach
konfliktowych. Utkwity mi w pamieci
wypowiedzi Jerzego Konorskiego, na-
szego wowczas wspblnego zwierzchni-
ka: ,,Panie Leszku, zostawimy te spra-
we Pani Stelli, tylko ona jedna bedzie
potrafita jg zatatwié".

Byta Pani jednocze$nie wzorcem po-
staw etycznych i dobrym duchem dla
potrzebujacych. Juz niezyjaca profesor
Gabriela Sarzata-Drabikowska zwie-
rzyta mi sie: ,Przed doktoratem zna-
laztam sie w krytycznym potozeniu.
Miatam rozgrzebane, niedokoriczone
doswiadczenia, powazne kiopoty oso-
biste i bytam chora na gruzlice. Chcia-
tam wszystko rzuci¢ i nigdy nie wrocié

2 Przy pisaniu artykutu korzystatem z mate-
riatdw zgromadzonych w Archiwum i Se-
kretariacie Rady Naukowej Instytutu Nen-
ckiego.

do nauki. Dzieki pomocnej dtoni Profe-
sor Niemierko problemy udato sie roz-
wigzaé, a nawet powrocitam do zdro-
wia i w koAcu zostatam profesorem"”.
Nie byta to jedyna sprawa, pomyslnie
zakonczona dzigki interwencji i radom
Profesor Stelli Niemierko.

Nalezy Pani do tych oso6b, dzieki kté-
rym po drugiej wojnie $wiatowej Insty-
tut nie tylko dzwignat sie ze zgliszcz,
ale réwniez rozrést sie do wielkosci
przerastajgcej wyobrazenie jego twor-
cow. Kazdy osrodek naukowy chciat-
by mie¢ w swym gronie Profesor Stelle
Niemierko, a c6z dopiero przez okragte
osiemdziesiat lat, gdyz wtasnie tyle mija
lat od czasu, kiedy znalazta sie Pani po
raz pierwszy w Zakladzie Fizjologii
profesora Kazimierza Biataszewicza.

8 maja 2006 roku jest Swietem na-
szego Instytutu. Swietem zupetnie nie-
zwyktym!

Publikacje, ktére charakteryzujg dziatalnos$é

naukowga Stelli Niemierko w réznych okre-

sach Jej zycia

1. Saks S (1930) O przemianie mineralnej pod-
czas gtodu u psa. Acta Biol Exp 5: 225-255

2. Missiuro W, Niemierko S, Perlberg J, Paw-
lak B (1939) Compensatory processes at rest
and during work under conditions of lew-
ered oxygen tension. Acta Biol Exp 13: 91-
110

3. Niemierko S (1950) Studies in the biochem-
istry of the waxmoth Galleria mellonella.
4-Metabolism of total phosphorus during
feeding and during starvation of the larvae.
Acta Biol Exp 15: 91-99

4. Niemierko S, Niemierko W (1950) Metapho-
sphate in the excreta of the wax moth, Gal-
leria mellonella. Nature 166: 268-269

5. Niemierko S., Wojtczak A. (1954) Phospho-
rus compounds metabolism during meta-
morphosis of wax moth. Acta Physiol Pol 5:
586-587

6. Niemierko S, Wtodawer P, Wojtczak A
(1954) Metabolism of phosphorus compo-
unds during the development of silkworm.
Acta Physiol Pol 5: 588-590

7. Lubinska L, Niemierko S, Oderfeld B (1961)
Gradient of cholinesterase activity. Nature
189:122-123

8. Lubinska L, Niemierko S, Oderfeld B,
Szwarc L (1962) Decrease of acetylcholi-
nesterase activity along peripheral nerves.
Science 135: 368-370

9. LubiAska L, Niemierko S, Oderfeld B,
Szwarc L (1963) The distribution of ace-
tylcholinesterase in peripheral nerves. J
Neurochem 10: 25-41

10. Lubinska L, Niemierko S, Oderfeld B,
Szwarc L, Zelena J (1963) Bidirectional mo-
vements of axoplasm in peripheral nerve
fibres. Acta Biol Exp 23: 239-247

11. Lubinska L, Niemierko S, Oderfeld-Nowak
B, Szwarc L (1964) Behaviour of acetylcholi-
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nesterase in isolated nerve segments. J Neu-
rochem 11: 493-503

12.Niemierko S (1965) Distribution and cha-
racteristics of acetylcholinesterase. Postepy
Biochem 11: 247-265

13.Niemierko S, Lubinska L (1967) Two
fractions of axonal acetylcholinesterase
exhibiting different behaviour in severed
nerves. J Neurochem 14: 761-769

14. Lenartowicz E, Niemierko S (1968) The effe-
ct of low temperature and starvation on car-
bohydrate metabolism in larvae of Galleria
mellonella L. J Insect Physiol 14: 451-462

15.Jankowska E, Lubinska L, Niemierko S
(1969) Translocation of AChE-containing
particles in the axoplasm during nerve acti-
vity. Comp Biochem Physiol 28: 907-913

16,0derfeld-Nowak B, Niemierko S (1969)
Synthesis of nucleic acids in the Schwann

cells as the early cellular response to nerve

injury. JNeurochem 16: 235-248
17. Skangiel-Kramska J, Niemierko S, Lubinska
L (1969) Comparison of the behaviour of a
soluble and a membrane-bound enzyme in
transected peripheral nerves. J Neurochem
16: 921-926
.Skangiel-Kramska J, Niemierko S (1971)
Isoenzymes of acetylcholinesterase in the
sciatic nerve of rabbit and their molecular
weights. Bull Acad Pol Sci Biol 19: 389-393
19. Lubinska L, Niemierko S (1971) Velocity
and intensity of bidirectional migration of
acetylcholinesterase in transected nerves.
Brain Res 27: 329-342
. Skangiel-Kramska J, Niemierko S (1975) So-
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O TYM SIE MOWI

Biochemia to podstawa nowoczesnej biotechnologii

Tomasz Twardowski

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

i Politechnika £ddzka, ul. Noskowskiego
12/14, 61-704 Poznan; tel. (061) 852 85 03
wew. 133, e-mail: twardows@ibch.poznan.pl,

STRESZCZENIE

Biotechnologia, a zwitaszcza inzy-
nieria genetyczna, jest ,,zrodtem™ wie-
lu produktéow codziennego uzytku.
Warunkiem koniecznym akceptacji
spotecznej tych powszechnych arty-
kutow jest zrozumienie biochemii i
biologii molekularnej stanowiacych
podstawe biotechnologii. W tekscie
przedstawiono dyskusje dotyczaca
kilku arbitralnie wybranych, najbar-
dziej istotnych przypadkéw: roslin
transgenicznych odpornych na her-
bicydy uniwersalne, obszaréw wol-
nych od GMO i zdolnoS$ci patentowej
wynalazkéw biotechnologicznych. W
konkluzji wskazano na zasadnicze
znaczenie poparcia spotecznego dla
dalszego rozwoju biotechnologii.

Biotechnologia jest jedng z tych dzie-
dzin, ktore od lat sg wpisane zaréwno
w panorame zycia naukowego jak ina-
szg codzienno$¢. Kazdego dnia mamy
do czynienia z wytworami biotechno-
logii majgcymi zastosowanie m.in. w
medycynie, w produkcji zywnoS$ci, w
energetyce oraz w biomateriatach. Ta-
kie hasta jak zywno$¢ transgeniczna
(zywnos$¢ GM), terapia genowa czy tez
najbardziej znane terminy: GMO - ge-
netycznie zmodyfikowany organizm

Postepy Biochemii 52 (1) 2006

(ang. genetically modified organism) i
LMO - zywy genetycznie zmodyfiko-
wany organizm (ang. living modified
organizm) weszty do naszego codzien-
nego jezyka. Jednocze$nie elektryzuja
oraz wzbudzajg emocje w spoteczen-
stwie, zar6wno ws$rod przeciwnikow
jak i coraz liczniejszych zwolennikéw.
U podstaw innowacyjnych osiggnieé
naukowych i ekonomicznych lezy zro-
zumienie podstaw molekularnych bio-
logii oraz znajomo$¢ elementarnych
proceséw i terminéw biochemicznych,
na przyktad: biosynteza biatka, geno-
mika, bioinformatyka, jak i wiele in-
nych. W jeszcze mniejszym stopniu
zrozumiate sg konkretne zjawiska, jak:
homocysteinylacja, biatko Bt, aptame-
ry, struktura rybosomu i funkcja RNA
[1-6]-

Zrozumienie podstaw molekular-
nych procesow metabolicznych - to
prawdziwy klucz do sukcesu w zakre-
sie nowoczesnej biotechnologii. Nato-
miast dla spoteczenstwa zasadnicze
znaczenie ma informacja, ze nawet do
70% artykutéw zywnos$ciowych obec-
nie dostepnych na rynku zawiera jaka$
(choéby minimalng) frakcje produktow
nowoczesnej biotechnologii; jednakze
nie wiecej niz jedna trzecia konsumen-
tbw wie o tym, a znacznie mniejszy
odsetek konsumentéw rozumie co to
znaczy. Jednoczes$nie wszyscy sie zga-
dzamy z pozornie banalnym stwier-
dzeniem, ze jedynie wyksztatcony kon-
sument jest w stanie podjaé Swiadomg

synthetic scotophobin on motor activity in
mice. Acta Neurobiol Exp 38: 25-30
22.Mitros K, Kossut M, Skangiel-Kramska J,
Muller L, Niemierko S, Zernicki B (1978)
The effect of first visual stimulation on in-
corporation of labelled leucine into cerebral
cortex of binocularly deprived kittens. Acta
Neurobiol Exp 38: 289-303
.Niemierko S (1980) Biochemical changes in
cat cerebrum produced by visual depriva-
tion and specific stimulation. Acta Physiol
Pol 31 suppl 20: 43-56
24.Niemierko S (1987) My sixty years in physi-
ology and biochemistry. Acta Biochim Pol
34: 239-252
25.Niemierko W, Niemierko S (1987) Marceli
Nencki 1847-1901. Acta Physiol Pol 38:149-
157
26. Niemierko S (1987) Kazimierz Bialaszewicz
1882-1943. Acta Physiol Pol 38:177-185

2

w

i merytorycznie uzasadniong decyzje.
Przekazanie zatem spoteczeistwu pod-
staw biochemii i biologii molekularnej
ma zasadnicze znaczenie dla rozwoju
biotechnologii. Praktycznie wszystkie
hormony i przeciwciata monoklonalne
tak wazne we wspotczesnej diagnosty-
ce, profilaktyce i terapii sa wytwarza-
ne z zastosowaniem technik inzynierii
genetycznej. Dla chorych fakt ten nie
ma znaczenia. Rozwdj przemystu w
zakresie nowych materiatéw (biode-
gradowalnych biomateriatéw), odtwa-
rzalnych zrédet energii (bioenergii jak
biopaliwa i biomasa) oznacza koniecz-
no$¢ oparcia gospodarki na agrobio-
technologii ukierunkowanej na pro-
dukcje przemystowa, a nie spozywcza
[7-91,

Pod wzgledem typu transformacji
zastosowanej w uprawianych odmia-
nach ros$lin GM wyraznie dominuje
cecha odpornosci na herbicyd uniwer-
salny - stanowi to 80% upraw roslin
transgenicznych. Nastepne w kolej-
nosci to odmiany z wprowadzonym
genem odpornosci na owady btonko-
skrzydte (Lepidoptera) czyli z tzw. ge-
nem Bt (z Bacillus thuringiensis) - 12%
areatu, a 8% powierzchni zajmujg od-
miany zawierajagce jednoczes$nie geny
odpornosci na herbicyd uniwersalny i
geny Bt [2,4-6]

Mechanizm dziatania i dezaktywacji
podstawowych herbicydow uniwer-
salnych oraz biatka Bt jest (w duzym
uproszczeniu) nastepujacy:
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GLUFOSYNAT

Glufosynat, czyli fosfinotrycyna
[(HOCH2XNHCCH2C02]®, to sktad-
nik aktywny herbicydu uniwersalne-
go stosowanego przez firme Aventis
(AgrEvo) w wielu preparatach chwasto-
béjczych, np. Basta, Ignite, Challenge,
LIBERTY. Glufosynat jest wchtaniany
przez czesci zielone, hamuje aktywnos$¢
syntazy glutaminowej, a przez to ogra-
nicza detoksyfikacje amoniaku. Inakty-
wacje glufosynatu osiggnieto poprzez
wydzielenie z bakterii glebowych (cha-
rakteryzujacych sie systemem enzyma-
tycznym rozkiadajgcym glufosynat)
biatka kodowanego przez gen PAT.
Inaktywacja glufosynatu nastepuje
poprzez acetylacje katalizowang przez
acetylotransferaze fosfinotrycyny.

GLIFOSAT

Inny herbicyd uniwersalny to Ro-
undUp®, ktérego sktadnikiem aktyw-
nym jest glifosat. Herbicyd glifosat
niszczy rosliny poprzez inhibicje enzy-
mu EPSPS, ktdéry uczestniczy w szlaku
biosyntezy aromatycznych aminokwa-
séw u roélin, a nie wystepuje w szlaku
metabolicznym ssakéw. Odpornosé
na glifosat nadano roslinom i mikro-
organizmom poprzez nadprodukcje
EPSPS lub wykorzystanie odpornego
na glifosat EPSPS. Soje odporng na gli-
fosat otrzymano poprzez wprowadze-
nie genu kodujagcego EPSPS (EPSPS =
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) z bakterii Agrobacterium sp.
szczepu CP4, do chromosomu soi.

BIALKA BT

»,Biatka Bt". Sg to deltaendotoksyny,
krystaliczne biatka, ktérych wydzielo-
no i scharakteryzowano ok. 100 o pro-
teolitycznej aktywnosci enzymatycz-
nej. W toku procesu protoksyna (130
kD) zostaje przeksztatcona do toksyny
(60 kD). W trakcie procesu trawienne-
go ma miejsce interakcja krystalicznego
biatka z receptorem komérek jelito-
wych i nastepuje perforacja jelita. Gen
Bt wprowadzono do nastepujacych ro-
$lin: kukurydza, bawetna, rzepak, ryz,
ziemniak, soja, kapusta, pomidory, uzy-
skujac ochrone przed owadami. Biatko
Bt jest to biatko bakteryjne, ktérego gen
syntetyzowano chemicznie i ekspresje
uzyskano w ro$linach. W opinii czesci
ekspertow biatko Bt jest repellentem, a
zatem odstrasza od jedzenia, powodu-
jac $mier¢ gtodowa, a nie nastepuje ona
w wyniku proteolizy.

Soja i kukurydza to dwa gatunki ro-
§lin uprawnych, w ktérych produkcji i
uzytkowaniu, badz to jako pasza, badz
tez jako produkt zywieniowy (takze w
formie przetworzonych produktow)
odmiany GM odgrywajg znaczacg role.
Gtdwng zaleta odmian transgenicz-
nych soi jest mozliwos$¢ elastycznego
stosowania totalnych herbicydoéw jaki-
mi sa RoundUp® czy Basta, w przeci-
wienstwie do duzej precyzji koniecznej
w stosowaniu innych herbicyddw (sta-
dium rozwojowe roslin, warunki pogo-
dowe). Wiekszos$¢ soi jest importowana
z Ameryki Pin. na cele paszowe i, jak
dotad, uzytkowanie do tych celéw nie
jest kontestowane tak gwattownie jak w
przypadku produktdw spozywczych.

Kukurydza jest kolejnym gatunkiem,
w ktérym uprawa odmian transgenicz-
nych ieksport uzyskiwanego ziarna od-
grywa znaczaca role, przy czym udziat
odmian transgenicznych w uprawie
tej ro$liny jest znacznie mniejszy niz w
przypadku soi. Na podstawie przepro-
wadzonych badan wykazano, ze wpro-
wadzenie genu Bt daje wyrazne zwyzki
plonu i korzysci z redukcji opryskow
pestycydami. Korzysci te zalezg jednak
od nasilenia pojawiania sie owadziego
szkodnika, gtdwnie omacnicy proso-
wianki. Kukurydza (MON 810) moze
by¢ w 2006 r. w naszym kraju uprawia-
na w skali produkcyjnej.

Charakterystyka komercyjnych pro-
duktow i domniemanych zagrozen
genetycznie zmodyfikowanych orga-
nizmdéw zwigzana jest z dostepnoscia
podstawowych danych dla wszystkich
zainteresowanych.

Najog6lniej ujmujac zakres informa-
cji charakteryzujagcych GMO musi do-
tyczy¢ i obejmowaé nastepujace dane
(ale nie jest on ograniczony do wymie-
nionych): charakterystyke organizmoéw
transgenicznych, ze  szczegblnym
uwzglednieniem wprowadzonych,
zmodyfikowanych lub wytgczonych
sekwencji kwaséw nukleinowych; cha-
rakterystyke zamierzonych zastoso-
wan; charakterystyke S$rodowiska, w
ktorym beda realizowane zamierzone
dziatania; interakcje S$rodowiskowe
oraz miedzy organizmami.

W opinii przeciwnikéw nowoczesnej
biotechnologii dominuje obawa przed
zywnoscig genetycznie zmodyfikowa-
ng, potocznie okreslang jako zywnos$é
GM, aczkolwiek generalnie jest to strach
przed innowacja i obawa przed nowos$-
cig niezrozumiatg w konsekwencji bra-
ku wiedzy o elementarnych procesach
molekularnych. Zasadnicze elementy
tych obaw zostaty bardzo jednoznacz-
nie sformutowane w stanowisku Kon-
wentu Marszatkow dotyczacym two-
rzenia ,,obszaréw wolnych od GMO",
gdzie wsérdd wielu innych zastrzezen
przeciwko inzynierii genetycznej, jako
zasadnicze mozna arbitralnie uznaé na-
stepujace: (...) rozpoczecie upraw roslin
modyfikowanych genetycznie moze
zaszkodzi¢ wizerunkowi polskiej wsi,
postrzeganej aktualnie jako producenta
zdrowej i ekologicznej zywnosci o wy-
sokiej jakosci (...); (...) cztowiek nigdy
nie uzyska kontroli nad biologig zycia
i nie mozna zapewnié, ze nie dojdzie
do niekontrolowanego uwolnienia sie
organizméw GMO. Nalezy zwrocic
uwage, ze celem upraw roslin mody-
fikowanych ma by¢ zwiekszenie pro-
dukcji, podczas gdy problemem rolni-
kéw w Polsce i w (pozostatych przyp.
Autora) krajach Unii jest zbyt produkcji
na dotychczasowym poziomie (...); (...)
konieczne jest podejmowanie dziatan
w celu zachowania warto$ci Srodowi-
ska przyrodniczego oraz zabezpiecze-
nia upraw rolniczych przed wprowa-
dzaniem roslin transgenicznych, ktére
moga spowodowaé nieodwracalne
zmiany (...); (...) Wychodzac naprzeciw
zapotrzebowaniu konsumentow, ocze-
kujgcych zdrowej i bezpiecznej zyw-
nosci konieczne jest stwarzanie warun-
kéw do produkcji zywnosci metodami
przyjaznymi srodowisku (...).

Polemizujagc z  przedstawionym
stanowiskiem trzeba stwierdzié¢, ze
praktycznie nie ma juz zywnosci, kto-
rej cztowiek w swej dziatalnosci nie
zmienitby w sposob istotny (za wyjatek
mozna uznaé niektore grzyby, ryby czy
tez kraby). Dziatalno$¢ cztowieka spo-
wodowata i kazdego dnia powoduje
nieodwracalne zmiany w $rodowisku
naturalnym i w tej dziatalnosci prace

Tabela 1. Polskie normy prawne zwiazane z genetycznie zmodyfikowanymi organizmami

Nazwa ustawy

16.03.2001 O rolnictwie ekologicznym
11.05.2001 O zywnosci i zywieniu
22.06.2001 O GMO

23.08.2001 O paszach

Dziennik Ustaw
22.06.2001, nr 63, poz. 634
22.06.2001, nr 63, poz. 634
25.07.2001, nr 76, poz. 811
25.10.2001, nr 123, poz. 1350
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w zakresie inzynierii genetycznej sta-
nowig minimalny zakres. Jednoczes-
nie faktem jest, ze wiele form ludzkiej
dziatalnosci spowodowato jakies zie
skutki dla ludzi, ale (...) nie ma zad-
nych udokumentowanych doniesien o
negatywnych efektach prac inzynieréw
genetycznych czy tez biologow mole-
kularnych (poza licznymi powiesciami
sensacyjnymi). Z pewnoscig prawdzi-
we jest stwierdzenie dotyczace nadpro-
dukcji zywnos$ci w zamoznej Europie,
natomiast ta wtasnie bogata UE cierpi
na brak produktow przemystowych
pochodzenia rolniczego, czyli bioma-
teriatow i bioenergii. Mozna zatem
skwitowaé nieco ironicznie stanowisko
wiadz samorzgdowych, ze czesciowo
jest ono prawdziwe, ale nie komplet-
ne.... A wielka to szkoda, bowiem sta-
nowisko wtadz samorzgdowych ma
istotne znaczenie, np. w planowaniu
inwestycji gospodarczych.

llustracjg skali obaw spoteczenstwa
jest realizacja ponad 80 projektéw ba-
dawczych kosztem Kkilkuset milionéw
euro, ktérych konkluzje dotyczace
zywnosci GM zawarte sg w nastepu-
jacych elementarnych stwierdzeniach
[International Life Sciences Institute,
26-28 czerwca 2000 r., Limelette, Bel-
gia]: DNA, wiaczajac rekombinowany
DNA, sktada sie z tych samych czte-
rech nukleotydéw; obecnie stosowa-
ne techniki rekombinacji w ‘ancuchu
zywnos$ciowym nie powodujg zmian
w chemicznej charakterystyce DNA
(biorac pod uwage naturalne zrézni-
cowanie w sekwencji DNA); nie ma
réznic w podatnosci rekombinowa-
nego DNA i pozostatego DNA na hy-
drolize chemiczng lub enzymatyczna;
przemiany produktéw trawienia DNA
nie zaleza od pochodzenia DNA; DNA
nie jest toksyczne przy zwyczajowych
poziomach spozycia; nie ma dowo-
dow potwierdzajgcych alergenne lub
inne immunogenne witasciwosci DNA
z konsumowanej zywnos$ci zmodyfi-
kowanej genetycznie; nie wyklucza sie
mozliwos$ci obecnosci, taczenia, ekspre-
sji pozostatych zewnatrzkomaérkowych
fragmentow DNA z zywnos$ci przez
mikroflore przewodu pokarmowego;
nie ma dowodéw na wbudowywanie
DNA ze zrédet pokarmowych w ge-
nom ssakow; spozycie zywnosci zmo-
dyfikowanej genetycznie nie powoduje
mierzalnych zmian w catkowitej ilosci
spozytego DNA.

Podstawowe polskie normy praw-
ne [2,5,6] dotyczace biotechnologii,
ktdrych celem jest zapewnienie bez-
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pieczenstwa biologicznego i ochrony
Srodowiska oraz zdrowia ludzi przed-
stawia Tabela 1.

Sposrod tych norm prawnych naj-
wazniejsza jest ustawa ,,O organizmach
genetycznie zmodyfikowanych" (da-
lej zwana ustawg ,,O0 GMO"). Kwestia
genetycznie zmodyfikowanych organi-
zmow regulowana jest wieloma aktami
prawnymi na poziomie Unii Europej-
skiej. Ustawa ,,O0 GMO" jest zgodna i
powstata na podstawie nastepujgcych
dyrektyw Wspdlnot Europejskich: 1)
90/219/EWG z 23 kwietnia 1990r. w
sprawie ograniczonego stosowania
mikroorganizméw zmodyfikowanych
genetycznie (Dz. Urz. WE L 117 z
08.05.1990); 2) 98/81/WE z 26 pazdzier-
nika 1998r. zmieniajagcej dyrektywe
90/219/EWG w sprawie ograniczone-
go stosowania mikroorganizméw zmo-
dyfikowanych genetycznie (Dz. Urz.
WE L 3302z5.12.1998); 3) 2001/18/WE z
12 marca 2001r. w sprawie zamierzone-
go uwalniania do $rodowiska organi-
zmoéw zmodyfikowanych genetycznie
i uchylenia dyrektywy 90/220/EWG
(Dz. Urz. WE L 106 z 17.04.2001)

Ustawa o organizmach genetycznie
zmodyfikowanych transponujerdwniez
zagadnienia przewidziane w Protokole
kartagenskim o bezpieczenstwie bio-
logicznym, w tym zasade przezornosci
(... Kto podejmuje dziatalnos$¢, ktdrej
negatywne oddziatywanie na srodowi-
sko nie jest jeszcze w petni rozpoznane,
jest obowigzany, kierujac sie przezor-
noscig, podja¢ wszelkie mozliwe $rodki
zapobiegawcze...").

Do zasadniczej ustawy O GMO opra-
cowane zostaly rozporzadzenia wyko-
nawcze dotyczace [5]: oceny zagrozen
dla zdrowia ludzi i Srodowiska (Dz. U.,
2002, nr 107, poz. 944); funkcjonowania
Komisji ds. GMO (Dz. U., 2002, nr 19,
poz. 196); badan i wydawania opinii w
dziedzinie GMO (Dz. U., 2002, nr 73,
poz. 674); listy organizméw patogen-
nych oraz ich klasyfikacji (Dz. U., 2002,
nr 212, poz. 1798); wzorow wnioskow
dotyczacych zgdd i zezwolen (Dz. U,
2002, nr 87, poz. 797). Wszystkie te nor-
my prawne, jak juz wspomniano, sg
zgodne z ustawodawstwem Unii Euro-
pejskiej. W odniesieniu do modyfikacji
genetycznych genomu cztowieka oraz
w sprawach dotyczacych zywnosci i
$Srodkow farmaceutycznych obowigzu-
ja w naszym kraju (jak i w innych kra-
jach UE) osobne regulacje prawne.

Szczegblne znaczenie dla rozwoju
biotechnologii ma ustawa regulujgca
zagadnienia witasnosci intelektualnej

(Dz. U., z17.07.2002 r., nr 108, poz. 945).
Ze szczeg6lnym naciskiem podkreslié
nalezy, ze w krajach Unii Europejskiej
zaréwno procesy jak i produkty inzy-
nierii genetycznej spetniaja wymogi
zdolnosci patentowej, bowiem patenty
sg udzielane na wynalazki, ktére sa:
nowe, posiadaja poziom wynalazczy i
nadaja sie do przemystowego stosowa-
nia.

Zgodnie z art. 10 i art. 24 p.w.p (Pol-
ska) oraz art. 52.1 EPC. Przedmiotem
wynalazku biotechnologicznego jest:
wytwor sktadajacy sie z materiatu bio-
logicznego; wytwoOr zawierajgcy ma-
teriat biologiczny; sposdéb, za pomoca
ktérego materiat biologiczny jest wy-
twarzany, przetwarzany lub wykorzy-
stywany.

Nalezy z catym naciskiem podkre-
§li¢, ze do wynalazkdw hiotechnologicz-
nych stosujemy caty szereg ograniczen
zdolno$ci patentowej, o charakterze
moralnym, etycznym czy tez wynikaja-
cym z generalnych przestanek, jak np.
niemozno$¢ patentowania praw przy-
rody i odkry¢ naukowych. Réwnolegle
trzeba pamietaé, ze wynalazki opaten-
towane mozna bez optat licencyjnych
stosowaé¢ w celach czysto naukowych i
dydaktycznych.

Rozwdj Polski i wszystkich krajow,
ktore uznaly potrzebe oparcia gospo-
darki na wiedzy, uwarunkowany jest
wdrazaniem innowacyjnych technolo-
gii. Jest zatem biotechnologia dziedzi-
na, ktéra towarzyszac naszemu zyciu
wymaga nieustannego popularyzowa-
nia, a takze promowania, aby jej roz-
woj wspierany byt przez szerokie kregi
spoteczenstwa.
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SUKCESY POLSKICH NAUKOW-
CcOW. W Atlancie, w grudniu ub. roku,
podczas dorocznego Zjazdu Amery-
kanskiego Hematologicznego, ogtoszo-
no informacje, iz Polak, prof. Mariusz
Z. Ratajczak z zespotem wyizolowat po
raz pierwszy na Swiecie ze szpiku kost-
nego komérki embrionalne. Prof. M.Z.
Ratajczak jest absolwentem Pomorskiej
Akademii Medycznej w Szczecinie, od
6 lat kieruje O$rodkiem Transplantacji
Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego
w Krakowie-Prokocimiu, a rownoczes-
nie jest dyrektorem Programu Komoér-
ki Macierzystej Centrum Rakowego w
uniwersytecie stanowym w Louisville
w USA (www.esculap.pl).

MARZENA BIENKO, WSPOL-
ODKRYWCZYNIA ELEMENTU
MECHANIZMU NAPRAWY DNA.
Doktorantka (wiek 24 lata) w Instytu-
cie Biochemii Kliniki Uniwersytetu we
Frankfurcie jest absolwentkg wydziatu
Biotechnologii UJ. Od wrzes$nia 2004 r.
mgr M. Bienko (Fot. 1) kierowata tam
projektem, realizowanym m.in. przez
naukowcow brytyjskich z Uniwersyte-
tu w Sussex i szwajcarskiej Parnstwowej
Wyzszej Szkoty Technicznej w Zurii-
chu. Nad zespotem czuwat przetozo-
ny p. Bienko, prof. Ivan Dikic. Zespot
ustalit, ze aktywno$¢ polimerazy eta,
w sytuacji uszkodzenia DNA, i nie-
skutecznos$ci polimerazy delta wobec
uszkodzenia, inicjuje ubikwityna. Bial-
ko to 'przyczepia sie' do biatka PCNA,
ktore otacza pierscieniowo uszkodzone
DNA. Aminokwasy domen polimerazy
eta i trzech innych, iota, kappa i Revi f3-
czg sie z aminokwasami ubikwityny, i
w ten sposob biatka przytaczajg sie do
siebie. Zespot p. Bienko odkryt dwie z
tych domen. M. BieAko uwaza, ze od-
krycie mozna wykorzysta¢ w terapii
nowotworéw. Naprawa uszkodzone-
go DNA zdrowej komorki z udziatem
polimerazy eta jest procesem pozada-
nym, aw komérkach nowotworu musi
by¢ zablokowana wymiana polimerazy
delta na eta. Do tego powinny zmierzaé
nowe strategie chemioterapii (wg www.
mein.gov.pl).

ABSOLWENT WYDZIALU MA-
TEMATYKI | INFORMATYKI UJ,
PIOTR KOPACZ zostat laureatem
tegorocznej, I1X edycji Konkursu o Na-
grode Procter & Gamble Polska dla
Najlepszych  Absolwentéw  Uczelni

10

OPINIE -

Wyzszych, prezentujgc prace magister-
skg pt. Transformacja Laplace'a. Laure-
at Nagrody interesuje sie matematyka
teoretyczng i jej praktycznym zastoso-
waniem, w szczeg6lnosci na

KOMENTARZE

nym zjawiskiem, ale oferuje ono jed-
nak ograniczone spektrum kierunkow
studiow i nie zawsze najwyzszg jakos¢
ksztatcenia. Zatem nalezy szczegb6lnie
dba¢ o jako$¢ prywatnych

geometrii  nieeuklidesowej
oraz nawigacji.

SZKOLNICTWO WYZ-
SZE POD SCISLEJSZA
KONTROLA,. Spotkanie in-
augurujace Scistg wspotprace
miedzy Panstwowa Komisja
Akredytacyjng i komisjami
akredytacyjnymi, dziatajg-
cymi z inicjatywy $rodowisk
akademickich, trwato dwa

Fotografia 1. Magister Ma-
rzena Bieriko.

studidw, aby przynajmniej
nie byto w naszym kraju za
duzo zle przygotowanych
specjalistow np. od marke-
tingu, skoro juz i tak tych
dobrze przygotowanych jest
tak wielu. (2005-11-30, PAP
- Nauka w Polsce, Urszula
Jabtonska).

PODSEKRETARZ STA-
NU D.S. NAUKI W MEIN,

dni w Warszawie, w koncu

roku 2005. Wg informacji przewodni-
czacego Panstwowej Komisji Akredyta-
cyjnej (PKA) prof. Zbigniewa Marcinia-
ka z dnia 30 listopada 2005 r., powstat
plan utworzenia Forum Jakosci réznych
komisji akredytacyjnych. Forum ma za-
pewni¢ Scistg kontrole jakosci studiow
i petniejszg informacje na temat jej wy-
nikéw. Forum ma odbywac regularne
spotkania i przeprowadzaé kontrole ja-
kosci studiéw w Polsce. Informacje na
temat wynikéw kontroli publikowane
bedg w przysztosci na stronie interne-
towej, dostepnej dla kazdego studen-
ta. Tematem konferencji byty takze
nowe standardy kierunkoéw studiow,
przygotowywane przez Rade Gtowng
Szkolnictwa Wyzszego, ktére majg by¢
dostosowane do wymogoéw znoweli-
zowanej ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym. Ta ustawa daje najwiekszym
uczelniom prawo tworzenia wtasnych,
autorskich programoéw studiow, ktore
bedg takze przedmiotem kontroli ko-
misji. Wg stow prof. Marciniaka prowa-
dzenie studiow interdyscyplinarnych,
z pogranicza dziedzin, lub o waskiej
specjalnosci przed wejsciem w zycie
Ustawy z formalnego punktu widzenia
byto niemozliwe. Teraz uczelnie moga
to robié, lecz beda musiaty jednak to
robi¢ dobrze. Szkoty moga mie¢ swo-
bode w dobieraniu programéw i spo-
sobow ksztatcenia. Zadaniem komisji
jest gtdwnie sprawdzanie, czy uczelnia
wywigzuje sie ze swoich zobowigzan w
stosunku do studenta. Nie ma przy tym
réznicy, czy kontroli podlega uczelnia
panstwowa czy prywatna, lub studia
dzienne czy stacjonarne. Zdaniem prof.
Marciniaka rozwoj prywatnego szkolni-
ctwa wyzszego w Polsce jest pozytyw-

prof. Krzysztof Kurzydtow-
ski powiedziat w koncu listopada ub.
roku dla PAP, Zze budzet na badania
naukowe w 2006 r. wzroénie o 25%, a
nie jak wczesniej podano o 40%. Wg
Krajowego Programu Ramowego naj-
wyzszego dofinansowania wymagajg
medycyna transplantacyjna i regene-
racyjna, optymalizacja rozwoju miast
i regionéw, zarzadzanie kryzysowe w
panstwie i nanomateriaty. Do resortu
edukacji i nauki naleze¢ bedzie wspie-
ranie mobilnosci miedzynarodowej na-
ukowcdw i mobilno$ci naukowcéw po-
miedzy sektorami nauki i gospodarki.
Oznacza to, ze od 2006 r. MEIN zaofe-
ruje zwiekszenie naktadéw na nauke,
tak, aby promowaé¢ miodych polskich
naukowcéw na arenie miedzynarodo-
wej. Muszg oni jednak chcie¢ pracowac
w polskich laboratoriach, nawet jesli
majg za sobg sukcesy w pracowniach
zagranicznych. Prof. Kurzydtowski
uwaza, ze nadrzednym celem w Jego
dziatalnoSci jest dbato$¢ o zapewnienie
jak najlepszej kariery zawodowej mto-
dym naukowcom. Jednym ze sposobow
moze by¢ wprowadzenie stypendiow
po doktorskich (postdoc), na ktore prof.
Kurzydtowski planuje ogtosi¢ konkur-
sy. Stypendia majg pomoc kontynuo-
wac prace badawcza na etacie ,,postdo-
ca" osobie ze stopniem doktora, ale pod
warunkiem, ze dalsza kariera doktora
bedzie przebiegata w innym os$rodku
niz ten, w ktdrym stypendysta uzyskat
doktorat (Nauka w Polsce, MEiN).

SENAT SLASKIEJ AKADEMII
MEDYCZNEJ (uchwata nr 38/2005
z 23 listopada 2005 r.) zaopiniowat
negatywnie zasady parametrycznej
jednostek naukowych wprowadzo-
ne Rozporzadzeniem MNil z dnia 4
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sierpnia 2005 r. w sprawie kryteriow i
trybu przyznawania i rozliczania $rod-
kéw finansowych na nauke (Dz. U. nr
161. poz. 1359). Wyrazono stanowczy
protest wobec przedmiotowego trakto-
wania $rodowisk naukowych w kraju,
przejawiajacy sie wprowadzeniem, bez
uprzedniej konsultacji i na niejasnych
zasadach, zmodyfikowanego systemu
oceny parametrycznej jednostek na-
ukowych na mocy Rozporzadzenia, o
ktorym mowa wyzej. Wyrazono po-
glad, iz procedury oceny parametrycz-
nej winny zosta¢ znowelizowane, po
uprzednich konsultacjach $rodowisko-
wych (Biuletyn Informacyjny SAM,
2005, nr 4).

FUNDACJA NAUKI POLSKIEJ
opublikowata program wspierania na-
uki w roku 2006. Na ten cel FNP zamie-
rza przeznaczy¢ 22,7 min zt. W progra-
mie wspierania FNP oferuje kilkanascie
programéw o charakterze konkursow
skierowanych do $rodowiska nauko-
wego, w tym kilka nowych. Sg to pro-
gramy: POWROTY w formie subsy-
diow dla mtodych uczonych w kraju
po zagranicznym stazu podoktorskim;
FOCUS - subsydia dla uczonych beda-
cych na etapie organizowania zespotu
badawczego; INNOWATOR - szkole-
nia i pomoc we wdrozeniach; program
NOVUM zastgpi dotychczasowy pro-
gram Subin (wg www.fnp.org.pl)

PROGRAM INNOWATOR (finan-
sowanie szkolen i pomoc we wdroze-
niach) skierowany jest do doktorantéw
i mtodych doktoréw (do 35 lat), zajmu-
jacych sie dowolng dziedzing nauki. O
zakwalifikowaniu kandydata do pro-
gramu decyduje pomyst przedsiewzie-
cia innowacyjnego badz wynalazku
przedstawiony przez niego we wniosku
konkursowym. Beda rozwazane przede
wszystkim projekty dotyczgce nowo-
czesnych technologii lub ustug. Celem
programu jest zaznajomienie naukow-
cow z funkcjonowaniem mechanizmow
rynkowych i zasadami dziatalnosSci bi-
znesowej, oraz pomoc doradcza i finan-
sowa w przygotowaniu innowacyjnych
projektow na wczesnym etapie komer-
cjalizacji. Program realizowany bedzie
w trzech etapach: 1/ wybor 20-25 pro-
jektow (technologii lub ustug) sposrod
zgtoszonych, i zaproszenie autoréw do
udziatu w intensywnym 2-4 miesiecz-
nym praktycznym szkoleniu, obejmu-
jacym zasady i spos6b prowadzenia
dziatalnosci gospodarczej. Szkolenie
zakonczy sie przygotowaniem przez
uczestnikow  planéw  hiznesowych
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wdrozenia zgtoszonych przez nich po-
mystow; 2/ dofinansowanie przez FNP
realizacji kilku najlepszych zgtoszo-
nych projektéw autorstwa uczestnikéw
kursu, zgodnie z ich planami bizneso-
wymi oraz pomoc finansowa i organi-
zacyjna przy uruchomianiu przedsie-
wziecia; 3/ skierowanie laureatéw do
zewnetrznych instytucji finansowych
i pomoc w negocjacjach zwigzanych z
pozyskiwaniem dalszego finansowania
wdrozen.

Termin sktadania wnioskéw do | eta-
pu konkursu mija 15 maja b.r. Infor-
macji o programie udziela p. Jakub
Wojnarowski, tel. 022 845 9516, e-mail:
jakub.wojnarowski@fnp.org.pl.

PROGRAM NOVUM wspiera¢ ma
finansowo wyjatkowe inicjatywy, o
istotnym znaczeniu dla nauki w Pol-
sce, ktore nie moga uzyska¢ dofinan-
sowania z innych zrédet, a zarazem
nie sa objete innymi programami FNP.
Program NOVUM umozliwi Fundacji
elastyczne i szybkie reagowanie na roz-
norodne potrzeby nauki, wykraczajace
poza zakres jej aktualnych programoéw.
Zamiarem FNP jest udzielanie pomocy
w tworzeniu nowej jakosci w nauce,
nie zas w odtwarzaniu czy utrzymy-
waniu istniejagcego stanu. Fundacja nie
okresla listy dziatan obejmowanych
programem, lecz rozpatruje indywi-
dualnie kazdy wniosek, oceniajgc go
wszechstronnie pod katem jego warto-
§ci naukowej lub technicznej, uwzgled-
niajagc dorobek wnioskodawcy. Waz-
ne jest znaczenie danej inicjatywy dla
srodowiska oraz ranga naukowa apli-
kujagcego go zespotu badawczego. Do-
finansowanie przewiduje sie dla przy-
ktadowych dziatan (ale nie jedynych):
budowa nowej, oryginalnej aparatury
badawczej niezbednej do wykonania
okreslonego projektu badawczego;
niewielka modernizacja bazy labora-
toryjnej (dotyczy to jedynie sytuacji o
charakterze interwencyjnym); krotko-
terminowe wyjazdy zagraniczne lub
krajowe w celu skorzystania z unikato-
wej aparatury badawczej; zaproszenie
wybitnych uczonych zagranicznych na
krétkie pobyty naukowe w Polsce.

Whnioski sktada¢ mozna w dowolnym
terminie. Informacja: Tadeusz Pacho-
lik, tel. 022 845 95 10, e-mail: tadeusz.
pacholik@fnp.org.pl.

STYPENDIUM KONFERENCYJNE
FNP. Celem tego programu jest umozli-
wienie polskim naukowcom udziatu w
réznych konferencjach. Stypendia moga

by¢é wykorzystane na dofinansowanie
optaty konferencyjnej, kosztow podrd-
zy, wyzywienia i zakwaterowania. O
stypendia mogga sie ubiega¢ pracowni-
cy nauki (obywatela polscy) zamierza-
jacy wygtosi¢ podczas konferencji refe-
rat, komunikat czy prezentowac¢ poster,
a jednoczes$nie majag udokumentowany
dorobek naukowy, odpowiadajgcy te-
matycznie konferencji. Ubiegajacy sie
0 stypendium konferencyjne muszg
pracowac lub by¢ doktorantami w pol-
skiej szkole wyzszej lub instytucji, w
ktorych badania naukowe sg wpisane
w cele statutowe. Procedurg konkur-
sowg zajmuje sie Towarzystwo Nauko-
we Warszawskie. Wnioski, przesytane
wytacznie pocztg tradycyjng na adres
TNW, z dopiskiem na kopercie ,Sty-
pendia FNP", przyjmowane bedg w
terminach: do 28 lutego, do 30 kwiet-
nia, do 30 czerwca i do 30 pazdziernika.
Rozstrzygniecia nastgpig w terminach:
15 kwietnia, 15 czerwca, 1 wrzeénia, 1
grudnia. Informacje: Towarzystwo Na-
ukowe Warszawskie, Patac Staszica, ul.
Nowy Swiat 72, pok. 6 (parter), tel/fax
022 657 28 26, tel. 022 657 27 18, e-mail:
sekretariat@tnw.waw.pl i na stronie:
www.thw.waw.pl.

W jesiennej 2005 r. edycji konkur-
su na stypendia konferencyjne FNP
dofinansowanie na wyjazd do Austrii
otrzymata m.in. Atina Krajewska, dok-
torantka Centrum im. Brandta Uniwer-
sytetu Wroctawskiego, ktéra wygtosi
we Wiedniu referat poswiecony ochro-
nie informacji genetycznej w Europie na
zjezdzie asystentdw i doktorow, zajmu-
jacych sie prawem publicznym. Konfe-
rencje (znaczace wydarzenie w kregu
niemieckojezycznej kultury prawnej)
organizuje Wydziat Prawa Uniwersy-
tetu Wiedenskiego w dniach 21-24 I
2006 r. Atina Krajewska jest absolwent-
ka Wydziatu Prawa, Administracji i
Ekonomii Uniwersytetu Wroctawskie-
go. Interesuje sie prawem medycznym,
bioetyka, prawami cziowieka. Pisze
prace doktorskg pod kierunkiem prof.
Jana Kolasy na temat statusu prawnego
ludzkiego DNA w prawie europejskim
lprawie wybranych panstw cztonkow-
skich UE (www.uw.wroc.pl).

POLSKIE HONOROWE STYPEN-
DIA NAUKOWE IM. ALEKSANDRA
VON HUMBOLDTA w dziesiatej edy-
cji konkursu, rozstrzygnietej w 2005
roku, otrzymato 5 naukowcow nie-
mieckich na sfinansowanie dtuzszych
pobytéow w laboratoriach i zaktadach
polskich wuczelni i instytutow. Prof.
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Fotografia 2. Profesor Tomasz Twardowski.

Manfred Gothert z Uniwersytetu w
Bonn zostat zaproszony na 6 m-czny
pobyt na Wydziale Farmaceutycznym
AM w Biatymstoku, a prof. Klaus Hahl-
brock z Instytutu Maxa Plancka w Koln
spedzi pot roku w Miedzynarodowym
Instytucie Biologii Molekularnej i Ko-
moérkowej w Warszawie. Prof. Detlef
Hommel z Uniwersytetu w Bremen
bedzie pracowat przez rok w Instytucie
Fizyki PAN w Krakowie i na wydziale
Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, a
prof. Josef Speth z Forschungszentrum
w Jiilich i Uniwersytetu w Bonn przy-
jedzie na 9-miesieczny okres do Insty-
tutu Fizyki Jagdrowej PAN w Krakowie.
Panig prof. Ursula Kantorczyk z Uni-
wersytetu w Rostocku zaprosit Insty-
tut Filologii Stowianskiej Uniwersytetu
Szczecinskiego na 6-miesieczny pobyt
(wg strony www .FNP.org.pl).

NAGRODA IM. ARTURA ROJ-
SZCZAKA. Klub Stypendystow Za-
granicznych Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej ustanowit nagrode im. dr Ar-
tura Rojszczaka - tragicznie zmarte-
go filozofa i cztonka Klubu. Nagroda
wyrézniani bedg corocznie miodzi
doktorzy (obrona rozprawy w ciggu
ostatnich 2 lat), wyr6zniajacy sie osobo-
woscia, humanizmem, pasjg naukowa
i dorobkiem badawczym niezaleznie
od uprawianej przez nich dziedziny
naukowej. Kandydatow mogg zgtaszaé
tylko cztonkowie Klubu, bowiem tylko
oni sg fundatorami nagrody. Co praw-
da FNP wysoko oceniajac idee nagrody
zaoferowata wsparcie finansowe dla
programu Klubu, ale zasada nagradza-
nia przez cztonkéw Klubu pozostata
nienaruszona. Nagroda, to nie tylko
uczczenie pamieci dr Artura Rojszcza-
ka, to narzedzie realizacji statutowych
celéw dziatania Klubu, tj. integracji in-
terdyscyplinarnej i miedzypokolenio-
wej $Srodowisk akademickich, wspie-
ranie i promowanie etosu uczonego
i nauczyciela oraz krzewienie dobrej
praktyki naukowej. Informacje: www.
ksz-fnp.org.
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700 MLN Zt Z EUROPEJSKIEGO
FUNDUSZU SPOLECZNEGO (EFS)
pozostaje do dyspozycji instytucji, w
tym uczelni panstwowych i prywat-
nych, prowadzacych studia ksztatcace
pracownikéw opieki spotecznej, orga-
nizujace studia na odlegto$¢ i rozwi-
jajace utatwienia dla niepetnospraw-
nych. Wérdéd zadan, realizowanych za
pienigdze z EFS, sg tez badania nauko-
we, dotyczace problemdéw bezrobocia
i wykluczenia spotecznego. Pienigdze
muszg byé rozdysponowane do kon-
ca roku 2006, a niestety wsrod blisko
500 wnioskéw jest jedynie okoto 20 z
uczelni. Srodki sa w dyspozycji MEiN
oraz MPPS (z dn. 20.01.06, wg witryny
www.esculap.pl).

PREZES POLSKIEJ FEDERACJI
BIOTECHNOLOGII,PROF. TOMASZ
TWARDOWSKI (FOT. 2), PRZEKA-
ZAL STANOWISKO PFB premierowi
rzagdu RP, ministrom 5 resortdw zwig-
zanych ze sprawg organizméw mody-
fikowanych genetycznie, 105 postom
- cztonkom komisji problemowych w
Sejmie, 16 wojewodom i marszatkom.
Powodem do opracowania pisma o po-
nizszej tresci byty préby stworzenia w
Polsce 'stref wolnych od genetycznie
zmodyfikowanych organizmoéw' po-
dejmowane przez przedstawicieli nie-
ktérych samorzadow, lokalnych grup i
politykdw.

»,Polska Federacja Biotechnologii z
niepokojem obserwuje dziatania zmie-
rzajgce do ustanowienia w naszym
kraju ,stref wolnych od genetycznie
zmodyfikowanych organizmow".
Uwazamy, ze dziatania takie oparte sg
na btednych przestankach naukowych,
Sg sprzeczne ze stanem prawnym oraz
beda prowadzi¢ do negatywnych kon-
sekwencji dla naszej gospodarki. Kon-
cepcje takie oznaczaja rezygnacje z in-
nowacyjnych technologii niezbednych
dla rozwoju ekonomicznego naszego
panstwa. Ponadto sg one

nologii i powinien on zosta¢ optymal-
nie wykorzystany dla rozwoju naszego
kraju. Mechanizmy gospodarcze nie
sprzyjajag wykorzystaniu wtasnych no-
woczesnych technologii. Nasz kraj ma
jednak szanse, aby nie by¢ wytgcznie
odbiorcg bioproduktéw, ale réwniez
wykreowaé wilasne technologie, pro-
dukty i miejsca pracy.

Apelujemy o zachowanie rozwagi w
podejmowaniu podobnego typu dzia-
tan, ktére naszym zdaniem nie stuzag
rozwojowi Polski. Prosimy o anali-
ze wynikéw naukowych, zwrdcenie
uwagi na fakty, a nie sensacyjne infor-
macje i potprawdy dotyczace zielonej
biotechnologii. Dlatego zwracajac sie z
apelem o merytoryczng analize zwig-
zang z zastosowaniem biotechnologii
w rolnictwie, medycynie czy tez prze-
mys$le, oferujemy pomoc naukowcow
- cztonkéw Polskiej Federacji Biotech-
nologii.

P.S. W przypadku zainteresowania
chetnie przedstawimy obszerne mate-
riaty merytoryczne, jak badania opinii
publicznej (np. prawie 60% polskich
rolnikdw chciatoby mie¢ szanse wy-
korzystania biotechnologii), raporty i
ekspertyzy, stanowisko autorytetéow
naukowych i moralnych (np. Arcybisk-
up Elio Sgreccia, vice-president of the
Pontifical Academy for Life)."

SPOTKANIE EKSPERTOW |
DZIENNIKARZY (12 stycznia 2006 r.)
odbyto sie z inicjatywy polskiej firmy
biofarmaceutycznej Celon Pharma oraz
Agencji PR Kwadrat. W spotkaniu bra-
li udziat prof. Andrzej Legocki - pre-
zes PAN, prof. Maciej Zylicz - prezes
FNP, prof. Magdalena Fikus - prze-
wodniczagca Rady Programowej War-
szawskiego Festiwalu Nauki. Pie¢ pa-
neli dyskusyjnych wypetnito program
spotkania, a dotyczyty one obecnego
stanu biotechnologii w Polsce, rozwoju
biotechnologii w aspekcie relacji insty-

tucje naukowe - przemyst,

sprzeczne z koncepcja roz-
woju zjednoczonej Europy
(strategia lizbonska) i nor-
mami prawnymi Unii Euro-
pejskiej (Sad Europejski w
Luksemburgu w decyzji z 5
pazdziernika 2005 r. odrzu-
cit wniosek Gornej Austrii o
ustanowienie ,,strefy wolnej
od GMO").

Uwazamy, ze w Polsce
istnieje duzy potencjat ba-
dawczy w zakresie biotech-

Fotografia 3. Profesor Ma-
ciej W. Grabski.

zagadnieniu ,wiedza, lu-
dzie, pienigdze - czego nam

brakuje?", biotechnologii i
najnowszym technologiom,
wreszcie inzynierii  gene-

tycznej, interferencji RNA w
onkologii. Spotkanie tgczyto
w sobie elementy konferencji
prasowej i warsztatow. Krot-
kie wystapienia naukowcow
przeplataty sie z dyskusja
naukowcow, dziennikarzy i
przedstawicieli administracji

www.postepybiochemii.pl
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rzagdowej, w tym MEIN oraz
MG (wg www.mein.gov.pl).

EUROSCIENCE OPEN
FORUM, ktérego idea wyro-
sta ze Srodowiska naukowe-
go w 1997 r., organizowane
jest w Monachium i bedzie
trwato w dniach 15-19 lipca
b.r. W programie przewi-
dziano ponad 70 roéznote-
matycznych sesji, a wsréd
nich na temat planowania
dalszej kariery. Dla mto-
dych naukowcow, chcacych
uczestniczy¢ w Forum, przewidziane
sg stypendia podrozne i pobytowe.
Wszystkie informacje (w jez. niemie-
ckim lub jez. angielskim) dotyczace wa-
runkow udziatu i pomocy finansowej
sg dostepne w witrynie www.esof2006.
org i u Effrosyni Chelioti (e-mail: effro-
syni.chelioti@w-i-d.de).

NIEMIECKI KRZYZ ZAStUGI
DLA PROF. MACIEJA W. GRAB-
SKIEGO. Prof. Maciej W. Grabski (Fot.
3), wieloletni prezes Fundacji Nauki
Polskiej, otrzymat z rgk ambasadora
Niemiec w Polsce, p. Reingharda Sch-
weppe, Wielki Krzyz Orderu Zastugi
RFN za konsekwentne zabieganie o
rozwoj wspotpracy naukowej pomie-
dzy Polskg a Niemcami. Uroczystos¢
uhonorowania Profesora oraz sygno-
wanie porozumienia o wspotpracy po-
miedzy polskim Ministerstwem Edu-
kacji i Nauki i niemieckim DFG odbyty
sie w Warszawie dnia 5 grudnia 2005 r.
Wg prof. Grabskiego i szefa DFG, prof.
Ernsta Ludwiga Winnackera, umawia-
jace sie strony pragng, aby tworzone
polsko-niemieckie programy badaw-
cze umozliwiaty studentom wspdlng
prace nad projektem naukowym. Ta-
kie projekty prowadzg juz Uniwersy-
tety Warszawski i Jagiellonski wraz z
Uniwersytetem w Heidelbergu, a inne
naukowe o$rodki niemieckie sg koope-
racjg zainteresowane. FNP wspdtpra-
cuje nie tylko z DFG, ale takze z Fun-
dacjami Aleksandra von Humboldta
oraz Volkswagena w Hanowerze, a
nieformalnie z niemieckim programem
wymiany akademickiej DAAD oraz or-
ganizacjg KOWI, opiekujacg sie mtody-
mi naukowcami z Europy Srodkowej i
Wschodniej.

Prof. Maciej Grabski, cztonek PAN,
(wnuk wybitnego meza stanu - Wia-
dystawa Grabskiego) jest absolwentem
Wydziatlu Mechaniczno-Technologicz-
nego Politechniki Warszawskiej. Tam
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Fotografia 4. Profesor Zbi-
gniew S. Herman.

doktoryzowat sie i pracowat
naukowo, uzyskawszy tytut
profesora w 1989 r. Prace
naukowga porzucit na rzecz
aktywnosci, ktorej celem jest
wspieranie rozwoju nauki
polskiej (wg strony interneto-
wej MEIN).

50-LECIE PRACY PROF.
DR HAB. MED., DR H.C.
MULTI ZBIGNIEWA STA-
NISEAWA HERMANA
(Fot. 4) byto uroczyscie ob-
chodzone w Slaskiej Akade-
mii Medycznej. Konferencja Naukowa,
w dniu 17 listopada 2005 r., pod prze-
wodnictwem JM Rektor prof. dr hab.
med. Ewy Mateckiej-Tendery, honoru-
jaca Jubilata, zgromadzita Jego nauczy-
cieli i mistrzdw, przyjaciot, wspotpra-
cownikow i uczniéw. Prof. Zbigniew
Herman jest kierownikiem Katedry i
Zaktadu Farmakologii Klinicznej (zor-
ganizowanej przez siebie od podstaw w
1985 r.) SAM w Katowicach, specjalista
11° w zakresie choréb wewnetrznych,
farmakologii oraz farmakologii klinicz-
nej. Dyplom lekarza uzyskat w SAM w
1968 r. a tytut profesora zwyczajnego w
1986 r. Profesor byt stypendystg, wykta-
dowcag w réznych renomowanych pla-
cowkach naukowych swiata. W pracy
badawczej zajmowat sie opracowaniem
modelu miazdzycy doswiadczalnej
oraz lekami przeciwmiazdzycowymi.
Od ponad 30 lat Jego badania dotyczg
psychofarmakologii oraz farmakologii
klinicznej, w tym farmakoimmunolo-
gii uktadu krazenia. Wiekszo$¢ ory-
ginalnych prac naukowych Profesora
Hermana zostata ogtoszona w czaso-
pismach o zasiegu miedzynarodowym.
Nazwisko Profesora znajduje sie na li-
Scie 150 polskich uczonych najczesciej
cytowanych w zakresie nauk medycz-
nych i biologicznych. Az 192 publika-
cje Jubilata byty cytowane 1631 razy, a
jedna z nich zaliczono do ,publikacji
stynnych" (famous paper). Profesor pet-
nit wiele rozmaitych, wielce odpowie-
dzialnych funkcji (w Radzie Gtdwnej
Nauki i Szkolnictwa, Centralnej Komi-
sji do Spraw Stopni i Tytutéw, SAM,
KBN, Komitetach PAN). Jest cztonkiem
wielu towarzystw naukowych, w tym
Polskiego Towarzystwa Biochemiczne-
go od 1963 r. Jest czynnym cztonkiem
Polskiej Akademii Umiejetnosci (1993
r.) i cztonkiem korespondentem PAN
(2002 r.). Jest Kawalerem Zakonu Ry-
cerzy Maltanskich. Byt uhonorowany
wieloma odznaczeniami, w tym Krzy-
zem Komandorskim z Gwiazdg Orde-

ru Polonia Restituia (Biuletyn Informa-
cyjny SAM, 2005, 4).

UPRAWNIENIA DO PRZEPRO-
WADZANIA HABILITACIJI w za-
kresie nauk medycznych, dyscyplina
- biologia medyczna, na Wydziale
Farmaceutycznym AM w Biatymstoku
uzyskano 21 marca 2005 r. Dwa pierw-
sze kolokwia habilitacyjne przeprowa-
dzono w dniach 21 i 27 pazdziernika
2005 r. O stopien doktora habilitowane-
go ubiegaty sie Panie: dr Halina Gabry-
el-Porowska na podstawie dorobku i
rozprawy p.t. Ekspresja mucyny MUC1
w komdrkach nowotworowych hodo-
wanych in nitro i jej rola w adhezji do
sktadnikdw macierzy pozakomoérkowej
oraz dr Krystyna Pawlak na podstawie
dorobku irozprawy p.t. Stres oksyda-
cyjny a zmiany miazdzycowe u pacjen-
téw z przewlektg niewydolnoscig nerek.
Egzaminatorami byli (wg chronologii
wydarzen) wybitni polscy biochemicy:
prof. Janina Kwiatkowska - Korczak
(Wroctaw), prof. Julian Swierczynski,
prof. Mariusz Zydowo (obaj z Gdan-
ska), prof. Edward Bankowski (Biaty-
stok) oraz prof. Teresa Bana$ (Wroc-
taw), prof. Andrzej Ksigzek (nefrolog,
rektor AM w Lublinie), prof. Elzbieta
Skrzydlewska (Biatystok). Pozytywne,
dla ubiegajacych sie doktorow, decyzje
Rady Wydziatu wymagaja zatwierdze-
nia przez Centralng Komisje do Spraw
Stopni i Tytutdw.

Uzyskane uprawnienia do habilita-
cji w zakresie biologii medycznej przez
Wydziat Farmaceutyczny AM w Bia-
tymstoku pozwolity na uruchomienie
studiow doktoranckich; w 2005 roku
przyjeto na studia szesciu kandydatow.
Fakty te wzmacniajg strukture organi-
zacyjng i prestiz Wydziatu oraz $wiad-
czg o kontynuacji jego rozwoju (wg arty-
kutu dziekana Wydz. Farmaceutycznego,
prof. Jerzego Patki, opublikowanym w
»Medyku Biatostockim™ 2005;34:1).

V OGOLNOKRAJOWA KONFE-
RENCJE NAUKOWO - SZKOLE-
NIOWA N.T. NEUROINFEKCJI or-
ganizuje Klinika Chorob Zakaznych i
Neuroinfekcji AM w Bialymstoku w
dniach 21-22 kwietnia 2006 r. (w imie-
niu Organizatoréw zaprasza prof. Tere-
sa Hermanowska). W programie cztery
bloki tematyczne: neuroinfekcje, choro-
by odkleszczowe, szczepienia i zakaze-
nia szpitalne. Tematyka proponowana
w programie | Sesji Konferencji w dniu
21 kwietnia b.r., a mianowicie ,,Biologia
molekularna we wspotczesnej diagno-
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styce chorob zakaznych" oraz ,,Immu-
nologia zapalenia oSrodkowego uktadu
nerwowego", moze stac sie interesujgca
dla szeregu oséb zrzeszonych w PTBio-
chemicznym, tym bardziej, ze miesci
sie w granicach dyscyplin uprawianych
przez nie zawodowo. Informacje i zgto-
szenia Tast minute': tel.: 085 7409 514,
faks: 085 7409 515, e-mail: neuroin@
amb.edu.pl. Wiecej w witrynie: www.
neuroin.amb.edu.pl.

WYDAWNICTWO UJ proponuje
studentom i lekarzom opracowanie
,Biostatyka" pod red. Andrzeja Stani-
sza. Rok wydania 2005. Koszt wysytki
4,99 z+. W witrynie Wydawnictwa moz-
na znalez¢ podreczniki, monografie i
cenne pozycje przyrodnicze i humani-
styczne (www.wuj.pl).

Teresa Wesotowska

KRAJOWA NAGRODA
NAUKOWA Z
ZAKRESU GENETYKI
ROSLIN IM. STEFANA
BARBACKIEGO 2005

Rada Naukowa Instytutu Genetyki
Roslin PAN w Poznaniu ustanowita
Krajowg Nagrode Naukowg z zakre-
su Genetyki Roslin im. Stefana Barba-
ckiego. Ideg nagrody jest wyrdznianie
mitodych naukowcow zajmujgcych sie
genetyka roslin i promowanie o0sigg-
nie¢ bedacych rezultatem badan pro-
wadzonych w warunkach krajowych
laboratoriéw. Nagroda przyznawana
jest od 1994 roku corocznie, przez Ka-
pitute Nagrody, za oryginalne prace
badawcze udokumentowane publika-

WSPOMNIENIE

Profesor Maciej Wiewiorowski (1918 - 2005) -
wspomnienie w pierwszg rocznice smierci

W dniu 30 marca 2005 roku odszedt
od nas Profesor dr Maciej Wiewiorow-
ski, wybitny uczony, uznany autorytet
w dziedzinie chemii, nauczyciel i wy-
chowawca wielu pokolen miodziezy
akademickiej.

Profesor  Maciej Wiewiorowski
urodzit sie 24 sierpnia 1918 roku w
Bagatelce koto Wrzesni, jako trzeci,
najmtodszy syn nadle$niczego Wita-
dystawa Wiewiorowskiego. Niestety
swego ojca nigdy nie poznat. Wiady-
staw Wiewidrowski, wspoétorganizator
i uczestnik Powstania Wielkopolskiego
zgingt w 1919 w walkach z Niemcami.
Trud opieki nad synami spoczat wiec
na jego zonie Emilii Wiewi6rowskiej z
domu Sredziniskiej.

Profesor Maciej Wiewidrowski od
najmtodszych lat zwigzany byt z Wiel-
kopolska, a szczeg6lnie z Poznaniem,
w ktérym zamieszkat po $mierci ojca.
W Poznaniu uczeszczat do szkotly
podstawowej oraz do Gimnazjum Hu-
manistycznego im. A. Mickiewicza.
Ukonczyt je wiosng 1936 roku, a je-
sienig podjat nauke na Uniwersytecie
Poznanskim. Poczatkowo studiowat
na Wydziale Rolno-Le$nym, jednak
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po roku przeni6st sie na Wydziat Ma-
tematyczno-Przyrodniczy. Dopiero co
rozpoczete studia przerwata Il Wojna
Swiatowa.

Wojenne losy Profesora Wiewidro-
wskiego byly niezwykle burzliwe.
Jako ochotnik wziagt udziat w Kampa-
nii Wrzesniowej. 19 wrzesnia pod Iltzg
dostat sie do niewoli niemieckiej, z
ktérej uciekt juz nastepnego dnia. Po-
wrécit do domu, do Poznania. Widzac
prze$ladowania, jakim poddawani byli
uczestnicy Powstania Wielkopolskiego
i ich rodziny, zdecydowat sie uciec do
Generalnej Guberni.

Poczatkowo przebywat na terenie
Czestochowy, Wachocka i Skarzyska,
gdzie jako cztonek Armii Krajowej brat
udziat w pracy konspiracyjnej. 21 lute-
go 1941 roku zostat aresztowany pod
zarzutem sabotazu. Po dwoch latach
udato mu sie wydostaé z wiezienia,
kontynuowat wiec dziatalno$¢ pod-
ziemng. Ukonczyt konspiracyjng szko-
te podchorazych ijuz po krotkim cza-
sie petnit obowigzki oficera tgcznosci
przy miejskim sztabie AK. Od marca
1944 Scigany przez wiladze okupacyj-
ne, ukrywat sie w Czestochowie, Bosni,

cjg w okresie ostatnich trzech lat, ktére
dotychczas nie byty nagradzane.

W roku 2005 Kapituta przyznata na-
grode Il stopnia dr inz. EWIE GRZE-
BELUS (Katedra Genetyki, Hodowli i
Nasiennictwa Akademii Rolniczej im.
H. KoHataja w Krakowie), za ,,Bada-
nia nad podwajaniem genomu cebuli
w kulturach In vitro gynogenicznych
zarodkow"'.

Sponsorami funduszu nagrod byli:
Poznanska Hodowla Roslin Tulce,
»Spojnia” Hodowla i Nasiennictwo
Ogrodnicze Nochowo, Hodowla Roslin
,Danko" Sp. z o0.0., Hodowla Roélin
Szelejewo Sp. Rolniczych Rolniczych,
0.,Hodowla Roslin Rolniczych ,,Nasio-
na Kobierzyc", Kobierzyce,

Krakowie, nastepnie zostat skierowany
do oddziatu partyzanckiego ,,Wilk",
ktory aktywnie dziatat na potudniu
Polski gtownie na terenie powiatow
Nowy Targ, Nowy Sacz i Limanowa. W
wyniku potgczenia oddziatow ,,Wilk" i
,Swierk" w lipcu 1944 powstata | Kom-
pania Strzelcow Podhalanskich AK, w
ktérej kapral podchorgzy Maciej Wie-
wiorowski petnit funkcje dowodcy
druzyny, a nastepnie dowoddcy plu-
tonu. Wraz ze swoim oddziatem brat
udziat w licznych akcjach, do najwaz-
niejszych zaliczy¢ mozna: zamach na
Sikore w Jazowsku, zasadzke na szosie
do Szlachtowej od strony Szczawnicy,
rozbrojenie posterunku Grenzschutzu
w Kamienicy, zasadzke na konwoje
niemieckie na drodze Kroscienko-Czor-
sztyn, a nastepnego dnia na szosie koto
Tylmanowej, opanowanie stacji kole-
jowej w Kasinie Wielkiej, zasadzke na
Niemcoéw na stokach topienia, zasadz-
ke na konwdj Niemiecki na mosScie w
Kamienicy, wyprawe po bron i umun-
durowanie na Stowacje do Les$nicy, pro-
be rozbrojenia posterunku zandarmerii
w Czarnym Dunajcu i opanowanie
stacji kolejowej w Lasku koto Nowego
Targu, bitwe w Ochotnicy - odsiecz dla
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batalionu ,,Lamparta”, bitwe z batalio-
nem Wehrmachtu o tartak (przy szosie
ze Szczawy do Rzek), w ktorym zma-
gazynowane byty kontenery zrzutowe
Z bronia.

Po zakonczeniu dziatah wojennych
Maciej Wiewiérowski powrécit do Po-
znania i kontynuowat studia. W 1946
roku uzyskat stopien magistra, a w
1950 doktora filozofii w zakresie che-
mii, za prace dotyczgca chemicznych
przeksztatcen kodeiny, wykonang pod
kierunkiem prof. Jerzego Suszki. W
latach 1946-1959 pracowat w Wyzszej
Szkole Ekonomicznej w Poznaniu, w
ktérej nie tylko nauczat i prowadzit
badania, lecz rowniez organizowat od
podstaw nowe pracownie chemiczne.
W uznaniu szczeg6lnych zastug poto-
zonych dla rozwoju tej uczelni, w 1986
roku zostat On uhonorowany tytutem
doktora honoris causa Akademii Ekono-
micznej.

Jeszcze jako pracownik Akademii
Ekonomicznej Profesor Maciej Wie-
wiorowski odbyt swéj pierwszy diugo-
terminowy staz naukowy na Uniwer-
sytecie Wiedeniskim. Na kolejne dwa
staze w National Research Council
of Canada wyjechat juz jako profesor
Uniwersytetu im. Adama Mickiewi-
cza. Na UAM zatrudniony zostat w
1959 roku, poczatkowo na stanowisku
profesora nadzwyczajnego, a od 1969
roku profesora zwyczajnego. Zdobyta
w zagranicznych laboratoriach wiedze
Profesor szeroko propagowat i popu-
laryzowat w kraju. Byt pionierem roz-
woju nowoczesnej chemii organicznej i
bioorganicznej, opartej na najnowszych
technikach spektroskopowych i chro-
matograficznych. Nawigzane przez
Profesora miedzynarodowe kontak-
ty naukowe zaowocowaty w krotkim
czasie licznymi wyjazdami mtodszych
pracownikéow naukowych do najlep-
szych europejskich, amerykanskich
i japonskich oS$rodkéw badawczych.
Réwnoczes$nie na zaproszenie Profeso-
ra, poznanskie uczelnie i instytuty od-
wiedzane byly przez wielu wybitnych
uczonych z catego Swiata.

W roku 1969 Profesor Wiewiorowski
zostal powotany na stanowisko Kie-
rownika Zaktadu Stereochemii. W tym
samym roku z Jego inicjatywy Zesp6t
Katedr Chemii na Wydziale Matema-
tyki, Fizyki i Chemii UAM, ulegt prze-
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ksztatceniu w Instytut Chemii (zalgzek
przysztego Wydziatu Chemii), ktérego
pierwszym dyrektorem zostat Profesor
Maciej Wiewiorowski. W latach 1968-
1972 sprawowat On funkcje prorektora
ds. nauki Uniwersytetu im. Adama Mi-
ckiewicza w Poznaniu.

Od roku 1955 Profesor podjat dodat-
kowo prace w Polskiej Akademii Nauk.
W 1965 roku zostat cztonkiem Kkore-
spondentem, a w 1977 r cztonkiem rze-
czywistym PAN. Poczatkowo kierowat
laboratorium nalezacym do Instytutu
Genetyki Roslin PAN, nastepnie do In-
stytutu Biochemii i Biofizyki PAN, a od
1969 roku Zaktadem stanowigcym czesc
Instytutu Chemii Organicznej PAN. W
tym okresie Profesor Wiewidrowski
stworzyt w oparciu o miodych ludzi
pracujacych pod Jego kierownictwem w
Instytucie Chemii UAM iw Zakladzie
Stereochemii Produktéw Naturalnych
ICHO PAN nowy zesp6t badawczy zaj-
mujacg sie chemig i biochemiag kwaséw
nukleinowych. W 1974 nowopowstata
grupa przeniesiona zostaje z uniwer-
sytetu do zupetnie nieprzygotowanych
do badann chemicznych budynkdéw
usytuowanych w Poznaniu przy ulicy
Noskowskiego. W ten oto spos6b stwo-
rzony zostat zalgzek samodzielnego
Zaktadu przeksztatconego nastepnie w
roku 1988 w Instytut Chemii Bioorga-
nicznej PAN. Jego pierwszym dyrekto-
rem zostat Profesor M. Wiewidrowski
- petnit te funkcje do czasu przejscia na
emeryture.

Obok pracy badawczej Profesor
Wiewidrowski angazowat sie takze w
dziatania organizacyjne na rzecz catego
srodowiska naukowego. Piastowat sze-
reg zaszczytnych funkcji np.: w latach
1969-1983 byt cztonkiem Prezydium
PAN, a pod koniec tego okresu (1981-
1983) Wiceprezesem PAN, w latach
1972-1980 Sekretarzem Naukowym
Oddziatu Poznanskiego PAN, w latach
1985-1988 Prezesem Zarzgdu Gtdwnego
Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
pomiedzy 1973 a 1979 Przewodnicza-
cym Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej
Kadr Naukowych.

Osiggniecia Profesora w pracy ba-
dawczej, jak i organizacyjnej zostaty
uhonorowane wieloma nagrodami i
odznaczeniami. Jednak najbardziej
oczywistym i widocznym dowodem
Jego dokonan jest stworzona szkota. O

Profesor Maciej Wiewiérowski

jej sile $wiadczg: dziesigtki magistrow,
ktorzy ukonczyli studia pod opieka
naukowg Profesora Wiewidrowskiego,
trzydziestu o$miu wypromowanych
doktoréw, z ktérych wiekszo$¢ uzy-
skata juz tytuty profesorskie, ponad
dwiescie opublikowanych rozpraw na-
ukowych, wyksztatcenie wysoko wy-
specjalizowanej kadry, ktéra w ramach
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
podjeta nowg w naszym kraju tematyke
badawcza dotyczacg chemii, biochemii
i biologii kwasoéw rybonukleinowych.

Profesor Maciej Wiewi6rowski to
posta¢ wielkiego uczonego, $wiatowej
stawy chemika, ktéremu dane byto zy¢é
i dziataé w trudnych czasach niosgcych
pietno dwoch zbrodniczych totalitary-
zmow: faszystowskiego i komunistycz-
nego. Byt On jednym z ludzi, ktérzy
zadecydowali o ksztatcie nauki polskiej
w drugiej potowie XX wieku, jednym
z tych, ktérzy umozliwili jej rozwdj i
kontakt z wolnym $wiatem. Prowadzo-
ne przez Profesora badania wyro6zniaty
sie nadzwyczajng odwagg, wytrwatos-
cig i systematycznoscig. Wymagajac od
siebie bardzo wiele, oczekiwat od swo-
ich wspotpracownikéw, by podazali
za Nim jedynie z checi uczestnictwa
w pasjonujacych badaniach. W zamian
stwarzat im szanse osiggniecia wyma-
rzonych celéow i sprawdzenia swoich
mozliwosci. Profesor Wiewidrowski
byt nie tylko wielkim naukowcem, wi-
zjonerem, lecz takze petnym humoru
i zyczliwos$ci cztowiekiem. Takim tez
pozostanie na zawsze w mojej pamieci.

Marek Figlerowicz

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan
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STRESZCZENIE

ripeptydylo-peptydaza I (TPP I) jest kwasng peptydaza lizosomalng odcinajaca tripepty-

dy zwolnego N-konca oligopeptydéw. U cztowieka TPP | stanowi integralng czes¢ lizo-
somalnego aparatu proteolitycznego, w sktad ktérego wchodzi szereg enzymoéw hydrolitycz-
nych, gtéwnie proteaz cysteinowych (katepsyna B, C, H, K, L i inne) ale takze serynowych
(katepsyna A) i aspartylowych (katepsyna D). Potaczenie aktywnosci endo- i egzopeptyda-
zowej tych enzymdéw pozwala na wydajne trawienie réznorodnych biatek transportowanych
do lizosoméw, uwalniajac wolne aminokwasy i dipeptydy, ktére sa nastepnie ponownie
transportowane do cytoplazmy i powtdrnie zuzywane w procesach metabolicznych, takich
jak np. synteza biatek. O duzym znaczeniu TPP | dla prawidtowego funkcjonowania lizoso-
moéw cztowieka Swiadczy powigzanie tego enzymu z jedng z form grupy genetycznie uwa-
runkowanych postepujacych schorzen neurodegeneracyjnych u dzieci - ceroidolipofuscynoz
neuronalnych. Celem tego artykutu jest omdwienie wynikéw ostatnich badan wtasnych nad
biologig i patologig biatka TPP I. Omoéwienie to jest poprzedzone krotka charakterystyka
ceroidolipofuscynoz neuronalnych, ze szczeg6lnym uwzglednieniem formy CLN2 powodo-
wanej mutacjami w genie kodujacym TPP I.

WPROWADZENIE - CHOROBY SPICHRZENIOWE

Lizosomy komérek ssakow to obtoniony, kwasny przedziat wewngtrzkomor-
kowy, o nie do konca wyjasnionej biogenezie, ktérego jedng z podstawowych
funkcji jest degradacja makroczgsteczek pochodzenia zar6wno wewnatrz- jak
i zewnatrzkomérkowego. W degradacji tej posredniczy ok. 50-60 rozpuszczal-
nych hydrolaz [1], Mutacje tych enzyméw prowadzg do réznorodnych lizoso-
malnych chordb spichrzeniowych, gdzie zazwyczaj gtbwnym materiatem spich-
rzanym jest bezposredni substrat danego enzymu, ale tez gromadzi sie wiele
innych, pozornie nie zwigzanych, metabolitow. W pozostatych lizosomalnych
chorobach spichrzeniowych mutacje dotyczg biatkowych kofaktorow enzy-
moéw, biatek zwigzanych z biosynteza i transportem wewngtrzkomorkowym
enzymow lizosomalnych, jak tez biatek btonowych lizosoméw i innych prze-
dziatow komorkowych na szlaku sekrecyjnym (siateczki srodplazmatycznej czy
aparatu Golgiego) o jeszcze niejasnej funkcji. Obecnie rozrdznia sie ponad 40
lizosomalnych choréb spichrzeniowych. Spichrzany materiat ma zazwyczaj spe-
cyficzng morfologie i mikroskopia elektronowa tkanki biopsyjnej jest zazwyczaj
jednym z waznych kryteriow diagnostycznych tych choréb. Inkluzje te moga
albo wystepowac¢ wytacznie w tkankach obwodowych (a nawet tylko w jednym
typie komorek) lub tez gromadzenie moze by¢ uog6lnione i obejmowac réwniez
osrodkowy uktad nerwowy (OUN). Stad tez wynika cata gama objawéw Kli-
nicznych w chorobach spichrzeniowych, od obwodowych do neurologicznych.
Najczestszg grupe neurodegeneracyjnych choréb spichrzeniowych wieku dzie-
ciecego i zarazem najbardziej agresywng w przebiegu stanowig ceroidolipofu-
scynozy neuronalne (CLN).

CEROIDOLIPOFUSCYNOZY NEURONALNE

Ceroidolipofuscynozy neuronalne sg chorobami wrodzonymi, dziedziczo-
nymi autosomalnie recesywnie z wyjatkiem rzadkiej postaci wieku dojrzatego,
dziedziczonej w sposob autosomalny dominujacy. Termin ,,ceroidolipofuscyno-
zy neuronalne"” podkres$la dwie wazne cechy tych schorzen: dominujace zajecie
osrodkowego uktadu nerwowego oraz histochemiczne witasciwosci lizosomal-
nego materiatu spichrzeniowego przypominajgce zaréwno lipofuscyne, czyli
tzw. pigment starczy jak tez ceroid, czyli materiat gromadzacy sie miedzy inny-
mi w przebiegu marskosci watroby [2].

Obecnie obowigzujgca, genetyczna klasyfikacja obejmuje osiem postaci ce-

roidolipofuscynoz neuronalnych (CLN1-CLN8). W szesciu postaciach (CLN1,
CLN2, CLN3, CLN5, CLN6 i CLN8) czynnik genetyczny zostat juz poznany.
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Geny odpowiedzialne za te postaci kodujg rozpuszczalne
biatka lizosomalne (CLN1, CLN2, CLN5), biatko btony li-
zosomaitnej (CLN3) oraz biatka siateczki srodplazmatycznej
(CLN6, CLN8). Pomimo tak znacznej heterogennos$ci ge-
netycznej i przypuszczalnie réwniez réznej funkcji biatek
kodowanych przez geny CLN, poszczeg6lne postaci CLN
facza istotne cechy wspolne. Wszystkie postaci CLN majg
podobny obraz kliniczny z postepujacym otepieniem, po-
stepujagcymi zaburzeniami widzenia (z wyjatkiem postaci
CLN4), padaczka, zaburzeniami ruchowymi i zespotem
moézdzkowym [3]. Materiat spichrzeniowy gromadzacy
sie w lizosomach we wszystkich formach CLN wykazuje
autofluorescencje w Swietle UV, jest PAS-dodatni, barwi
sie Sudanem czarnym B oraz btekitem Luxolu oraz zawie-
ra lipidy, w tym pochodne dolicholi [4], zwiazki cukrowe,
metale i biatka (podjednostke ¢ mitochondrialnej ATP-azy
i/lub sapozyny A i D) [5,6]. Ceroidolipopigment gromadzi
sie w wielu tkankach i narzadach, ale postepujgce uszko-
dzenia strukturalne wystepuja tylko w o$rodkowym ukta-
dzie nerwowym. W obrazach z mikroskopii elektronowej
mozna spotkac nie tylko jednorodne inkluzje lizosomalne
o0 typie ziarnistych ztogow osmofilnych, ciat skretolinijnych
(Rys. 1A), typu linii papilarnych czy ciat prostolinijnych, ale
réwniez inkluzje mieszane [3,7,8].

KLASYCZNA POZNONIEMOWLECA
POSTAC CLN (CLN2)

Mutacje w genie kodujgcym TPP | (cIn2) sa odpowie-
dzialne za klasyczng péznoniemowlecg posta¢c CLN (CLN2,
choroba Jansky'ego-Bielschowsky'ego). CLN2 jest jedng z
czestszych postaci CLN i najczestszag w polskiej populacji
[9], Czestotliwo$¢ wystepowania wynosi okoto 0,46 na 100
000 zywych urodzen. Schorzenie rozpoczyna sie w 2-4 roku
zycia od trudno poddajacych sie leczeniu napadéw padacz-
kowych, hipotonii i ataksji mézdzkowej, do ktérych dotg-
cza sie uposledzenie umystowe i postepujace zaburzenia
widzenia prowadzace do $lepoty, nastepnie spastycznos¢ i
zaburzenia potykania. Zgon nastepuje pod koniec pierwszej
1w drugiej dekadzie zycia. Rzadkie, mtodziencze przypadki
CLNZ2 ujawniajg sie okoto 6-8 roku zycia i majg tagodniejszy
przebieg kliniczny [10].

Anty-TPP |

Rysunek 1A. Biologia i patologia biatka TPP I. Liczne inkluzje skretolinijne wéréd
ziaren glikogenu w komérce wydzielniczej gruczotu potowego skéry pacjenta z
CLN2. Obraz z mikroskopii elektronowej. Powigkszenie ok. 53 000X.

CLN2 jest pierwsza lizosomalng chorobg spichrzenio-
wa, ktdrej etiologia zostata poznana poprzez porownawczg
analize biatek w_moézgach poSmiertnie pobieranych od oséb
chorych izdrowych (kontrola) przy uzyciu tgczonej techni-
ki proteomicznej i immunoblottingu z zastosowaniem zna-
kowanego radioaktywnie receptora mannozo-6-fosforanu
[11]. Biatko niezmiennie nieobecne w materiale uzyskanym
od chorych miato mase czgsteczkowg okoto 46 kDa. Biatko
to oczyszczono nastepnie przy pomocy chromatografii po-
winowactwa na kolumnie ze sprzezonym receptorem man-

Anty-LAMP |

Rysunek IB. Biologia i patologia biatka TPP I. Komé6rki CHO ze statg nadekspresjg TPP | cztowieka. Struktury pozytywnie wyznakowane na TPP I (kolor zielony, RAS
307) wykazuja podobng lokalizacje wewnatrzkomorkowa do biatka LAMP (z ang. lysosomal-associated membrane protein - biatko zwigzane z btong lizosomalng, czesto
uzywany marker lizosomalny) (kolor zielony, przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko biatku LAMP) na obrazie natozonym (kolor z6ty). Jadra komérkowe
wybarwione jodkiem propidyny. Obraz uzyskany w mikroskopie konfokalnym. Powigkszenie ok. 1000X.
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nozo-6-fosforanu i zsekwencjonowano. Gen odpowiedzial-
ny za CLN2 zostat zmapowany do chromosomu llpl5 [12].
Poczatkowo uwazano, ze biatko CLN2 jest nowym, dotych-
czas nieznanym biatkiem wykazujagcym znaczne podobien-
stwa w sekwencji aminokwasowej do grupy bakteryjnych
peptydaz karboksylowych niewrazliwych na hamowanie
pepstatyng A. Jednak po6zniejsza analiza baz danych wyka-
zaka, ze sekwencja aminokwasowa biatka CLN2 odpowiada
w istocie sekwencji tripeptydylo-peptydazy | [13]. Aktyw-
nos¢ tripeptydylo-peptydazowa opisano wiele lat wczesniej
w homogenatach ptata przedniego przysadki [14], cho¢ en-
zym udato sie oczysci¢ czesciowo [15,16] a nastepnie catko-
wicie [17,18] znacznie pOzniej.

TPPI jest peptydazg lizosomalng (Rys. IB) bioraca udziat
w proteolitycznym odcinaniu tripeptydéw z wolnych N-
koncow niskoczasteczkowych polipeptydéw [13,17,18]. Na-
turalne substraty TPP I nie sg jeszcze znane. Podjednostka
¢ mitochondrialnej ATP-azy stanowi okoto 85% biatkowego
sktadnika materiatu spichrzanego w OUN u chorych iistnie-
ja przestanki wskazujace, ze TPP | jest jednym z enzyméw
lizosomalnych uczestniczacych w degradacji tego biatka.
Gromadzenie podjednostki ¢ mitochondrialnej ATP-azy nie
jestjednak patognomoniczne dla CLN, poniewaz wystepuje
takze w innych chorobach spichrzeniowych, cho¢ w mniej-
szym nasileniu i gtdwnie w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym [18-20]. Drugi zidentyfikowany sktadnik biatkowy
spichrzanego materiatu w CLN2 stanowig sapozyny A i D,
gromadzone jednak w niewielkich ilosciach.

DYSTRYBUCJA TPP | U CZLOWIEKA

Obecnos$¢ materiatu w lizosomach w wielu typach ko-
morek i narzadéw u chorych sugerowata, ze TPP | jest en-
zymem powszechnie obecnym w tkankach cztowieka, cho¢
niezbednym do przezycia jedynie dla komdrek nerwowych
osrodkowego uktadu nerwowego. Dlatego tez wtasne bada-
nia TPP | rozpoczeto od analizy rozmieszczenia tego biatka
w tkankach i narzadach cztowieka ze zwrdceniem szczeg6l-
nej uwagi na osrodkowy uktad nerwowy, zaréwno podczas
procesu dojrzewania w warunkach prawidtowych jak tez w
dojrzatym w réznych stanach patologicznych.

Poniewaz przeciwciata przeciwko TPP I nie sg dostepne
komercyjnie, w badaniach postuzono sie wtasnymi przeciw-
ciatami monoklonalnymi oraz poliklonalnymi. Jako antygen
do immunizacji zwierzat postuzyt polipeptyd wyizolowany
z bakterii E. coli stransformowanych plazmidem pET22b ze
wstawka kodujaca sekwencje dojrzatego biatka TPP | czto-
wieka. Pomimo, ze sekwencja TPP I w tym konstrukcie byta
poprzedzona sekwencjg liderowag pelB, polipeptyd TPP I nie
byteksportowany do przestrzeni periplazmatycznej bakterii
ale trafiat do ciat inkluzyjnych. Zdenaturowane biatko TPP
| zostato oczyszczone z wyizolowanych ciat inkluzyjnych
dzieki kilkuetapowej procedurze wykorzystujgcej chroma-
tografie jonowymienng w obecno$ci mocznika, filtracje ze-
lowa ipreparatywng elektroforeze w zelach poliakryloami-
dowych w warunkach denaturujgcych.

Oczyszczona TPP | zostata uzyta do immunizacji kro-

likbw i myszy. W wyniku immunizacji uzyskano wysoce
swoiste przeciwciato poliklonalne (RAS307, ktére oczysz-
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czono na kolumnie immunopowinowactwa ze sprzezonym
antygenem) oraz przeciwciata monoklonalne (nadsgcza ho-
dowlane), sposrod ktorych klony 2E12 i 8C4 wykorzysty-
wano do dalszych badan.

Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze u doroste-
go cztowieka TPP | wystepuje w wielu typach komérek i
tkanek, cho¢ najmocniejsze znakowanie jest w komorkach
biorgcych udziat w produkcji hormonéw peptydowych i
neuropeptydéw [21]. W moézgu ptodowym, immunore-
aktywno$¢ TPP | pojawia sie najwcze$niej w komorkach
srodbtonka naczyh krwionos$nych, komdrkach nabtonko-
wych splotu naczyniéwkowego oraz komérkach wyscioiki.
Neuronalne barwienie TPP | pojawia sie p6zniej, okoto 22-
24 tygodnia zycia ptodowego, obejmujac stopniowo coraz
liczniejsze populacje komoérek nerwowych i osiggajac osta-
teczny obraz typowy dla mézgu dorostego okoto 2-ego r.z.,
zatem w wieku pojawiania sie pierwszych klinicznych ob-
jawow CLN2. Zwiekszona immunoreaktywno$¢ TPP | to-
warzyszyta r6znym chorobom neurodegeneracyjnym, lizo-
somalnym chorobom spichrzeniowym, procesowi starzenia
maézgu, stanom zapalnym i niektdrym, bardziej zréznico-
wanym typom nowotworéw. Analiza przy pomocy immu-
noblottingu wykazata okoto 2,5 raza wyzszy poziom TPP I
w mézgach osob starszych w stosunku do oséb mtodszych i
okoto 2-krotnie wyzszy poziom w mézgach zmartych z cho-
robg Alzheimera w stosunku do os6b zdrowych w poréw-
nywalnym wieku. Obserwacje te, tgcznie z powszechnym
wystepowaniem TPP | sugerowaty, ze TPP | nie jest enzy-
mem o okreslonej, waskiej specyficznosci substratowej ale
raczej enzymem wiaczonym w ogélny obrdt metaboliczny i
degradacje biatek. Wydaje sie zarazem, ze poziom TPP | w
komorce jest wynikiem funkcjonowania ré6znych mechani-
zmow regulacyjnych czego wyrazem jest zwiekszona ilos¢
TPP | zaobserwowana w wielu stanach patologicznych.

PODSTAWY MOLEKULARNE CLN2

Dotychczas opisano 53 r6zne mutacje chorobotworcze
w genie kodujagcym TPP I, spo$réd ktérych 28 ma charak-
ter zmiany sensu. Jednak najczestszymi, tzw. powszech-
nymi mutacjami, sg mutacja nonsensowna Arg208STOP
oraz mutacja miejsca sktadania transkryptéw IVS5-1G>C,
obecne w okoto 60% chromosomow CLN2 [22,23]. W celu
zbadania w jaki spos6b mutacje chorobotwércze wptywajg
na poziom, aktywnos$¢ i dystrybucje tkankowg biatka TPP |
uzyto metody immunohistochemicznej, immunoblottingu i
pomiaru aktywnos$ci enzymatycznej TPP I. Jak stwierdzo-
no, mutacje chorobotwdércze powodujg brak lub znaczacy
spadek aktywnosci enzymatycznej TPP | i w wiekszosci
przypadkéw (z wyjatkiem mutacji reszty aminokwasowej
w miejscu aktywnym Ser475), brak wykrywalnego biatka
przy uzyciu immunoblottingu lub immunohistochemii w
materiale od chorych, czy to w moézgach uzyskanych od
zmartych pacjentdw czy tez w limfocytach lub fibroblastach
od chorych [24], Jedynie w jednym przypadku spos$réd piet-
nastu przebadanych, we frakcji lizosomalnej hodowlanych
fibroblastéw uzyskanych od pacjenta o nietypowym, tagod-
niejszym przebiegu choroby, stwierdzono obecno$¢ TPP
I, cho¢ w bardzo matej ilosci oraz znikoma, ale mierzalng
aktywnos$é TPP I Interesujgcym jest, ze TPP | byta nieobec-
na przy uzyciu metod immunohistochemicznych i immu-
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noblottingu nie tylko u chorych z mutacjami prowadzacymi
do znacznego skrdcenia biatka (mutacje nonsensowne czy
sktadania transkryptu) ale takze z mutacjami zmiany sensu.
Obserwacje te sugerujg, ze mutacje typu zmiany sensu TPP
| prowadzg do zaburzern w fatldowaniu biatka ijego degra-
dacji w systemie ERAD (ang. endoplasmic reticulum-asssocia-
ted degradation). Cho¢ problem ten wymaga dalszych badan,
rodzi to nadzieje, ze w przysztosci mozliwe bedzie opra-
cowanie skutecznego leczenia, dla tej szczegdlnej grupy
chorych, opartego o poprawe fatdowania w siateczce $rod-
plazmatycznej przy pomocy tzw. farmakologicznych cha-
peronéw (niskoczgsteczkowych zwigzkéw chemicznych,
ktore podobnie do klasycznych chaperonéw, czyli biatek
opiekunczych, utatwiajg fatdowanie biatek). Brak wykry-
walnego TPP I przy uzyciu metody immunoblottingu zostat
opisany takze przez japonskich badaczy [25], Obserwacja ta
sktonita autoréw do zaproponowania zastosowania meto-
dy immunoblottingu do powszechnej diagnostyki chorych.
Nalezy jednak podkresli¢, ze przypadki analizowane przez
badaczy japonskich nie byly zweryfikowane pod wzgle-
dem genetycznym. Obserwacje wiasne wskazuja, ze przy-
najmniej jedna ze znanych obecnie mutacji, mutacja typu
zmiany sensu reszty aminokwasowej w miejscu aktywnym
Ser475, nie zaburza w sposob istotny biosyntezy i poziomu

aa 20-195: prosegment < - miejsce glikozylacji

A
aa 1-19: peptyd sygnatowy a5 196-563: dojrzaly enzym

Rysunek 2. Schemat struktury proenzymu TPP I z zaznaczonymi miejscami gli-
kozylacji

TPP I, ale prowadzi do wytworzenia nieaktywnego enzymu
[26], Znacznie zatem pewniejsza dla rutynowej diagnostyki
CLN2 jest metoda biochemiczna oparta na pomiarach ak-
tywnosci tripeptydylo-peptydazowej w hodowlanych fi-
broblastach lub limfocytach uzyskanych od chorych [27],

BIOSYNTEZA | DOJRZEWANIE
WEWNATRZKOMORKOWE TPP |

Podobnie jak wiele innych proteaz lizosomalnych, TPP |
jest syntetyzowana jako preproenzym. Preproenzym TPP |
zawiera 563 reszt aminokwasowych obejmujacych 19-ami-
nokwasowg sekwencje sygnatowa, 176-aminokwasowg N-
koncowa prodomene odcinang w trakcie dojrzewania oraz
dojrzaty enzym ztozony z 368 reszt aminokwasowych (Rys.

2) [11]. Nastepne badania jakie przeprowadzono miaty za-

tem na celu ocene biogenezy TPP Iw warunkach pozaustro-
jowej hodowli komoérkowej oraz analize mechanizmow
aktywacji proenzymu prowadzacych do wytworzenia doj-
rzatego, enzymatycznie aktywnego biatka w warunkach in
vitro. Badania te przeprowadzono postugujgc sie dwoma
systemami nadekspresji TPP I w komorkach jajnika chomi-
ka chinskiego (komorki CHO, ang. Chinese hamster ovary).
Pierwszy system obejmowat umiarkowang nadekspresje
TPP | cztowieka i byt wykorzystany do badan komérkowej
TPP | w warunkach pozaustrojowej hodowli komdrkowej.
System drugi, prowadzacy do uzyskania wysokiej nad-
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ekspresji biatka obejmowat podwojng selekcje genetycznie
zmodyfikowanych komoérek CHO; najpierw przy uzyciu an-
tybiotyku (hygromycyny) a nastepnie namnozenia/wzmoc-
nienia przy pomocy antymetabolitu - metotreksatu. Celem
uzycia tego systemu byto uzyskanie wysokiego poziomu
wydzielania proenzymu TPP | do nadsgczy hodowlanych
pozwalajacego na uzyskanie znacznych ilosci oczyszczone-
go biatka niezbednych do dalszych badan in vitro.

Badania biosyntezy wykazaty, ze TPP | cztowieka jest
poczatkowo syntetyzowana jako polipeptyd o masie -68 ki-
lodaltonéw (kDa), ktéry podlega proteolitycznemu cieciu z
wytworzeniem postaci przejSciowej o masie czgsteczkowej
okoto 50 kDa [26], W wyniku dziatania egzoglikozydaz, for-
ma ta jest nastepnie czesciowo deglikozylowana co prowa-
dzi do powstania dojrzatego enzymu o masie czasteczkowej
okoto 48 kD. Czas péttrwania proenzymu w komérkach
CHO wynosi okoto 2,3 godz, a dojrzatego enzymu okoto
20 godz. Czynniki, ktére zmieniaty pH wewngtrzkomaor-
kowych kwasnych organelli (jak monenzyna czy bafilomy-
cyna A) lub wptywaty na wewnatrzkomérkowy transport
pecherzykowy (jak brefeldyna czy bafilomycyna A), jak tez
hamowaty fuzje pomiedzy pdznymi endosomami a lizo-
somami (blok temperaturowy i 3-metyloadenina) réwniez
hamowaty dojrzewanie proenzymu TPP | w komorkach, co
wskazuje, ze proces dojrzewania TPP | ma miejsce w lizo-
somach.

GLIKOZYLACJA TPP |

Jedng z waznych modyfikacji posttranslacyjnych enzy-
moéw lizosomalnych jest glikozylacja typu N. Wszystkie
dotychczas opisane kwasne hydrolazy sq N-glikozylowane
i zawierajg od jednej do siedmiu reszt cukrowych typu N
[28,29]. Glikozydy typu N uczestnicza w procesach fatdowa-
nia glikoprotein w siateczce $rédplazmatycznej, zapewnia-
ja transport do lizosoméw wiekszosci kwasnych hydrolaz,
poprawiaja stabilnos¢ glikoprotein i moga wptywac na ich
aktywnos$¢ enzymatyczng [30], TPP | ma pie¢ potencjalnych
miejsc glikozylacji typu N w pozycjach Asn210,222,286,313
i 443 (Rys. 2). Zatem celem nastepnych badan byto wykaza-
nie, ktére z miejsc glikozylacji typu N sg wykorzystywane
przez TPP | oraz jaka role petnig poszczegdlne reszty cukro-
we typu N. Analiza TPP | przy zastosowaniu enzymow de-
glikozylujacych (endo H oraz PNGazy F) (Rys. 3) [26] i meta-
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Rysunek 3. Ograniczona deglikozylacja in vitro oczyszczonego proenzymu TPP
zydazy F (PNG-azy F) przez rézny okres czasu (w minutach, jak zaznaczono u
dotu btotu) i nastepnie analizowano przy pomocy immunoblottingu z uzyciem
przeciwciata monoklonalnego 8C4. Stopniowa deglikozylacja prowadzita do
tworzenia pro-TPP | o podwyzszonej ruchliwosci elektroforetycznej w zelu. Po-
ziomy kolejnych prazkéw zawierajacych kolejno od géry do dotu 5, 4, 3, 2, 1 i
0 dotgczonych N-glikozydéw zaznaczono po prawej stronie biotu. Przeciwciato
8C4 uzyskano w wyniku immunizacji myszy zdenaturowanym polipeptydem
odpowiadajacym dojrzatej formie TPP | cztowieka. Polipeptyd ten oczyszczono
z bakterii (tak wiec byt bez modyfikacji cukrowych) stransformowanych odpo-
wiednim wektorem kodujacym TPP | cztowieka. Fuzje iselekcje komérek hybry-
dowych myszy przeprowadzono przy uzyciu standardowych metod.
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boliczne znakowanie TPPI radioaktywnymi aminokwasami
w obecnosci tunikamycyny wykazaty, ze N-glikozydy do-
dajg ok. 10 kDa do korncowej masy enzymu, co sugerowato,
ze wszystkie pie¢ potencjalnych miejsc glikozylacji typu N
jest wykorzystywane przez TPP | w warunkach in vivo [26].
Poniewaz dojrzaty enzym byt czeSciowo oporny na dziata-
nie endo H to oznacza, ze cze$¢ N-glikozydéw w dojrzatym
biatku ma ztozony/hybrydowy charakter. W celu bardziej
szczeg6towego okresdlenia roli poszczegolnych reszt cukro-
wych typu N dla biologii TPP I, przygotowano szereg mu-
tantéw TPP I, w ktorych albo pojedynczo albo w kombinacji
zamieniono Asn w sekwencji Asn-Xaa-Ser/Tyr na Gin [31].
Usuniecie miejsca glikozylacji Asn286 powodowato znacz-
ne zaburzenia fatldowania TPP | w siateczce $rodplazma-
tycznej. Jednakze w przeciwienstwie do innych biatek, ktére
przy braku prawidtowego ufatdowania sg zatrzymywane
w siateczce sréddplazmatycznej, proenzym mutanta TPP |
Asn286GIn byt wydajnie wydzielany z komérek CHO do
nadsgczy hodowlanych. Wydzielany mutant tworzyt niena-
tywne, miedzytancuchowe mostki dwusiarczkowe i wyka-
zywat tylko minimalng aktywno$¢ enzymatyczna. Jedynie
znikoma cze$¢ proenzymu tego mutanta docierata do lizo-
somow, gdzie byta procesowana do dojrzatego biatka, ktére
wykazywato niskg stabilno$¢ termiczng i matg odpornos$¢
na inkubacje w neutralnym/alkalicznym pH. Glikozydy
typu N przytgczane do Asn210, Asn222, Asn313 i Asn443 w
niewielkim stopniu wptywaly na aktywnos$¢ enzymatyczng
i odpornos$¢ hiatka na denaturacje w wyzszym pH. Metabo-
liczne znakowanie radioaktywnym fosforem wykazato, ze
Asn210i Asn286 zawierajg ufosforylowane reszty mannozy,
co wskazywato, ze poprzez te reszty mannozowe nastepuje
wigzanie TPP I do receptorow mannozo 6-fosforanu i dalszy
transport biatka do lizosoméw. Badania te pozwolity wy-
kaza¢, ze TPP I jest jedyng sposrdd poznanych dotychczas
kwasnych hydrolaz, w ktorej ten sam cukier typu N (przy-
taczany do Asn286) jest krytyczny zaréwno dla fatdowania
biatka w siateczce $rédplazmatycznej jak i jego transportu
do lizosomdw, jak tez jedyng dotychczas zidentyfikowang
glikoproteing, ktdra jest obficie wydzielana przez komarki
ssakow w stanie nieufatdowanym.

MECHANIZM AUTOAKTYWACJI PROENZYMU TPP |

Badania aktywacji TPP | opublikowane wczes$niej wska-
zywaty, ze in vitro proces dojrzewania TPP | zachodzi dzie-
ki mechanizmowi autoaktywacji w kwasnym pH [32], Pro-
ces autoaktywacji polega na autokatalitycznym odcinaniu
prosegmentu od proenzymu oraz uzyskiwaniu aktywno-
§ci przez uwolniony dojrzaty enzym. Wstepne obserwacje
wiasne wykazaty jednak, ze proenzym TPP |z mutacjg resz-
ty aminokwasowej Ser475 w miejscu aktywnym prawidto-
wo dojrzewa wewnatrzkomoérkowo a inhibitory proteaz
serynowych (jak AEBSF) hamuja dojrzewanie TPP | typu
dzikiego w warunkach pozaustrojowej hodowli komar-
kowej [26]. Sugerowato to, ze w warunkach in vivo moze
zachodzi¢ nie tylko autoaktywacja TPP | ale takze transak-
tywacja TPP | przy udziale innej serynowej proteazy. Do
blizszej charakteryzacji tego zjawiska uzyto oczyszczonego
proenzymu TPP | cztowieka. Przeprowadzone badania wy-
kazaty, ze autodojrzewanie proenzymu TPP I, cho¢ zalez-
ne od typu uzytego buforu, zachodzi w szerszym zakresie
pH (pH 2-6) niz uzyskiwanie przez to biatko aktywnosci
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enzymatycznej (pH 3,6-4,2) [33]. N-kofAcowe sekwencjono-
wanie przy pomocy degradacji Edmana [34] ujawnito, ze
nieaktywny polipeptyd powstajgcy podczas autoaktywa-
cji w wyzszym pH posiada dodatkowe, nieusuniete reszty
aminokwasowe na N-koncu (odpowiednio 6 i 14 dodatko-
wych aminokwasoéw), co moze ttumaczy¢ stwierdzany brak
aktywnosci enzymatycznej. Jak wykazano przy pomocy
spektroskopii dichroizmu kotowego, dojrzewanie TPP I w
warunkach in vitro nie jest zwigzane z istotnymi zmianami
w strukturze drugorzedowej biatka. Zaréwno aktywacja jak
i proteolityczne dojrzewanie proenzymu byty niezalezne
od jego stezenia. Ponadto, dodanie dojrzatego, aktywnego
enzymu do proenzymu w mieszaninie reakcyjnej nie wpty-
wato na szybkos$¢ reakcji dojrzewania proenzymu. Réwniez
obecnos$¢ glicerolu, ktéry zwiekszajgc gestos¢ (lepkosé) roz-
tworu powienien zwalnia¢ reakcje miedzyczasteczkowe,
nie miata wptywu na szybko$¢ reakcji dojrzewania proen-
zymu. Co wiecej, dojrzaty aktywny enzym nie byt w stanie
stworzy¢ enzymu TPP | z proenzymu ze zmutowang resztg
aminokwasowg (Ser475Leu) w miejscu aktywnym. Wyniki
tych doSwiadczehn wykazaty, ze dojrzewanie proenzymu
TPP | w warunkach in vitro przebiega wewnatrzczgstecz-
kowo (jednoczasteczkowo) i sugerowaty jednocze$nie, ze w
warunkach in vivo dojrzate biatko nie uczestniczy w dojrze-
waniu proenzymu TPP L.

ROLA GLIKOZAMINOGLIKANOW W DOJRZEWANIU
PROENZYMU TPP I'IN VITRO I'IN VIVO

Nieskuteczna autoaktywacja oczyszczonego proenzymu
TPP | w pH powyzej 4,6 z tworzeniem nieaktywnego en-
zymu zaobserwowana w do$wiadczeniach in vitro sugero-
wata, ze lizosomalne pH wynoszace okoto 4,5-5,5 jest zbyt
wysokie aby dojrzaly, aktywny enzym mogt powstawaé
w drodze autoaktywacji w warunkach in vivo. Dlatego tez
doswiadczenia jakie zaplanowano nastepnie miaty na celu
wyjasnienie czy ijakie inne czynniki moga utatwiac dojrze-
wanie proenzymu TPP | zaré6wno w warunkach in vivo jak
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Rysunek 4. Wptyw heparyny i siarczanu dekstranu na aktywno$¢ TPP | jako
funkcja pH. TPP | w stezeniu 10 nM preinkubowano z heparyng i siarczanem
dekstranu o stezeniu 12.5 gg/ml przez 20 min a nastepnie aktywno$¢ TPP |
(przedstawiong jako % kontroli) mierzono w przedziale pH 3,5 - 6,0, przez in-
kubacje z tripeptydylowym substratem (Ala-Ala-Phe-AMC) w stezeniu 100 gM,
w buforze octanowym w temperaturze 37°C w objeto$ci 100 gl na 96-dotkowych
ptytkach do mikrotestéw. Po 10 minutach inkubacji reakcje zatrzymywano przez
dodanie 50 gl 1 M buforu Tris, o pH 9,0 i 50 gl 10% roztworu SDS, po czym
ilos¢ uwolnionej amidometylokumaryny (AMC) mierzono fluorymetrycznie w
aparacie Genios firmy Tecan przy dtugosci fali Swiatta wzbudzajgcego 360 nm i
dtugodci fali Swiatta emitowanego 450 nm, jak opisano wczeéniej [33, 37].
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i invitro. W dostepnym piSmiennictwie istniejg obserwacje
wskazujace, ze zardwno zwiekszona sita jonowa buforu
jak tez glikozaminoglikany (GAG) moga w sposdb znaczg-
cy wpltywaé na procesy autoaktywacji niektdrych sposrod
dotychczas przebadanych proteaz lizosomalnych [35,36].
Przeprowadzone badania wykazaty, ze wysoka sita jonowa
buforu zwieksza wydajnos¢ a obecnos¢ GAG zwieksza wy-
dajnosc¢ i szybkos¢ aktywacji proenzymu TPPI, przyspiesza
degradacje uwolnionych fragmentéw prosegmentu i prze-
suwa zakres wydajnej aktywacji w strone mniej kwasnego
pH, nawet do pH 6,0 [37]. Chociaz zwiekszona sita jonowa
buforu i obecno$é GAG réwniez hamowaty aktywnos$¢ TPP
I w warunkach in vitro (Rys. 4), a GAG réwniez w warun-
kach in vivo, to znaczenie fizjologiczne tego zjawiska jest
raczej ograniczone biorgc pod uwage, ze w normalnych wa-
runkach jedynie nieznaczna aktywno$¢ danej kwasnej hy-
drolazy jest niezbedna dla utrzymania prawidtowej funkcji
lizosoméw. Wigzanie TPP | do GAG zwigkszato réwniez
stabilno$¢ termiczng i odpornos$¢ enzymu na denaturacje w
alkalicznym pH zaréwno w warunkach in vitro jak tez in
vivo. Wigzanie TPP | do GAG byto bardzo zalezne od pH
buforu co sugeruje oddziatywanie TPP | z GAG poprzez
histydyny, a nie lizyny czy argininy. Wyniki badan przed-
stawione powyzej sugerujg zatem, ze TPP | ma zdolnos¢
do korzystania in vivo z dwéch mechanizmdw aktywacji:
zaréwno typu cis (wewnatrzczasteczkowo) jak i typu trans,
poprzez inng proteaze. Biorgc pod uwage, ze enzym ten jest
wiaczony w wazne biologiczne procesy komérkowe i jego
deficyt prowadzi do uogdlnionego, masywnego spichrza-
nia lizosomalnego i ciezkich zmian zwyrodnieniowych w
OUN, mozliwo$¢ korzystania z obu drég aktywacji zabez-
piecza¢ moze dostepno$¢ TPP | w stanach podwyzszone-
go zapotrzebowania na aktywny enzym lub w warunkach
uniemozliwiajgcych uruchomienie szlaku alternatywnego.
Dotychczas uwazano, ze TPP I moze funkcjonowac jedynie
w kwasnym s$rodowisku lizosomdéw, poniewaz jest szybko
degradowana w $rodowisku neutralnym, zatem takim jakie
panuje w przestrzeni zewnatrzkomdrkowej. Wyniki badan
przedstawione powyzej pokazuja, ze w okreslonych warun-
kach (jak odpowiednie stezenie GAG) TPP | moze réwniez
by¢ wigczona w procesy biologiczne zachodzace w prze-
strzeni zewnatrzkomorkowej.

TPP 1 JAKO SEDOLIZYNA

TPP | wykazuje znaczne podobieristwa w sekwencji
aminokwasowej do grupy bakteryjnych peptydaz Kkar-
boksylowych niewrazliwych na hamowanie pepstatyng
A [11], tzw. proteaz serynowo-karboksylowych [proteazy
te zostaly nazwane ostatnio sedolizynami ze wzgledu na
obecnos¢ seryny (S), glutaminianu (E) i asparaginianu (D)
w tréjce katalitycznej (S53 zgodnie z klasyfikacja MERO-
PS)} [38-40]. Wczesniejsze badania sugerowaty jednak, ze
TPP | jest proteaza serynowaq [17], cho¢ nietypowa biorac
pod uwage, ze niektére z inhibitoréw specyficznych dla
proteaz serynowych nie hamowaty aktywnosci TPP I lub
wykazywaty hamowanie dopiero w relatywnie wysokim
stezeniu [16,18,32,41,42]. Wiekszo$¢ proteaz serynowych
ma trojke katalityczng ztozong z seryny, histydyny i kwasu
asparaginowego [43], Poniewaz dietylopiroweglan (DEPC),
specyficznie modyfikujacy reszty histydyny, zgodnie z nie-
ktorymi wynikami badan hamowat az do 75% aktywnosci

Postepy Biochemii 52 (1) 2006

TPP | [17,18], zaproponowano, ze w miejscu aktywnym en-
zymu oprécz seryny moze znajdowac sie takze histydyna.
Opublikowane niedawno wyniki badan sugerowaty jed-
nak, ze obok zasadniczego aminokwasu miejsca aktywnego
Ser475, w miejscu aktywnym TPP | znajdujg sie dwa aspa-
raginiany (Asp360 i Asp517) [32], Wobec tych sprzecznych
i niepetnych danych na temat aminokwaséw istotnych dla
aktywnosci enzymatycznej TPP |, podjeto prdébe blizszej
charakterystyki miejsca aktywnego TPP | przy pomocy
metody mutagenezy punktowej i ekspresji mutantéw TPP
I w komorkach ssaczych [44], Mutacje punktowe obejmo-
waty aminokwasy odpowiadajgce $cis$le konserwowanym
aminokwasom waznym dla aktywnos$ci bakteryjnych se-
dolizyn uzyskujac nastepujgce mutanty TPP I: Glu272Ala,
Asp276Ala, Asp360Ala, Asp327Ala, Serd75Leu i Asp517Ala.
Ponadto jako kontroli oceny fatdowania dla wyzej wymie-
nionych mutantéw uzyto mutanta TPP | Ser477Phe, ktory
teoretycznie miat matg szanse na poprawne fatdowanie w
warunkach in vivo. Ekspresja mutantow w komérkach CHO
pozwolita stwierdzi¢, ze wiekszo$¢ badanych mutantow
wykazywata proteolityczne dojrzewanie podobne do TPP
| typu dzikiego, z dominujaca formg dojrzatego biatka o
masie 48 kDa i lizosomalng lokalizacje, co sugerowato, ze
wprowadzone mutacje nie wptywaty na wewnatrzkomor-
kowe fatdowanie TPP I. Wyjatkiem byty mutanty Ser477Phe
i Asp517Ala, ktore wystepowaty gtéwnie w postaci proen-
zymu i zlokalizowane byty w siateczce srédplazmatycznej.
Obserwacja ta wskazuje jednoczes$nie, ze wczesniej ziden-
tyfikowany asparaginian w pozycji 517 jest istotny dla fat-
dowania/stabilnosci ale nie dla aktywno$ci TPP I. Zaden
ze zbadanych mutantéw TPP | z wyjatkiem Asp327Ala nie
byt zdolny do autoaktywacji w warunkach in vitro, co suge-
rowato, ze Glu272, Asp276, Asp360 i Serd75 sg istotne dla
aktywacji i aktywnosci TPP I. W celu wyznaczenia kinetycz-
nych parametrow TPP |, dojrzate biatko TPP I typu dzikiego
i mutantdw Glu272Ala, Asp276Ala, Asp360Ala, Asp327Ala
i Ser475Leu oczyszczono z lizatéw komdrkowych i wyzna-
czono dla nich Kmi k& uzywajgc Ala-Ala-Phe-AMC jako
substratu. Analiza kinetyczna wykazata, ze badane mu-
tanty mialy znikoma aktywnos$¢ enzymatyczna, choc ich
powinowactwo do substratu (KJ nie byto w sposob istotny
zmienione, z wyjatkiem mutanta Asp327Ala (zmniejszenie
powinowactwa do substratu o okoto 60%). Uzyskane wy-

100

—0—TPP |
-4=-+ CaCl, (10 mM)
%+ EGTA (10 mM)

Aktywno$¢ TPP |
[lednostki arbitralne]
(42
g

N

(4.}

o
1

"

.
50 60
czas w buforze pH 3,5 i 50°C [min]

o
o
—
o
N
o
w
o
H
o

Rysunek 5. Obecno$¢ jonéw wapnia nie wptywa na stabilno$¢ termiczng TPP
I. TPP | inkubowano w temperaturze 50°C w buforze octanowym, pH 3,5 i we
wskazanych odstepach czasu pozostajagcag w probkach aktywno$¢ TPP I (przed-
stawiong w jednostkach arbitralnych) mierzono fluorymetrycznie w pH 5,0, jak
opisano wyzej.

21



niki pozwalajg zatem stwierdzi¢, ze poza wczeéniej ziden-
tyfikowanymi resztami aminokwasowymi Ser475 i Asp360,
rowniez Glu272, Asp276 i Asp327 sg istotne dla katalitycz-
nej aktywnosci TPP I. Cho¢ rola poszczegdlnych zidenty-
fikowanych aminokwasow dla aktywnos$ci enzymatycznej
TPP I wymaga dalszych badan, udziat seryny, glutaminia-
nu iasparaginianu w reakcji katalitycznej TPP | upowaznia
do zaliczenia TPP | do rodziny sedolizyn jako pierwszego
ssaczego przedstawiciela tej grupy proteaz.

Chociaz bakteryjne sedolizyny zawierajg jony wap-
nia [38,40] to rola wapnia dla funkcji TPP I nie jest jasna.
Dla zbadania czy wapn moze stabilizowa¢ strukture TPP
I, enzym denaturowano w temp. 50°C w obecnosci jonoéw
wapnia i EGTA. Jak stwierdzono ani wapn ani EGTA nie
wptywaty znaczgco na stabilno$¢ termiczng TPP | (Rys. 5),
€O sugeruje, ze jony wapnia nie biorg udziatu w budowie
czasteczki TPP I. Wiele aspektow biologii biatka TPP I wcigz
pozostaje do zbadania. Znajomos$¢ struktury krystalicznej
pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmu reakcji katali-
zowanej przez TPP ljak tez strukturalnych podstaw mutacji
chorobotworczych. Z powodu bogatej i heterogennej gli-
kozylacji krystalizacja biatka TPP | nastrecza jednakze spo-
ro probleméw. Niejasny jest tez patomechanizm choroby
CLN2; powo6d gromadzenia sie podjednostki ¢ mitochon-
drialnej ATP-azy, rola materiatu spichrzanego i selektywna
degeneracja komorek nerwowych OUN pomimo obecnosci
materiatu spichrzanego w wielu typach komdrek. Niezwy-
kle pomocnym narzedziem do tych badan moze sie okazaé
mysi model choroby CLN2. Ot6z catkiem niedawno, po
wielu latach niepowodzen, udato sie uzyska¢ szczep mysi z
wytgczonym genem kodujacym TPP | [45], Myszy te rodzg
sie normalne i sg ptodne pomimo braku wykrywalnej ak-
tywnosci TPP I. Okoto 7 tygodnia pojawiajg sie pogtebiajace
sie deficyty neurologiczne prowadzace do przedwczesnej
$mierci. ROwniez zmiany neuropatologiczne, w tym neuro-
degeneracja i obecnos¢ inkluzji lizosomalnych sg podobne
do tych obecnych u dzieci dotknietych CLN2. Tak wiec wy-
niki badan ostatnich lat rzucity nowe $wiatto na patologie i
biologie biatka TPP I, dostarczyty nowych narzedzi badaw-
czych i pozwalajg z nadzieja patrze¢ na przyszte mozliwosci
interwencji terapeutycznej w tej chorobie.
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ABSTRACT

Tripeptidyl-peptidase | (TPPI) is an acidic lysosomal peptidase that removes tripeptides from an unmodified N-terminus of small proteins
and polypeptides. In humans, TPP I constitutes an integral part of the lysosomal proteolytic apparatus, which, includes numerous hydrolytic
enzymes, mostly cysteine proteases (cathepsin B, C, H, K, L, and others), but also serine (cathepsin A) and aspartic (cathepsin D) proteases.
The combination of endo- and exopeptidase activities of these enzymes allows for efficient digestion of the diverse proteins transported to the
lysosomes, releasing free amino acids and dipeptides that are transported back to the cytoplasm and reused according to the metabolic needs
of the cell. The role of TPP I in normal lysosome functioning is underscored by the genetic association of the enzyme with one form of agroup
of the developmental neurodegenerative disorders of childhood - the neuronal ceroid lipofuscinoses (NCLs). The scope of this article is to
review the most recent data, mostly from author's laboratory, on the biology and pathology of TPP I. NCLs are also shortly reviewed with the

special emphasis on CLN2 form resulting from mutations in TPP I gene.
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Stowa kluczowe: cykl komérkowy, polo kinaza, PLK

Wykaz skrotéw: APC/C (ang. anaphase promoting complex) - biatko-
wy kompleks promujacy wejscie w anafaze - cyklosom (ligaza ubi-
kwityny proteasomoéw); APCQED -kompleks APC/C z kofaktorem
F1ZZY aktywny w anafazie kieruje do degradacji biatka posiadajace
sekwencje ,,destruction box" np. wigkszo$¢ cyklin i sekuryne; APCHtl/
odM (ang. APC with Hctl/Cdhl) - kompleks wraz z kofaktorem kieruje
w telofazie do degradacji biatka posiadajace sekwencje ,,KEN box";
ATM i ATR (ang. ataxia telangiectasis mutated i ATM- related kinase)
- kinazy alarmowe punktu kontrolnego replikacji, aktywowane w
przypadku uszkodzenia DNA; Cdc2 (CDK1, Cdc2 p34) - biatko,
ktére wraz z cykling B tworzy kompleks MPF (ang. mitosis promo-
tingfactor) aktywujacy wejscie komorek w mitoze lub w mejoze; cdc5
- gen kinazy z rodziny Polo u Saccharomyces cerevisiae; cdcl4 - gen
kodujacy tyrozynowa fosfataze gtdwng regulujaca wejscie komorek
w cytokineze i przejscie komérek do interfazy; Cdc25A, Cdc25B i
Cdc25C - izoformy gtownej fosfatazy tyrozynowej regulujacej wej-
Scie komdrek w mitoze; Cdks lub CDKs (ang. cyclin dependent kina-
ses) - rodzina kinaz serynowo/treoninowych aktywowanych przy-
taczeniem regulatorowych cyklin; Chfr (ang. checkpoint and flm and
ring domains enzyme) - ligaza proteolitycznej degradacji biatek, ak-
tywowana przez czynniki stresowe w punkcie kontrolnym profazy;
Chkl (ang. checkpoint kinase 1) - kinaza aktywowana kinazg ATR po
uszkodzeniu DNA; Cutl - biatko zwane separyng lub separaza o ak-
tywnos$ci proteazy cysteinowej rozcina obraczki kohezyn taczacych
dwie chromatydy w anafazie; Cut2/Pdsl- sekuryna - hamuje akty-
wacje separaz miezbedng do rozdzielenia chromatyd; yTuRC (ang.
y-tubulin ring complex) - biatkowy kompleks zawierajacy y-tubuline
fosforylowany przez polokinaze i utatwiajacy nukleacje mikrotubul;
Hsp90 (ang. heat shock protein) - biatko nalezace do rodziny biatek
szoku cieplnego; NES (ang. nuclear export signal) - sygnat eksportu z
jadra; NimA (ang. never in mitosis A) - kinaza serynowo-treoninowa
bioraca udziat w regulacji cyklu komérkowego; p53 - antyonkogen,
czynnik transkrypcyjny; Pini (ang. cis/trans-propyl isomerase) - izome-
raza prolinowa aktywujaca wiele enzymoéw w cyklu komérkowym;
Ser-(pSer/pThr)-(Pro/X) - sekwencja biatkowa wigzana przez dome-
ne PBD; SCF (ang. SKPI, cullins, F-box) - kofaktor regulujacy ubikwi-
tylacje biatek rozpoznawanych przez biatko sensora F-Box w protea-
somach; SIN (ang. septum inducing network) - grupa biatek indukujaca
tworzenie przegrody u drozdzy Schizosacclwromyces pombe; Xcdc25
- homolog fosfatazy Cdc25C wystepujacy u Xenopus; xPIkk- kinaza
aktywujgca PIx, kinaze z rodziny Polo u Xenopus

Podziekowanie: Ten artykut jest czes$cig realizacji projektu badaw-
czego KBN P04C 074 28
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STRESZCZENIE

olokinazy sga powszechnie wystepujaca podrodzing mitotycznych

kinaz serynowo-treoninowych koordynujgcych przemiany w cy-
klu komérkowym Eukaryota. Gtdwna mitotyczna kinaza Piki (ang.
polo-like-kinase 1) w komérkach ulegajacych mitozie przemieszcza sig
i przejSciowo wystepuje w centrosomach, kinetochorach i wrzecionie
mitotycznym, bedac odpowiedzialna za wytworzenie dwubiegunowe-
go wrzeciona mitotycznego. Aktywnos$¢ polokinazy jest regulowana
na poziomie stabilnos$ci tego biatka i przez akcje nadrzednych kinaz,
tak ze aktywnos$¢ Piki jest najwyzsza w metafazie i zanika w okresie
wychodzenia komdrek z mitozy. Regulacja lokalizacji i aktywacji Piki
przebiega w dwéch etapach. Karboksylowy koniec czasteczki zawie-
rajacy fosfoepitop wigze sie z odpowiednia mitotyczna fosfoproteing
a nastepnie przez konformacje allosteryczng zostaje odstonieta czes¢
katalityczna i polokinaza fosforyluje wiele substratéw. Piki reguluje
zaréwno przejscia z jednej fazy cyklu do nastepnej, jak tez aktywuje
niektére punkty kontrolne cyklu.

WSPOLUDZIAE CYKLINO-ZALEZNYCH
KINAZ | POLOKINAZ W REGULACJI CYKLU
KOMORKOWEGO | TRANSLOKACJI BIALEK

Tajemnica regulacji przebiegu cyklu komérkowego docze-
kata sie juz trzech serii fundamentalnych odkryé. Pierwsze
i drugie to wykrycie mechanizmu naprzemiennych stadiéw
aktywacji i wygaszania catej serii proceséw w cyklu komar-
kowym regulowanych w tzw. punktach przejscia z danego
stadium cyklu do nastepnego (tzw. punktach kontrolnych cy-
klu - nagroda Nobla w 2001 i w 2004 roku) (Rys. 1), a nastep-
nie, ze pewne zaburzenia tych procesow prowadzg komorki
do apoptozy (Nobel 2002). Obecnie kluczowe pytania doty-
czg mechanizméw koordynacji w trakcie mitozy przemian
w chromosomach, wrzecionie i w cytoszkielecie dzielgcej sie
komorki.

Celem tego artykutu jest omoéwienie mechanizmu udziatu
podrodziny kinaz serynowo-troninowych, polokinaz, w re-
gulacji przebiegu cyklu komorkowego. Wyréznikiem podro-
dziny polokinaz jest obecnos¢ na niekatalitycznym, karboksy-
lowym koricu biatka charakterystycznej domeny poloboksu
- PBD (ang. polobox domain). Ta cze$¢ biatka decyduje miedzy
innymi o lokalizacji polokinaz w komaérce i 0 rozpoznawaniu
przez nie substratéw [1,2,3,4]. Polokinazy spetniajg w komadrce
co najmniej trzy funkcje: a) reguluja kolejno$¢ wystepowania
niektérych wydarzen w cyklu komdrkowym; b) decydujg o
lokalizacji i przemieszczaniu sie okreslonych biatek z cytopla-
zmy do jadra, lub ich eksporcie z jadra, oraz o pojawianiu si¢
pewnych biatek w biegunach wrzeciona mitotycznego, cen-
tromerach, a nastepnie we wrzecionie mitotycznym [5] oraz
c) ich udziat jest istotny w aktywacji punktow kontrolnych
regulujgcych prawidtowy przebieg cyklu komoérkowego.

WSPOLUDZIAE MITOTYCZNYCH KINAZ | POLOKINAZ
W REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO

Przebieg cyklu komdérkowego komorek eukaryotycznych
oznacza realizacje szeregu istotnych proceséw zwigzanych z
przechodzeniem komérki rodzicielskiej przez kolejne stadia
prowadzace do powstania dwdch genetycznie identycznych
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Rysunek 1. Gtéwne fazy cyklu komérkowego Eukaryota. Objas$nienia: Interfaza
(kolor zéty tta) obejmuje: stadium GO - komérki spoczynkowe, G1 - stadium
wzrostu komoérki i faza indukcji wejscia w cykl komérkowy, S - faza catkowitej
replikacji DNA jadrowego, G2 - faza przygotowan do wejscia w mitoze. Mito-
za (kolor zielony tla); stadium profazy - stadium rozproszenia otoczki jadrowej,
kondensacji chromatyny i tworzenia dwubiegunowego wrzeciona z podczepio-
nymi chromosomami; stadium metafazy - tworzenia ptytki metafazowej chro-
mosoméw w obrebie dwubiegunowego wrzeciona; stadium anafazy - segregacja
potomnych chromatyd do biegunéw wrzeciona mitotycznego, stadium telofazy
- tworzenia jader potomnych, oraz stadium cytokinezy - rozdziatu komérek
potomnych i ostatecznego rozdziatu resztek wrzeciona mitotycznego wraz z
przemieszczaniem sie tzw. biatek podréznych, tworzenia przegrody, lub zaciska-
jacego sie pierécienia pomiedzy komérkami potomnymi i stadium ostatecznego
wyjécia komérek potomnych z mitozy. Oznacza to uzyskanie organizacji i funk-
cjonowania charakterystycznego dla komérki spoczynkowej, czyli wejscie do in-
terfazy. Czerwone strzatki pomiedzy stadiami cyklu oznaczaja gtéwne punkty
kontrolne w cyklu komérkowym (patrz Rys. 2).

s,
to /O Cle dO

komérek potomnych (Rys. 1). Wiodacg role w cyklu komar-
kowym Eukaryota peinig serynowo-treoninowe kinazy cy-
klino-zalezne CDK (ang. cyclin-dependent kinase$). Kinazy te
sg aktywowane przez przytgczanie do nich okresowo synte-
tyzowanych regulatorowych biatek tzw. cyklin. Kompleks
okresowo aktywnej CDK kinazy z odpowiednia dla danego
stadium cyklu cykling, (kompleks cyklina-CDK), fosforylu-
je szereg biatek i wspdtdziata z aktywacjg polokinaz [6], Ta
wspotzaleznos$¢ takze reguluje przebieg proteolizy cyklin
[7], Po spetnieniu swojej funkcji poszczegdlna kinaza CDK
jest inaktywowana albo przez defosforylacje przez naczelne
fosfatazy, albo przez proteolize jej whasnej cykliny. Proteoli-
za poszczegélnych rodzajow cyklin odbywa sie w protea-
somach (w kompleksach biatek zdolnych do ubikwitylacji
swoich substratow). Proteasomy zmieniajg swojg specyfike
substratowg po odpowiedniej aktywacji i przytgczeniu biat-
kowych kofaktoréw, a ich dziatanie w niektorych stadiach
cyklu jest kontrolowane przez polokinaze [7], Taka zmiana
specyfiki proteolizy moze powodowac proteolityczng de-
gradacje aktywnych cyklin danego stadium cyklu komaor-
kowego i co za tym idzie przejscie komorki do nastepnego
stadium cyklu (Rys. 2, szlaki proteolizy).

Najwazniejszy jest jednak udziat aktywnej polokinazy w
wytworzeniu dwubiegunowego wrzeciona mitotycznego
zarowno u drozdzy, jak w komdérkach Drosophila i ssakow
[8,9]. Obok tego wiacznikiem mitozy jest tak zwana gtéwna
kinaza CDK1 regulowana przez cykline B (Rys 2; aktywacja
Cdc25 i kompleksu cyklina B-CDK1). Aktywacja tej kinazy
jest stymulowana mitogenng aktywacjg kinaz sygnatu ze-
wnetrznego (szlaku ERK, aktywacja szlaku RTK-RAS-ka-
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skady MAP kinaz), w ktérym moze bra¢ udziat polokina-
za PIk3 [10], Aktywny kompleks cyklina B-CDK1 pobudza
aktywacje trzech innych podrodzin wykonawczych kinaz
serynowo-treoninowych, a mianowicie: wasnie Polokinaz,
kinaz typu Aurora i kinaz pokrewnych NIMA-RK (ang.
NIMA-related kinase$) [11,12], Inaktywacja kompleksu gtow-
nej kinazy cyklina B-CDK1 jest sprzezona z inaktywacjg po-
lokinaz [13,14] i zachodzi w okresie przejscia komodrek do
interfazy (Rys. 1; przejscie do interfazy).

Przejscie od stadium cytokinezy do stadium popodzia-
towego komérek potomnych jest okresem ubikwitylacji (i
degradacji proteolitycznej) polokinazy Piki w komdrkach
linii cztowieka [14], i homologicznej polokinazy Cdc5 w
komoérkach drozdzy paczkujacych [15], Natomiast niemito-
tyczne biatka P1k2 i PIk3 nie podlegajg proteolizie i sg zwig-
zane z biatkami kompleksow integryn w strukturach btony
komaérkowej [16],

ROLA POLOKINAZ W PRZEMIESZCZANIU
SIE KOMPLEKSOW BIALEK W TRAKCIE
CYKLU KOMORKOWEGO

W cyklu komorkowym obserwuje sie przemieszczanie
biatek z cytoplazmy do jadra i na odwrdt, a polokinazy
uczestniczg w takich translokacjach. Translokacje takich
biatek jak polokinazy, cykliny, oraz fosfatazy Cdc25 i Cdcl4
w trakcie cyklu komdrkowego drozdzy sg warunkiem
prawidtowego przebiegu mitozy oraz jej synchronizacji z
prawidtowo umiejscowiong cytokineza [17]. Te procesy
sg takze krytyczne dla prawidlowej orientacji wrzeciona
kariokinetycznego w komérce i dla stabilnosci biegunow
wrzeciona mitotycznego [18,19], Wykazano, ze polokinazy
w wielu przypadkach warunkujg przemiany w lokalizacji
poszczegdblnych zespotow biatek [5,10,20,21,22,23]. Toyoshi-
ma-Morimoto iinni [6] wykryli udziat polokinaz w regulacji
eksportu biatek kontrolujacych cykl komérkowy. Polokina-
zy sg takze tzw. biatkami podrézujgcymi (ang. passenger pro-
teins), przemieszczajacymi sie w trakcie mitozy z okolicy ki-
netochoréw chromosoméw do wrzeciona miedzybieguno-
wego. Przemieszczenie polokinazy drozdzy paczkujgcych z
cytoplazmy do biegunéw wrzeciona mitotycznego w profa-
zie jest niezbedne dla ukofAczenia mitozy i cytokinezy [24],
Tak wiec polokinazy w trakcie mitozy dziatajg okresowo, i
to wigze sie ze zmiang ich lokalizacji w komérce [20,25].

ROLA POLOKINAZ W AKTYWACII
PUNKTOW KONTROLNYCH CYKLU

Polokinazy mitotyczne uczestniczg kilkakrotnie w re-
gulacji przebiegu cyklu komoérkowego i sg sprzezone z ak-
tywacja i zanikiem aktywnos$ci kinaz zaleznych od cyklin
[8,25,26]. Ztozony, a jednocze$nie zachowany w ewolucji,
cykl przemian w komoérkach réznych Eukaryota jest jednak
pod specjalng kontrolg mechanizmdw zatrzymujacych te
procesy w przypadku, gdy poprzednie stadium nie zosta-
to ukonczone, lub przebiega w sposéb wadliwy. Te nad-
rzedne mechanizmy (kontrolujgce ukonczenie wszystkich
procesow okreslonego stadium cyklu komérkowego) po-
zwalajace na przejscie do nastepnego stadium noszg nazwe
punktéw kontrolnych cyklu (ang. celi cycle checkpoints) [27].
Jezeli jeden z kluczowych proceséw (np. aktywacja odpo-
wiedniej cykliny, albo niezaktécony przebieg replikacji
DNA) nie jest prawidtowy, lub jest opézniony, wtedy od-
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bywa sie aktywacja odpowiednich punktow kontrolnych,
co powoduje zatrzymanie przebiegu cyklu komérki (Rys. 1,
strzatki czerwone wskazujg na gtéwne punkty kontrolne w
cyklu). Aktywacja niektorych punktéw kontrolnych cyklu
jest sprzezona z degradacjg (ubikwitylacjg) polokinaz [28],
lub odwrotnie, z ich aktywacja [20, 26], Zrozumiate jest, ze
czesto zte funkcjonowanie polokinazy odbywa sie w ko-
mérkach linii transformowanych, w ktérych nieprawidto-
wo funkcjonujg punkty kontrolne w cyklu [29], a mutacje
genu pik powoduja niestabilno$¢ biatka polokinazy [30].

Te zaskakujgce dane o wystepowaniu i funkcji polokinaz
wyjasnity badania nad mechanizmem dziatania polokinaz
oraz badania dotyczgce charakterystyki molekularnej polo-
kinaz, ktére bedg omawiane w nastepnych rozdziatach. Te
wiadomos$ci wstepne pozwolg w ostatnim rozdziale synte-
tycznie omowic role polokinaz w przebiegu cyklu mitotycz-
nego.

MECHANIZM DZIAELANIA POLOKINAZ:
WYJATKOWA ROLA POLO-KINAZY IIZOMERAZY
PEPTYDYLO-PROLYLOWEJ PINI W TWORZENIU
STABILNYCH KOMPLEKSOW BIALKO-BIALKO

Istotng kwestig jest zrozumienie mechanizmu dziatania
polokinaz powodujacych kooperacje réznych $ciezek sygna-
lizacji i sprzegania wielu przemian strukturalnych w danym
stadium cyklu. Sprzeganie r6znych sciezek metabolicznych
jest czesto zwigzane z pojawianiem sie zdolnoSci biatek do
tworzenia ztozonych komplekséw bezpos$rednio, lub z po-
mocy biatek adapterowych. Taki mechanizm okresowego
pojawiania sie oddziatywan wzajemnych biatko-biatko wy-
stepuje np. w przypadku kinaz tyrozynowych, sprzegaja-
cych aktywacje receptora kinazy tyrozynowej z aktywacjg

Cdc 25
Cyklina B,
DK1

- v
Co+Emr,
Przejscie do

interfazy

Rysunek 2. Gtéwne fazy cyklu komérkowego ze wskazaniem na krytyczne: ak-
tywacje wejscia w mitoze, zmiany charakteru proteolizy i przechodzenia potom-
nych komérek do interfazy. Objasnienia: Stadia cyklu i punkty progowe jak na
Rys. 1. Punkt kontrolny wejscia w mitoze (przejécie z fazy G2 do fazy M) regu-
lowany aktywacjg fosfatazy Cdc 25 aktywujaca kompleks cyklina B-CDK1, oraz
wyjécia z mitozy zwigzany z aktywacjg pewnej izoformy fosfatazy Cdcl4. Strzat-
ka niebieska w $rodku rysunku oznacza kolejne stadia funkcjonowania proteolizy
typu interfazowego (z kofaktorem SCF) az do punktu kontrolnego przejscia me-
tafazowo-anafazowego w ktérym zmienia sie typ proteolizy (typu APC/CO@X)
(strzatka fioletowa), a nastepnie po zadziataniu fosfatazy Cdcl4 zmienia sie na
typ proteolizy charakteryzujacy komérki wychodzace z mitozy (typu APC/
Ccdhi) (strzatka z6tta), kontynuowanej w interfazie az do stadium wejécia komor-
ki w nastepny cykl replikacji. Jednocze$nie wigkszo$¢ proteasoméw w komérce
juz w na poczatku interfazy wigcza typ proteolizy interfazowej (SCF).
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biatka Ras w S$ciezce sygnalizacji mitogennej MEK/ERK.
Sprzegniecie takie jest stymulowane przez uprzednig fosfo-
rylacje receptora. W ten sposéb np. ufosforylowana tyrozy-
na w domenie np. SH2 (ang. src homology domain 2) sprzega
sygnalizacje czynnikami wzrostu z aktywacjg biatek Ras
[31]. Pojawity sie przypuszczenia, ze by¢ moze fosforylacja
przez cyklino-zalezne kinazy CDK samej polokinazy powo-
duje taka jej zmiane, ze polokinaza ma mozliwos$é tworze-
nia nowych komplekséw biatek iich tgczng translokacje np.
przez otoczke jadrowg [6].

Elia i inni [32] scharakteryzowali domene fosfopepty-
dowg charakterystyczng dla motywoéw fosfo-serynowych
(pSer) i fosfotreoninowych (pThr), ktére pojawiajg sie w
cyklu jako substraty kinaz mitotycznych i wspotdziatajg z
polokinazami. Jest to nowy typ doSwiadczen z zakresu pro-
teomiki, ktéry potwierdzit przypuszczenia o wspoétdziata-
niu kinaz mitotycznych i czesci regulatorowej (poloboksu)
polokinaz w kontroli przebiegu cyklu komérki [33]. Ot6z
sekwencja poloboksu (PBD) rozpoznaje substrat iwyznacza
jego lokalizacje w komérce. Okazato sie, ze sekwencja roz-
poznawanego substratu jest juz zazwyczaj fosfopeptydem,
awiec sekwencja juz ufosforylowang, aby polokinaza mogta
jarozpoznac, stworzy¢ kompleks, a sama zosta¢ aktywowa-
ng kinazg. Czyli, w skrocie, mamy dwustopniowg reakcje:
rozpoznanie przez domene PBD substratu na podstawie juz
ufosforylowanej sekwencji i aktywacje samego enzymu.

Warto przesledzi¢ w jaki sposéb Elia i inni [32] okreslili
role polokinazy w stosunku do sukcesywnych aktywacji ko-
lejnych kinaz mitotycznych. W pierwszym doswiadczeniu
sposréd puli 680 zbioréw cDNA genomu cztowieka linii
HeLa in vitro transkrybowanych, a nastepnie zsyntetyzo-
wanych biatek badacze szukali tylko tych peptydéw, ktdre
beda tworzyty kompleksy z ufosforylowanymi fosfopepty-
dami, ale nie beda ich tworzyty ze zdefosforylowanymi ich
odpowiednikami. Z gamy mozliwych peptydéw do badah
wybrano tylko takie, ktére stanowity substraty dla dwdch
typéw kinaz mitotycznych regulujacych cykl komorkowy,
a mianowicie fosforylowane przez kinazy CDK ijednoczes-
nie przez kinazy $ciezki mitogennej MEK/ERK. Juz byto
uprzednio wiadome, ze tego typu fosfopeptydy sa rozpo-
znawane przez monoklonalne przeciwciatlo MPM-2, jezeli
majag motyw pThr/pSer-Pro-X, a wiec motyw, w ktdérym
ufosforylowane treonina i seryna sg topograficznie zwigza-
ne z obecnoscig proliny [34], Wtasnie taki uktad ufosforylo-
wanego motywu jest substratem dla izomerazy prolinowej
(izomerazy peptydylo-prolilowej), ktdra powoduje powsta-
nie izomerycznej formy danego biatka zizomeru zakrzywio-
nego cis na wyprostowany izomer trans w regionie domeny
prolinowej pThr/pSer-Pro-X. A dopiero taka izomeryzacja
umozliwia sprzegniecie tego peptydu z innym biatkiem.

Otéz, posréd ogromnej liczby testowanych peptydéw
Elia i inni [32] wykryli zaledwie dwa klony biatek, ktére
ufosforylowane tworzyty kompleksy biatkowe, podczas
gdy ich nieufosforylowane odpowiedniki nie tworzyty ta-
kich kompleksdw. Jednym byto biatko enzymu wiasnie
izomerazy prolinowej Pini, co Swiadczyto jak dobre byty
teoretyczne zatozenia ich pracy. Drugim klonem biatek
byta cze$¢ regulatorowa polokinazy, PBD (ang. Polo-Box-
Domain), stanowigca dwa razy powtdrzony, ale niepetny
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poloboks potgczony z niefunkcjonalng i niepetng czescia ka-
talityczng tej kinazy. Oznacza to, ze polokinaza w jej czesci
niekatalitycznej w domenie poloboksu jest odpowiedzialna
za oddziatywanie biatko-biatko ufosforylowane, a wiec, ze
tylko peptydy ufosforylowane przez kinazy mitotyczne sta-
ja sie zdolne do podczepienia polokinazy. | to oddziatywa-
nie domeny PBD z innymi biatkami jest niezbedne zaréwno
dla aktywacji funkcji jak i lokalizacji polokinazy w czasie
mitozy [4],

W drugim dosSwiadczeniu Elia i wspotpracownicy [32]
badali rézne delecje polokinazy, co pozwolito wykry¢, ze
sprzegniecie okolicy fosfoepitopu biatka ufosforylowane-
go przez kinaze CDK z polokinazg wymaga obecno$ci w
czesci karboksylowej tej kinazy az dwdch poloboksow i ich
czesci tgcznikowej. A wiec domena PBD, czyli PBIl+czes¢
tacznikowa+PB2 rozpoznaje fosfoepitop substratu ufosfo-
rylowanego przez CDK, a to aktywuje jednocze$nie cze$¢
enzymatyczng polokinazy w jej cze$ci aminoterminalnej. Te
wyniki dobrze odpowiadajg modelowi aktywacji i translo-
kacji polokinazy rozpoznajacej fosfoepitop ufosforylowany
przez cyklino-zalezne kinazy.

Analiza struktury krystalicznej polokinazy cztowieka [2]
wykazuje, ze w polokinazie nieaktywna czesci PBD i cze$¢
katalityczna peptydu sg zgiete w ten sposéb, ze centrum ak-
tywne enzymu jest zastoniete. Dopiero oddziatywanie fo-
sfoepitop biatka-substratu i PBD polokinazy nie tylko wigze
te dwa biatka w kompleks, ale takze aktywuje polokinaze,
przypuszczalnie przez allosteryczng zmiane konformacji
polokinazy, odstaniajac jej czes$¢ katalityczng zdolng do fo-
sforylowania substratéw. A wiec zakotwiczenie polokinazy
na ufosforylowanym epitopie zapewnia nie tylko nieprzy-
padkowg lokalizacje strukturalng polokinazy, ale takze
takie podczepienie jednocze$nie powoduje aktywacje en-
zymatyczng polokinazy. Fosfopeptyd wigze sie do miejsca
pomiedzy dwoma poloboksami [2,4] i wtedy moze tworzy¢
kompleks z odpowiednim biatkiem ito wtasnie decyduje o
zmianie lokalizacji polokinaz z jednoczesng ich aktywacjag
[2,4,36] (Rys. 3).

Identyfikacja PBD jako mediatora lokalizujacego aktyw-
ng polokinaze pozwala zrozumie¢ mechanizm zakotwicze-
nia tej kinazy czescig poloboksu PBD w poszczeg6lnych
strukturach np. w centrosomach, kinetochorach, czy tez w

Epitop ufosforylowany

3
A B C

Rysunek 3. Model dwustopniowej aktywacji polokinazy. A. schemat nieaktyw-
nej molekuty polokinazy ze wskazaniem na cze$¢ poloboksowg z tgcznikiem
(kolor pomaranczowy) z nieufosforylowanym potencjalnym miejscem wigzania
fosfoepitopu Ser-(pSer/pThr)-(Pro/X)- z domena PBD (czerwone koétko). Czesé¢
katalityczna polokinazy (kolor z6tty), ktéra jest zastonieta przez cze$¢ polobokso-
wa i wobec tego jest nieaktywna. B. Aktywacja polokinazy poprzez fosforylacje
fosfoepitopu przez kinazy mitotyczne, powoduje zmiany konformacji molekuty,
(wyprostowanie czesci) C. Zdolno$¢ do tworzenia kompleksu czeéci polobokso-
wej z innym biatkiem (niebieskim) determinuje lokalizacje polokinazy, a odsto-
niecie czeéci katalitycznej powoduje jednocze$nie aktywacje samej polokinazy
(wiecej objasnien w tekscie).
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czesci Srodkowej wrzeciona mitotycznego w telofazie i to
nawet wtedy, gdy mutanty polokinazy nie majg aktywno-
§ci enzymatycznej [35], Warto zauwazy¢, ze fosforylacja
substratu przez aktywng polokinaze moze spowodowac,
ze ufosforylowane biatko w sekwencji NES przestaje by¢
aktywnym czynnikiem eksportu biatek z jadra i to biatko
nadal pozostaje w jadrze. Toyoshima-Morimoto i inni [6]
stwierdzili, ze polokinaza fosforyluje sekwencje NES, po-
wodujac jej wytaczenie, np. w przypadku fosfatazy Cdc25 i
cykliny B. Oznacza to, ze fosforylacja przez polokinaze po-
woduje inaktywacje sygnatu NES, czyli wiasnie wtedy staje
sie biatkiem gromadzonym w jadrze i umozliwia kontakt z
biatkami jagdrowymi. Te dane wskazujg na role regulacyjnag
spetniang przez izomeraze Pini i kinazy typu polokinaz w
przebiegu cyklu komdrkowego [33,36].

MOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA POLOKINAZ

WYSTEPOWANIE GENU, MUTANTY, GENY
PARALOGICZNE | KOMPLEMENTACJA
FUNKCJI POLOKINAZ

Nazwa polo odnosi sie do mutanta muszki owocowej
Drosophila melanogaster scharakteryzowanego w homozy-
gotycznych larwach [37]. Homozygotyczne larwy polo/polo~
nie przezywaja, natomiast istniejg rowniez hypomorficzne
allele genu polo. Najbardziej znamienna cecha zmutowane-
go fenotypu pojawiata sie we wczesnych fazach mitozy neu-
roblastow larw w postaci kolistego utozenia bardzo skon-
densowanych chromosomow wokot tylko jednego bieguna
wrzeciona mitotycznego. Takie utozenie chromosomoéw ce-
chujace komorki, w ktérych jest zaktdcony proces tworzenia
wrzeciona dwubiegunowego nazwano mitozg monopolarna.
Nastepnie Ohkura i in. [8] zbadali mutanta cdc 5 (homolo-
ga genu polo) w paczkujgcych drozdzach i stwierdzili, ze
w réznych stadiach mitozy i mejozy mutanta pojawiaty sie
obok mitozy monopolarnej inne defekty, co wskazywato
na udziat produktu genu polo w wielu stadiach cyklu ko-
morkowego. Homologi tego genu odkryto w wielu innych
organizmach, miedzy innymi u Schizosaccharomyces pombe
(plo 1), Candida albicans (CaCDC5), Xenopus laevis (plx 1, pIxl,
pIx3), Trypanosoma brucei (tbplk), Caenorhabditis elegans (plk-1,
lub pici i plc2) i Aspergillus nidulans oraz u ssakéw, w tym
u cztowieka [5,38,39,40]. Polokinazy wystepujg zatem za-
rowno u grzybow, jak i u zwierzat, a nawet, przynajmniej u
niektdrych, pierwotniakéw [5]. Obecnos¢ polokinaz u roslin
jest stabiej zbadana, cho¢ analiza sekwencji DNA ryzu wy-
kazata obecno$¢ sekwencji podobnej do sekwencji polobok-
su (inf. niepublikowana dr E. Joachimiak). Przynajmniej w
przypadku polokinazy Cdc5 paczkujgcych drozdzy, w cze-
§ci amino-terminalnej wystepuje tzw. destruction box (po-
dobny do motywu destruction box w cyklinach) utatwiajacy
degradacje proteasomalng biatka, ale tej czesci nie wykryto
w Piki ssakow [20].

O ile u drozdzy i Drosophila zidentyfikowano tylko poje-
dynczy gen polokinazy, to wyzsze kregowce posiadajg kilka
takich gendéw, z ktérych piki (ang. polo-like kinase 1) wyka-
zuje najwieksze podobiefAstwo do genu polo Drosophila [43].
Polokinazy ssakow, Snk i Fnk, znane tez jako Plk2 i PIk3,
zostaty znalezione u myszy i opisano tez ich odpowiedniki
u cztowieka: hSnk i Prk. U ssakdéw wystepuje takze czwar-
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ta polokinaza Sak, ktéra podobnie jak Snk/hSnk dziata ra-
czej we wczesniejszych stadiach cyklu, natomiast Fnk/Prk,
ostatnio nazywana tez Plk3 dziata takze (cho¢ nie tylko) w
czasie mitozy [41]. Przeszukiwania genomoéw i studia prote-
omiczne [32] pozwalaja przypuszczac, ze w trakcie ewolucji
duplikacjom genu pojedynczej polokinazy (tak jak to jest w
drozdzach) towarzyszyty zmiany w lokalizacji i funkcji ge-
néw piki, plk2 i plk3 komaérek linii ssakéw. Piki wystepujgca
w centrosomach i kinetochorach reguluje wejscie w mitoze,
oraz cytokineze i przejscie do interfazy. Kinaza PIk2 jest wy-
magana do duplikacji centrosomdw, jej aktywnos$é wzrasta
w fazie GI. Przypuszcza sig, ze podobnie jak PIk3 odgrywa
istotne funkcje postmitotyczne, zwitaszcza w komdérkach
nerwowych. PIk3 reguluje takze wspdtdziatanie przemian
w centrosomach z przebiegiem mitozy, i przemianami w
aparacie Golgiego. Jest tez aktywnym enzymem zwigza-
nym z odpowiedzig na czynniki stresu, oraz na uszkodze-
nia struktury DNA. Nadekspresja PIk3 w hodowlach tkan-
kowych komdrek ssaczych hamuje proliferacje i indukuje
apoptoze. Co wiecej PIk3, podobnie jak Piki wigzata sie z
biatkiem p53, fosforylujac to biatko. Jednak w odr6znieniu
od fosforylacji przeprowadzanej przez Piki i hamujacej
funkcje biatka p53, PIk3 powoduje prawdopodobnie akty-
wacje funkcji p53 [42], Jak sie wydaje polokinazy reguluja
takze mape wzrostu samej komorki i jej ksztatt [43].

Trzeba podkresli¢, ze dziatanie podstawowej izoformy
Piki w regulacji cyklu komérkowego jest tak konserwo-
wane w ewolucji, ze wykazano dos$wiadczalnie, ze jest ona
w stanie z powodzeniem zastepowac¢ swe homologi u tak
odlegtych ewolucyjnie organizméw jak komoérki ssakow i
drozdze. Zdolno$¢ do komplementacji termosensytywnej
mutacji cdc5-1 w temperaturze restrykcyjnej posiada tez
Plk3 [44,45],

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA GENU,
TRANSKRYPTU | BIALKA POLOKINAZ,
WARUNKI AKTYWACJI POLOKINAZ

Transkrypt pierzootny. Sekwencjonowanie genu polo kina-
zy, i polo-like kinaz oraz dane bioinformatyczne wskazuja,
ze ten gen, lub jego homologi daje transkrypt pierwotny dtu-
gosci okoto 2.2 - 2.5 Kb/kpz, ktéry jest oflankowany nieko-
dujacymi 5' UTR, na ktory sktada sie 219 Bp/pz, oraz 3'UTR
sktadajacy sie z 330 lub 593 Bp/pz. Transkrypt pierwotny
sktada sie z 5 egzonow. Ostateczne cDNA polokinazy wy-
nosi okoto 2221-2541Bp/pz [38], Ludzka polokinaza (Piki)
mapuje sie na pozycji pl2 chromosomu 16, i nie wykazuje
sprzezenia ze znanymi genami zwigzanymi z transforma-
cjami nowotworowymi [38],

Charakterystyka biatka. Aktualnie obecno$¢ domeny, lub
domen typu polobox przyjmuje sie jako kryterium przyna-
leznosci do tej rodziny kinaz. Biatko polokinazy typu dzi-
kiego (typu Piki) migruje w zelu jako dublet 67 kDa, ktory
po traktowaniu fosfatazg migruje jako pojedyncze biatko
sktadajace sie z 577 reszt aminokwasowych. Biatko Plk2 mi-
gruje w zelu jako pojedyncze biatko 78 kDa. Wszystkie biat-
ka nalezace do tej grupy oprdécz wysoce konserwatywnej,
aminoterminalnej domeny katalitycznej (50-65% homologii)
[5] posiadajg w niekatalitycznej czesci C-koncowej region 30
aminokwaséw wykazujacy takze wysoka homologie. Sg to 1,
2 lub 3 oddzielne konserwatywne regiony poloboksu [1,32].
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Ponadto wewngatrz domeny katalitycznej w tzw. subdome-
nie | znajduje sie sekwencja GXGGFAXC (gdzie x oznacza
dowolny aminokwas), typowa dla polokinaz, ktora rozni
sie od kanonicznej sekwencji GXGxxGxV wystepujgcej w
innych kinazach serynowo-treoninowych [5], Cze$¢ znajdu-
jaca sie pomiedzy domeng katalityczng a czescig poloboksu
jest stabo konserwowana i u poszczeg6lnych Plks ma rézng
dtugos¢ [5]. Ale ta cze$¢é ma pewne znaczenie, gdyz dopiero
z poloboksem tworzy petng domene PBD. Prawdopodobnie
czes$¢ tacznikowa, rézna w Piki i PIk2/Snk powoduje rézng
specyficzno$¢ substratowg tych kinaz [41],

Substraty polokinaz i regulacja aktywnosci enzymatycznej
kinazy. Optymalnymi substratami dla Piki (a zatem praw-
dopodobnie takze dla innych Pik) sg miejsca serynowe w
sekwencjach bogatych w hydrofobowe i kwasne amino-
kwasy [6]. Z tego powodu jako probierz aktywnos$ci Plks
stosowana jest kazeina (jednoczesnie wiadomo tez, ze Plks
nie fosforylujg histonu HI) [39]. Do grupy niekwestionowa-
nych substratéw Plks nalezg: fosfataza Cdc25C [39], cyklina
Bl [6], tubuliny a, @iy [30, 46], pewne biatka centrosomal-
ne [20,25,41,47,48], biatka towarzyszace mikrotubulom [49],
nadrzedne kinazy mitotyczne Mytl [1] i Weel [12], podjed-
nostka kohezyny [50], a takze biatka motoryczne nalezace
do grupy kinezyn, biatko stabilizujagce mikrotubule TCTP
[41] oraz kofaktory proteasomow [21],

Regulacja aktywnosci enzymatycznej kinazy. W czes$ci kata-
litycznej wszystkich polokinaz znajduje sie subdomena VIl
(inaczej petla T, nazwana segmentem aktywacyjnym) odpo-
wiedzialna za aktywnos$¢ kinazowg polokinaz. Subdomena
ta zawiera konserwowang ewolucyjnie treonine (w Plx Xe-
nopus jest to Thr201, a w Piki myszy jest to Thr210), kto-
rej fosforylacja powoduje aktywacje enzymu. Zamiana tej
treoniny na kwas asparaginowy (co konformacyjnie przy-
pomina fosforylacje), tak w Piki jak i w PIxl powodowata
podwyzszenie aktywnosci kinazowej tych polokinaz. Jest to
zatem nastepny dowdd na istotno$¢ fosforylacji odpowied-
niej treoniny dla aktywacji enzymatycznej polokinaz [26].

Aktywacja polokinazy Plx przez nadrzedng kinaze xPIkkl i
krytyczne fosfoepitopy polokinaz. W genomie Xenopus laevis
udato sie zidentyfikowaé nadrzedng kinaze aktywujaca
PIxl przez fosforylacje odpowiedniej kluczowej treoniny
PIxl. Te nadrzedng kinaze nazwano xPIkkl. Spokrewniona
Z nig pewna kinaza ssakow (SLK) ma takze pewng zdolnosé
do fosforylacji i aktywacji egzogennej Piki. Chociaz zmia-
ny jej aktywnosci w trakcie cyklu komdrkowego, w poréw-
naniu ze zmianami aktywnosci Piki sg niewielkie, jednak
uznaje sie jg za kinaze odpowiadajaca za aktywnos$¢ Piki u
ssakdw [26].Wedtug innych, pdzniejszych danych [51] PIxI
fosforylowana jest gtdwnie w czterech miejscach: na Ser-260
i Ser-326 na skutek autofosforylacji oraz na Thr-201 (przez
kinaze biatkowa A) i Ser-340 (przez kompleks Cdkl-cykli-
na B). Natomiast xPlkk fosforyluje gtéwnie Thr-210. Istotng
role moze odgrywac tez fosforylacja innych aminokwaséw
polokinazy, np. mutacja PIx, nasladujgca fosforylacje Serl28
(Ser 137 dla Piki), powoduje dalsze zwiekszenie aktywnosci
tej kinazy [26],

Jak sie wydaje w komorkach linii HelLa, Pik jest fosfory-
lowana gtéwnie w dwdch miejscach: w tym jedna to Thr210
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[50] lub na Serl37 i Thr210 [52], Stwierdzono, ze podmie-
nienie Serl37 lub Thr210 na kwas asparaginowy (Asp), na-
$ladujacy strukturalnie fosfoepitop, powoduje zwigkszenie
aktywnosci Pik. Co wiecej, ekspresja zmutowanego kon-
struktu, w ktérym zamiast Serl3 podstawiono Asp powo-
dowata zatrzymanie przebiegu cyklu komorkowego w fazie
S ze zduplikowanymi centrosomami, ktore jednak pozostajg
blisko siebie i nie tworzg dwubiegunowego wrzeciona. Po-
dobnie ekspresja Pik wraz z podmieniong Thr210 na kwas
asparaginowy powoduje zatrzymanie komoérek HelLa w
trakcie mitozy [52],

Rola biatek opiekuriczych (czaperonéw) w regulacji aktywnosci
polokinaz. Do zachowania aktywnosci polokinaz i uchronie-
nia ich przed degradacjg potrzebna jest ich interakcja z biat-
kiem opiekuinczym Hsp90. Hsp90 nalezy do rodziny silnie
konserwowanych ewolucyjnie biatek opiekuficzych obec-
nych u wszystkich Eukaryota, zwanych biatkami szoku ciep-
Inego (ang. heat shock protein). Interakcja biatek z Hsp90 pro-
wadzi do modulacji struktury biatek, przedtuza ich okres
pottrwania i utatwia ich interakcje np. kinazy CDK1 i polo-
kinazy [53], Ta interakcja odbywa sie na centrosomach i jest
niezalezna od obecnos$ci mikrotubul [53]. Podobnie Hsp90
gromadzi sie na centromerach chromatyny, takze nieza-
leznie od obecnosci mikrotubul wrzeciona mitotycznego
[54]. Zgodnie z oczekiwaniami, po zablokowaniu wigzania
polokinazy z Hsp90 specyficznym kompetycyjnym inhibi-
torem (laktacystyng), kinaza ta ulegata inaktywacji i szyb-
kiej degradacji [53]. Taka komdrka traktowana laktacystyng
zachowuje sie wtedy jak komérka mutanta nuli polokinazy
[33], co przejawia sie zar6wno w zitej segregacji centroso-
mow, jak i nieprawidtowym wrzecionem podziatlowym i
zaburzonym rozdziatem chromatyd. Zatem Hsp90, précz
ochrony Plks przed degradacjg, wptywa tez na aktywnos$é
tego enzymu [53],

Kluczowa rola poloboksu w zmianie lokalizacji polokinaz(y).
Nawet wtedy gdy zmutowana cze$¢ katalityczna Kkinazy
Pik nie funkcjonuje, a wiec kiedy jest to niefunkcjonalne
enzymatycznie biatko (ang. dead kinase), obecno$¢ odcinka
polobox wystarcza do przemieszczenia takiej defektywnej
polokinazy do centrosoméw, do zwigzania jej z Hsp90, z
translokacjg tego biatka z kinetochoréw do strefy srodkowej
wrzeciona w trakcie anafazy i do tzw. srédciatka (ang. mid-
body) w trakcie cytokinezy [4], Natomiast mutacja w regio-
nie domeny polobox, nie wptywajgca na aktywnos$¢ kinazo-
wa polokinazy, zar6wno w mysiej Ptk jak i u jej homologa
Cdc5 Saccharomyces cereirisiae uniemozliwiata funkcjonalng
komplementacje termosensytywnej mutacji polokinazy
cdc5-1 o prawidtowej budowie poloboksu ale nieczynnej
enzymatycznie. Ten wyjatkowy brak komplementacji w tym
przypadku wynika z nieprawidtowej lokalizacji w drozdzu
wiasnej nieczynnej polokinazy cdc5-1 i zmutowanych w po-
loboksach biatek Pik i Cdc5 [4],

ROLA POLOKINAZ(Y) W REGULACIJI
PRZEBIEGU CYKLU KOMORKOWEGO

Obecnie wiadomo, ze polokinazy biorg udziat w szere-
gu wydarzen waznych dla prawidtowego przebiegu cyklu
komorkowego [22], kontroli stabilizacji innych biatek i na
dyslokacje struktur [20,41,55]. A jednak najnowsze badania
[23,37] z uzyciem techniki RNAi wskazuja, ze gtéwng funk-
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cjg Piki jest nadanie dwubiegunowego charakteru wrzecio-
nu mitotycznemu (ang. bi-orientation of the mitotic spindle).
Okazato sie, ze inne niewatpliwe funkcje Piki moga by¢
kompensowane alternatywnymi mechanizmami, bo komor-
ki, w ktorych brakuje Piki jednak wchodzg w opdzniong
i niezbyt prawidtowg mitoze. A oto gtéwne etapy udziatu
polokinaz w kontroli przebiegu cyklu komérkowego.

POBUDZENIE SYNTEZY POLOKINAZ W INTERFAZIE

W wiekszosci typow komdrek w okresie interfazy nie ma
syntezy i aktywnos$ci gtdwnej polokinazy Piki, natomiast
PIk2 i PIk3 (zapewne ewolucyjnie wtornie) sg zalezne od ak-
tywacji komarki czynnikami wzrostu [16], W fazie G1 akty-
wacja czynnika transkrypcyjnego -forkhead- pobudza mie-
dzy innymi transkrypcje i synteze cykliny B i polokinaz(y),
a wiec biatek krytycznych dla wejscia komérek w mitoze
[12,56] (Rys. 4: sPLKI).

PUNKT KONTROLNY WEJSCIA KOMOREK W
REPLIKACJE DNA ORAZ PUNKT KONTROLNY
STYMULOWANY USZKODZENIEM W REPLIKACII
DNA (ANG. SDNA DAMAGE CHECKPOINT)

Ré6zne inhibitory replikacji DNA powoduja zatrzymanie
komoérek w fazie G1 zwigzanych z mechanizmem aktywacji
kaskady specjalnego typu kinaz wykonawczych z podrodzi-
ny kinaz NIMA-RK (ang. NIMA related kinases) znajdujacych
sie w jaderku [57], Uszkodzenia DNA, ktére moga wystapic¢
np. na skutek nieukonczenia replikacji DNA w fazie S, lub
tez pekania jednej lub dwéch nici DNA pod wptywem réz-
nych czynnikéw mutagennych takich jak czynniki chemicz-
ne (adriamycyna, hydroksymocznik), czy promieniowanie
y i UV, powodujg zatrzymanie przebiegu cyklu. Gtéwnymi
biatkami wykrywajacymi takie uszkodzenia w komdrkach
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a dPKL1
@ PLK1-Cdc25
}— PLK1-Chfr *

@ PLK1-p 53
PLK1- ATM |ATR

SPLK1
Rysunek 4. Gtéwne regulacje przebiegu cyklu komérkowego zwigzane z aktyw-
noscig polokinazy. Objasnienia stadiow wedtug Rys. 1. sSPLKI - stadium syntezy
i aktywacji polokinazy mitotycznej; PLKI-p53 i PLK1- ATM i ATR - zatrzyma-
nie (czerwony znak zatrzymania) przechodzenia do nastepnych stadiéw cyklu
przez aktywacje punktéw kontrolnych zwigzanych albo z obecnoscia inhibitorow
replikacji, albo z powstaniem uszkodzehn DNA w trakcie replikagi, PLKI-Chfr
- udziat polokinazy w aktywacji punktu kontrolnego wejscia w mitoze zwigzany
z aktywacja ligazy ubikwitylowej Chfr (czerwona strzatka); PLK1-Cdc25- gtow-
na funkcja polokinazy w aktywacji fosfatazy Cdc25 oraz regulacja dwubieguno-
wego charakteru wrzeciona mitotycznego (czerwone strzatki); PLKI-APC/C a0
- udziat polokinazy w aktywacji zmiany typu proteolizy w punkcie kontrolnym
przejscia od metafazy do anafazy (czerwony znak zatrzymania); dPLK - degra-
dacja proteolityczna wszystkich cyklin mitotycznych i polokinazy w okresie wy-
chodzenia komérek potomnych z mitozy.
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ssakow sg kinazy alarmowe ATM, ATR (ang. Ataxia Telen-
giactasis Mutated, i ATM-related kinase/RAD3) i Chkl (ang.
checkpoint kinase 1) zatrzymujace wejscie komorek w mitoze.
Aktywacja tego punktu progowego jest sprzezona, ale po-
$rednio, z inaktywacja polokinazy [61,62] (Ryc 4; PLKI-p53
i PLK1-ATM | ATR).

W komérkach ssakdéw Piki fosforyluje gtéwne biatko
supresorowe p53 i tgczy sie fizycznie z sekwencjami p53
wigzacymi DNA. Ten fizyczny kontakt Piki z p53 hamuje
funkcje proapoptotyczng tego czynnika transkrypcyjnego.
Natomiast PIk3 w komorkach ssakéw dziata w sposéb od-
wrotny. Biatko p53 jest wcigz aktywne po ufosforylowaniu
go przez PIk3 [42] i aktywuje synteze biatka p21, ktore jest
inhibitorem cyklu komérkowego.

Polokinaza uczestniczy w procesach reperacji uszkodzen
DNA. Reperacja wigze sie z przytgczeniem kompleksu bia-
tek do nici DNA w miejscu jego uszkodzenia [63,64].

PROG KONTROLNY ZWIAZANY Z AKTYWACIA
SCIEZKI STRESU | FUNKCJONOWANIA
TOPOIZOMERAZY Il W INTERFAZIE

Aktywacja tego punktu kontrolnego (Rys. 4: PLKI-Chfr)
zwigzana jest z roznymi stresami takimi jak stres osmotycz-
ny, stres zimna, czynniki zaktocajagce polimeryzacje mikro-
tubul lub uszkadzajagce DNA w jagdrze komorkowym i po-
woduje aktywacje ligazy ubikwitylowej Chfr (biatka z do-
meng forkhead i kofaktorem ring) [28,58], Punkt kontrolny
powoduje, ze komorki w stadium prometafazy z czeSciowg
kondensacja chromosomow, a nawet z aktywnymi kinaza-
mi cyklinozaleznymi (cykling A-cdk2 icykling B-cdkl) wra-
cajg z powrotem do stadium interfazy [59], Aktywne biatko
Chfr ubikwityluje polokinaze Piki i inaktywuje MPF [28].
W fazie G2 inhibitory funkcjonowania topoizomerazy Il w
jadrze nie dozwalajg na wejscie komdérek w mitoze przez
uruchamianie kinazy alarmowej ATR i inhibicje dziatania
polokinazy Piki. Jak sie okazato inhibitory topoizomerazy
Il oraz deacetylazy histonu takze aktywujg te Sciezke stre-
sowg [60],

Mechanizm adaptacji punktu kontrolnego przy dtogotrwatym
dziataniu stabej koncentracji czynnikéw uszkadzajacych repli-
kacje. W przypadku drozdzy wykryto, ze punkt kontrolny
zwigzany z uszkodzeniem DNA poczatkowo zatrzymuje
podziat komérek, podobnie jak w komérkach kregowcow,
ale po paru godzinach nastepuje adaptacja do obecnosci tych
uszkodzen. W tej adaptacji o nie znanym jeszcze mechani-
zmie, znowu kluczowg role odgrywa polokinaza (Cdc5) i
kazeinowa kinaza Il, bo brak tych dwoch kinaz powoduje
brak zdolno$ci do adaptacji komérek drozdzy zatrzyma-
nych na tym progu [65],

ROLA POLOKINAZ W REGULACIJI PUNKTU
KONTROLNEGO WEJSCIA W MITOZE

Aktywacja przejscia G2-M. Mozna wyrozni¢ kilka funkcji
polokinaz w przejsciu od G2 do M. Pierwszym warunkiem
wejscia komorek w mitoze jest zniesienie inhibicji aktyw-
nosci kompleksu cyklina B-CDK1, zwanego takze kom-
pleksem MPF (ang. mitosis promoting factor). Inhibicja MPF
odbywa sie przez fosforylacje na CDK1 (na thrl4 i tyrl5)
dwadch kluczowych aminokwaséw przez nadrzedne kina-
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zy (Mytl, Weel). Z kolei polokinaza (PIx komérek Xenopus)
dziata jako represor tych nadrzednych kinaz fosforylujac
nadrzedng kinaze jadrowg Mytl [1], Podobnie kinaza Weel
drozdzy podlega inhibicji pod wptywem Piki [14] (Ryc 4;
PLK1-Cdc25 i PLK1-bieguny mitotyczne).

Uaktywnienie i translokacja do jadra MPF wymaga nie
tylko zniesienia inhibicji przez Weel i Mytl kinazy, ale tak-
ze aktywnego zadziatania gtownej fosfatazy tyrozynowej
Cdc25C (Ryc 2; aktywacja fosfatazy Cdc25). Biatko Cdc25
jest fosfatazg dziatajacg antagonistycznie do nadrzednych
kinaz inhibujacych wejscie w mitoze (Mytl, Weel) usuwajac
reszty fosforanowe z thrl4 ityrl5 z MPF [44]. Rownoczes$nie
polokinaza fosforyluje cykline B na ser 147 znajdujacej sie w
sekwencji NES (ang. nuclear exsport signal), a to powoduje
zablokowanie mechanizmu wyrzucania kompleksu MPF z
terenu jadra. Oznacza to, dosy¢ przewrotnie, translokacje
cykliny B-CDK1 do jadra. Podobnie ssacza Piki fosforyluje
sekwencje NES na serynie 198 w fosfatazie Cdc25 co powo-
duje zmiane lokalizacji tej fosfatazy [6,39]. Aktywacji Cdc25
towarzyszy fosforylacja cze$ci aminoterminalnej enzymu.
Jest jednak kwestig sporng, czy istotnie te fosforylacje prze-
prowadza polokinaza, bo komorki pozbawione Piki jednak
wchodzity w prometafaze, a niektére z nich po okresowym
zatrzymaniu w tym stadium wchodzity w anafaze [23]. By¢
moze, ze do translokacji fosfatazy Cdc25 z cytoplazmy do
jadra potrzebne jest takze zniesienie wiazania tej fosfatazy
z biatkiem 14-3-3 stabilizujgcym jego lokalizacje w cytopla-
zmie. Wiadomo bowiem, ze biatka 14-3-3 wigzg sie z miej-
scami fosfoserynowymi réznych biatek regulujgc w ten spo-
séb ich funkcje. W przypadku Cdc25 cztowieka miejscem
wigzacym biatko 14-3-3 jest ufosforylowana seryna 216.
Defosforylacja tej seryny zachodzi w komdérkach w fazie M,
aréwniez wykazano, ze ta defosforylacja znosi wigzanie
biatka 14-3-3 do fosfatazy Cdc25 [39], W komdrkach Xenopus
aktywny MPF inicjuje kondensacje chromosomdw i rozpad
otoczki jadrowej w przypadku mitozy zwierzecej i roslinnej
(ale nie ma tego procesu w komoérkach drozdzy, glondw i
pierwotniakéw) oraz formowanie wrzeciona mitotycznego.

Rola polokinaz w wyodrebnianiu chromosoméw mitotycznych.
W komérkach Drosophila polokinaza wystepuje w okresie
interfazy jako $ladowe biatko na terenie cytoplazmy, a w
profazie pojawia sie w jadrze, a takze wystepuje na konden-
sujacych chromosomach w regionie centromeréw [5,54].
Rola polokinazy w wigzaniu kohezyn do zduplikowanej
nici DNA jest zwigzana z podjednostkg kohezyny (Sccl) od-
powiedzialng za potgczenie obu chromatyd we wczesnych
stadiach mitozy w drozdzach [50,66]. Dysocjacja kohezyn
od chromosomdéw w trakcie mitozy jest takze regulowana
przez polokinaze, ale nie wptywa na kondensacje chroma-
tyny i wigzanie kondensyn [23,67]. W komdrkach cztowie-
ka polokinaza (Piki) powodowala czeSciowg strate kohezji
chromatyd w profazie gdy jeszcze nie nastgpita degradacja
kohezyny SCC1. W profazie w obecnos$ci aktywnosci MPF
i NIMA kinaz drozdzy i u Aspergillus z kolei uaktywniajg
sie kinazy z rodziny Aurora. Ta kolejna kaskada aktywacji
jest bezposrednio skorelowana z fosforylacjg histonu H3 iz
kondensacjg chromosomoéw [11].

Rola polokinaz w tworzeniu biegunéw wrzeciona mitotycz-
nego i osiggniecia stadium metafazy. Centrosom (to znaczy
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podwdjna centriola i otaczajacy ja zespdt centrosomalnych
biatek peryferycznych) na ogot podlega duplikacji w fazie
S (Rys. 1; faza replikacji DNA). Kazda centriola stymuluje
powstanie drugiej nowej centrioli, a obydwa zespoty rekru-
tujg wokot siebie zespét biatek centrosoméw. Centrosom
petni w komérce funkcje centrum polimeryzacji mikrotu-
bul, w skrécie MTOC (ang. microtubule organizing center).
Aktywacja kinazy Plk2 (Snk) w okresie przejscia komérki z
fazy G1 do S jest niezbedna dla translokacji polokinazy do
centrosomoéw. Przemieszczenie CDK i polokinazy do cen-
trosomow jest konieczne dla ich duplikacji, a jest to takze
zwigzane z fosforylacja biatek centrosomu przez kompleks
cyklina E-CDK2 kinaza [68]. W fazie aktywnos$ci cykliny E-
CDKZ2, jeszcze przed inicjacjg replikacji DNA, polokinaza
Piki fosforyluje i stabilizuje lokalizacje kompleksu inicjuja-
cego mikrotubulogeneze w centriolach (na centrach nuklea-
cji tzw. y TuURC, ang. y-tubulin ring complex) [46]. W okresie
interfazy stosunkowo stabilne mikrotubule wychodzace z
centrosomu sg zwykle organizatorem rozmieszczenia orga-
nelli w komorce i tworzg szlaki transportu wewnatrz ko-
marki. Natomiast przed podziatem odbywa sie zmiana ich
funkcji - zanikajg mikrotubule interfazowe, a wytwarzaja
sie bieguny wrzeciona podziatowego. Jak sie wydaje caty
szereg innych biatek (w tym kinazy z grupy NIMA Kinaz)
sg niezbedne w procesie dojrzewania centrioli potomnej i
wytworzenia drugiego bieguna wrzeciona mitotycznego
[41,47,48] i powodujg przytaczenie kilku innych biatek to-
warzyszacych mikrotubulom [47,49].

Punkt kontrolny wrzeciona mitotycznego (ang. spindle check-
point). (Rye 4: PLKI-bieguny). W trakcie wczesnej mitozy
tworza sie dwa aktywne bieguny nukleujace wrzeciono
mitotyczne. Bieguny te sg zwigzane z otoczka jadrowa w
przypadku mitozy wewnatrz jadra drozdzy (ang. spindle
polar bodies), lub sg to cytoplazmatyczne centrosomy zawie-
rajagce dwie centriole w komdrkach zwierzecych, gdy otocz-
ka jgdrowa jest rozpraszana w trakcie wejscia do mitozy.
Zgodnie z oczekiwaniami komorki pozbawione genu piki
aktywujg punkt kontrolny tworzenia wrzeciona mitotycz-
nego ialbo nie wchodzg w podziat, albo tworzg wrzeciono
jednobiegunowe. Ale z drugiej strony, w drozdzach to na-
dekspresja genu plol powoduje nie tylko tworzenie wrze-
cion monopolarnych, ale stanowi réwniez punkt kontrolny
cyklu komorkowego [8], Komarki takie wykazujg niepra-
widtowg organizacje kinetochorow i sg zatrzymane w sta-
dium prometafazy ze skondensowanymi chromosomami
w mitozie jednobiegunowej. A wiec te na razie sprzeczne
wyniki bardzo dobrych doswiadczen wskazuja, ze zagad-
ka kontroli dwubiegunowego charakteru wrzeciona nie
jest jeszcze rozwiktana. Co wiecej, okazato sie, ze pewna
izoforma fosfatazy Cdcl4 (Cdcl4A) reguluje separacje cen-
trosomow i segregacje chomosomow [19], a wiec dziata na
stadium znacznie wczes$niejszym, niz inna izoforma Cdcl4
odpowiedzialna za proces wychodzenia komérek z mitozy
Rys. 2, cdcl4).

Polokinaza rowniez zapewnia fosforylacje biatkg zwigza-
nego z @tubuling [49] i prawidtowg lokalizacje i funkcjo-
nowanie biatek motorycznych typu kinezyn, ktére zawie-
rajg takze ,,destruction box" a wiec podlegajg ubikwitylacji
i proteolizie po aktywacji APC/cyklosoméw w anafazie.
Na przyktad kinezyna CHOI/MKLPI, ktora jest fosfo-
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rylowana przez Piki in vivo i in vitro jest przemieszczana
wraz z Piki do centralnej czesci wrzeciona mitotycznego
i do $rodciatka [69], Do mikrotubul wrzeciona kariokine-
tycznego przyczepiajg sie takze biatka motoryczne zdolne
po aktywacji do przesuwania sie po mikrotubulach wrze-
ciona albo w kierunku plus (+) spolaryzowanej mikrotubuli
(wiekszo$¢ kinezyn), lub w Kkierunku biegunéw minus (-)
(a wiec w kierunku biegundw biatka motoryczne z grupy
dynein). Niektore biatka centrosomu pozostajg na nim do
stadium telofazy i przytrzymuja konce minusowe mikro-
tubuli wokoto powierzchni centrosoméw. Polokinaza ak-
tywuje te biatka fosforylujac je, co umozliwia prawidtowe
ich funkcjonowanie [25,53] i zachowanie dwubiegunowego
charakteru wrzeciona [23], chociaz nie jest to juz niezbedne
dla wykonania prawidtowej cytokinezy [70].

Synchronizowane komoérki ssakéw pozbawione Piki
(technikg RNAI) nie tworza wyraznych i skupionych bie-
gunow wrzeciona mitotycznego, nie sg zwigzane z centro-
somami i nie przytrzymujg mikrotubuli wokoto biegunow.
A wiec polokinaza (Piki) jest potrzebna do wytworzenia
prawidtowego i funkcjonalnego wrzeciona z polokinaza
skondensowang w centrosomach lub biegunach wewnatrz-
jadrowego wrzeciona drozdzy [23]. Zastosowanie inhibito-
ra kinazy Aurora (hesperadyny), co stabilizuje potaczenia
pomiedzy kinetochorami i mikrotubulami powoduje, ze
komorki bez Piki jednak uzyskuja aktywacje APC/cykloso-
mow ale wtedy wychodza z mitozy bez segregacji chromo-
somoéw i bez cytokinezy [23]. Takie komdrki majg tendencje
do wchodzenia w apoptoze, a zjawisko to jest powszechne
w komorkach linii transformowanych nowotworowo po-
zbawionych genu piki [29],

Polokinazy biorg udziat we fragmentacji aparatu Golgiego. W
komaorkach linii ssakéw wykazano, ze w czasie mitozy od-
bywa sie rozdzielenie aparatu Golgiego pomiedzy dwie po-
wstajagce komorki potomne, a biatko Piki fosforyluje in vivo
C-koncowg cze$¢ biatka GRASP65 (ang. Golgi reassembly
stacking protein) zwigzanego z aparatem Golgiego (o0 masie
65 kDa), ktdre funkcjonuje w trakcie odtwarzaniu aparatu
Golgiego juz po podziale komorki. Wydaje sie, ze fosforyla-
cja tego biatka (jak tez innych biatek zwigzanych z aparatem
Golgiego) ma znaczenie dla fragmentacji aparatu Golgiego
w trakcie mitozy. Jednak aktywno$¢ samej Ptk nie wystar-
cza, aby stabilizowa¢ funkcjonowanie aparatu Golgiego i
jeszcze nie wiadomo jakie inne biatka sg niezbedne [55].

ROLA POLOKINAZ W PUNKCIE KONTROLNYM
PRZEJSCIA OD METAFAZY DO ANAFAZY

W trakcie przejscia metafazowo-anafazowego uaktyw-
nia sie proteoliza biatek zawierajgcych motyw "destruction
box" i prawdopodobnie biatek zawierajacych sekwencje
PEST, a wiec miedzy innymi cykliny A i E oraz samej po-
lokinazy (typu Piki), oraz biatka z grupy sekuryn [14,21]
(Rys. 4; PLKI-APC/Ca). Proteasomy interfazy i wczesnej
fazy mitozy sg aktywowane przez kompleks SCF (Rys. 2,
strzatka niebieska) i wobec tego cykliny nie sa degradowa-
ne. Jednakze proteasomy ufosforylowane zaréwno przez
kompleks MPF, jak i przez polokinaze wraz z kofaktorem
Cdc20/fizzy tworzg proteasomy anafazowe APC2 [7,21]
(Rys. 2, strzatka fioletowa) zdolne do degradowania wiek-
szo$ci cyklin i innych nowych substratow. Na role tego
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ufosforylowania proteasoméw przez polokinaze wskazuje
fakt, ze komérki HeLa poddane dziataniu inhibitora cha-
peronow, ktéry powoduje wtornie degradacje polokinazy
zostaja w cyklu mitotycznym zatrzymane na stadium me-
tafazy [53].

Degradacja sekuryny jako punkt kontrolny w przebiegu cyklu
komérkowego. Sekuryna (biatko Pdsl w drozdzach Saccharo-
myces cerevisiae, Cut 2 w Schizosaccharomyces pombe i homo-
logi Pdsl kregowcdw) jest inhibitorem wejscia komoérek w
anafaze [13]. Sekuryna staje sie jednak substratem protea-
somow typu APC X2i jest wiasnie wtedy degradowana
proteolitycznie. Sekuryna w profazie i w metafazie hamu-
je aktywno$¢ biatka Espl (Saccharomyces cerevisiae), czy tez
biatka Cutl (Schizosaccharomyces pombe), nazwanego sepa-
ryng albo separazg. Separaza jest biatkiem o aktywnosci
proteazy cysteinowej, ale poprzez jej zwigzanie z sekuryng
ten enzym jest nieaktywny we wczesnych stadiach mitozy.
Dopiero degradacja proteolityczna sekuryny umozliwia ak-
tywacje enzymatyczng separazy, ktéra rozcina pierScienie
kohezyn a to powoduje rozdziat chromatyd. Skoro siostrza-
ne chromatydy podczepione sg przez mikrotubule do prze-
ciwnych biegunéw wrzeciona mitotycznego to rozlepianie
centromerdw dziataniem separazy prowadzi do anafazowej
segregacji chromatyd. A wiec reasumujac, polokinazy po-
przez aktywacje APC/cyclosomdw witgczajg degradacje se-
kuryny ito wyzwala aktywno$¢ separazy i dwubiegunowy
rozdziat chromatyd [66].

ROLA POLOKINAZ W TELOFAZIE, CYTOKINEZIE I W
PRZEJSCIU KOMOREK POTOMNYCH W INTERFAZE

W trakcie anafazy (komorek embrionalnych Drosophila)
odbywa sie przemieszczanie sie aktywnej polokinazy z cen-
tromerdéw do centralnej cze$ci wrzeciona mitotycznego, a
nastepnie resztki pozostajg w tzw. $rddciatku tworzonym w
trakcie cytokinezy [42]. Ta translokacja obejmuje kompleks
biatek centromerowo-kinetochorowych w tym polokinaze,
kinaze Aurora, biatko BIR i biatko kinetochorowe INCENP
(ang. inner centrosomal protein). Aktywna polokinaza loka-
lizuje grupe biatek podrézujach w $srodkowym regionie
wrzeciona z przeciwstawnie skierowanymi mikrotubulami
wybiegajacymi z obu biegunéw tego wrzeciona i tworzy z
nich strukturalng przegrode [71].

Aktywna separaza zwalnia z jaderka druga gtéwng fo-
sfataze cyklu komoérkowego Cdcl4 inicjujaca telofaze i na-
stepne etapy przejscia komérek drozdzy przez cytokineze i
wyjscia z mitozy [18]. Uwolnienie fosfatazy Cdcl4 z jaderka
pozwala zdefosforylowa¢ kompleks biatek podrézujacych
we wrzecionie mitotycznym w okresie telofazy. W okre-
sie przejScia od anafazy do telofazy odbywa sie stopniowo
zmiana typu proteolizy przez proteasomy zdefosforylowa-
ne [7], ktore stajg sie proteasomami typu APC/C@HL(Rys. 2,
strzatka zotta). Powoduje to degradacje wszystkich typow
cyklin, w tym cykliny B, co powoduje kompletng inakty-
wacje cyklino-zaleznych kinaz. W tym okresie odbywa sie
takze ostateczna proteoliza biatka PLK1 oraz innych biatek
towarzyszacych mitozie (z motywem KEN)(Rys 4; dPLKI,
strzatka).
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Cytokineza. Cytokinezie towarzyszy ostateczny rozdziat
potomnych jader potaczonych zanikajacym wrzecionem
mikrotubuli rozciggajacym sie pomiedzy obydwoma bie-
gunami z biatkami podrézujgcymi z resztkowg polokinazg
[42], Udziat polokinazy w regulacji przebiegu cytokinezy
odnosi sie zaré6wno do proceséw wyboru miejsca podziatu
komorki [17], mechanizmu przemieszczania sie polokinaz i
biatek podrézujacych w trakcie telofazy i cytokinezy, jak tez
roli polokinaz w wychodzeniu ze stadium mitozy i osigga-
nia interfazy [44], Polokinaza (Cdc5 drozdzy paczkujgcych)
wchodzi w sktad mechanizmu MEN (ang. mitotic exit ne-
twork) warunkujacego zaréwno prawidtowe przemieszcze-
nie jednego bieguna wrzeciona mitotycznego do paczka, jak
tez przemieszczenia polokinazy do granicy pomiedzy pacz-
kiem a komdrka rodzicielska [72], Obecnos¢ funkcjonalnego
poloboksu warunkuje, ze w trakcie cytokinezy do pierscie-
nia aktynowego i towarzyszacego mu pierscienia polokina-
zy dotgcza trzeci pierscien struktur septynowych [72], O ile
cyklina B i sama Piki podlegajg proteolizie w telofazie, to
uwolniona z jaderka i aktywna fosfataza Cdcl4 po podziale
przemieszcza sie z powrotem do jaderka, a nastepnie pewna
frakcja tej fosfatazy stabilizuje interfazowy centrosom [19].

Zaburzenia przebiegu cytokinezy w komérkach z defektywna,
lub nieobecng polokinaza. Mutanty drozdzy Saccharomyces
pombe ze stratg funkcji biatka Plol powodowaty nie tylko
zatrzymanie si¢ komoérek na stadium przejscia z G2 do M
ze skondensowang chromatyng i monopolarnym wadli-
wym wrzecionem, ale takze wykazywaty liczne niefunk-
cjonalne zawigzki przegrod (septae). Takie komérki byty
zatrzymane w cytokinezie [8,44]. W tych drozdzach strata
funkcji biatka w mutantach plol powodowata zaburzenia w
determinacji miejsca podziatu komoérki [17]. Drozdze pacz-
kujgce pozbawione funkcjonalnej polokinazy Cdc5 przybie-
rajg ksztatt wrzeciona z jgdrami prawie rozdzielonymi, ale
potgczonymi cienkim mostem chromatyny z zaburzeniami
w przebiegu cytokinezy i licznymi zawigzkami sept. Brak
polokinazy powodowat brak tworzenia obragczki polokina-
zy na granicy pomiedzy tworzonym paczkiem i komdrka
rodzicielskg. Takie komorki tworzg liczne septy, a pacz-
ki maja zmieniony elipsoidalny ksztalt co sugeruje zmia-
ne strefy lokalizacji wzrostu i nie konczg cytokinezy [45],
Uzycie przeciwciat anty-septynom sugeruje, ze powstaniu
licznych sept towarzyszy zlokalizowanie polokinazy w tych
septach. Te komorki tworzyty takze dodatkowe pierscienie
aktynowe, a towarzyszyto temu wytworzenie licznych (a
nie tylko dwoch) biegunow wewngtrzjgdrowego wrzeciona
mitotycznego. Te dane wskazujg, ze cata domena polobok-
su wraz z koficem terminalnym C jest zwigzana z organiza-
cjg pojedynczych struktur pierscienia cytokinezy, z regula-
cja mapy wzrostu korteksu i przebiegiem samej cytokinezy
[44,45]. Inne mutanty komdrek ssakoéw z defektywnym re-
gionem poloboksu nie sg zdolne do prawidtowej orientacji
wrzeciona mitotycznego w komérce [44], Eliminacja genu
piki z genomow wykazata, ze obecnos$¢ polokinazy Piki jest
niezbedna dla ukonczenia mitozy komorek linii cztowieka i
paczkujacych drozdzy [14, 15]. Znakomitych publikacji na
temat roli polokinaz w cyklu komoérkowym Eukaryota jest
wiele. Coraz wiecej mamy wiadomosci, w jaki sposéb po-
lokinazy regulujg przebieg mitozy. Z badan tych wynika,
ze polokinazy sg wielokrotnie regulatorami poszczegélnych
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bardzo réznorodnych i kluczowych przemian w cyklu ko-
mérek eukaryotycznych (Rys. 4).
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An involvement of polokinases in control of progress of the cell-
cycle - the mechanism of transient translocation and formation
of an activated protein-protein complexes during mitosis

Janina Kaczanowska, Dominika Piwonska, Andrzej Kaczanowski

Institute of Zoology, Faculty of Biology, Warsaw Univesity, 1 Miecznikowa St., 02-096 Warszawa, Poland

e-mail: kaczan@ biol.uw.edu.pl

Key words: cell cycle, polokinases, PLK

ABSTRACT

Polokinases are a subfamily of the mitotic serine/threonine kinases involved in coordination of a run of mitosis of eukaryotic cells. The
main polo-like-kinase Ip (PLK1) is a passenger protein transiently localized to centrosomes, kinetochores and central spindle during mitosis
and is required for bi-orientation of the normal metaphase spindle. Its activity is regulated at the level of protein stability and by action of
upstream kinases, so that it peaks in metaphase and drops as cells exit mitosis. Regulation of location and activity of Plklp is bi-phasic: the
COOH terminal polo box domain binds to an array of mitotic phosphoproteins and followed by an allosteric conformation is activated to
phosphorylate many its substrates. These mode of action involves polokinases into critical transitions of the cell cycle phases, and in control
at some checkpoints of this cycle.
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Biatka 14-3-3 - rola w regulacji biosyntezy melatoniny

STRESZCZENIE

Bia+ka 14-3-3 to rodzina wielofunkcyjnych biatek wystepujacych w postaci homo- i hete-
rodimerow w organizmach eukariotycznych. Biatka te uczestniczg w regulacji wielu pro-
ceséw zachodzacych na poziomie komdérkowym, w tym biosyntezy melatoniny u kregow-
cow. Produkcja melatoniny przebiega w rytmie dobowym badz okotodobowym, uzyskujac
niskie wartosci w dzien a wysokie w nocy. W nocy, w komérkach syntetyzujacych melato-
nine (pinealocytach szyszynki i fotoreceptorach siatkéwki), dochodzi do wzrostu poziomu
cAMP i aktywnosci PKA, ktdra fosforyluje Thrali SerZs odpowiednio na koficu aminowym
i karboksylowym czasteczki N-acetylotransferazy serotoninowej (AANAT; kluczowego en-
zymu regulacyjnego w szlaku biosyntezy melatoniny). Ufosfcrylowany enzym taczy sig¢ z
biatkami 14-3-3. Utworzenie kompleksu pAANAT/14-3-3 z jednej strony stabilizuje biatko
enzymatyczne i ochrania je przed degradacja, a z drugiej wywotuje zmiany allosteryczne
prowadzace do zwiekszenia jego aktywnos$ci. Spadek pozioméw cAMP w dzien lub pod
wptywem ekspozycji na $wiatto w nocy, pocigga za sobag przewage procesu defosforylacji
biatka AANAT nad procesem jego fosforylacji przez kinazy PKA. Nieufosforylowane biatko
AANAT oddysocjowuje od dimeru 14-3-3 i podlega proteosomalnej proteolizie. Dynamiczna
réwnowaga pomiedzy procesami aktywacji/stabilizacji i degradacji czasteczek AANAT op-
tymalizuje natezenie produkcji melatoniny.

BIALKA RODZINY 14-3-3
BUDOWA | FUNKCJA

Biatka 14-3-3 nalezg do rodziny wielofunkcyjnych biatek o m. cz. okoto 30
kDa, ktore wystepuja w postaci homo- lub heterodimeréw w komorkach eu-
kariotycznych. Nazwa rodziny pochodzi od wzoru migracji jej przedstawicieli
otrzymanego przy zastosowaniu dwoch metod: dwukierunkowej chromatogra-
fii cienkowarstwowej z wykorzystaniem DEAE-celulozy oraz elektroforezy w
zelu skrobiowym. W genomie cztowieka wykazano obecno$¢ siedmiu genow
(a takze szeregu potencjalnych pseudogenéw) kodujacych odrebne izoformy
biatek 14-3-3: 3y, £ 1[,0, i (0) i ¢ ktére nazwano zgodnie z kolejnoscig ich wy-
ptywania z kolumny podczas rozdziatu z wykorzystaniem wysokoci$nieniowej
chromatografii cieczowej z odwrécong faza. Ponadto, izoformy @i § wyizolo-
wano w postaci ufosforylowanej i nadano im odpowiednio nazwy a i 6 [1,2].
Wymienione izoformy biatek 14-3-3 wystepuja u réznych gatunkéw ssakoéw, a
takze u innych gromad kregowcéw. Obecno$¢ odpowiednikow biatek rodziny
14-3-3 ssakow wykazano u ro$lin, u ktérych wystepuje dziesie¢ izoform 14-3-
3, natomiast tylko po dwie izoformy zidentyfikowano u drozdzy, nicieni, owa-
dow, ptazéw [3,4]. Pomimo tak duzej r6znorodnosci, wszystkie znane izoformy
biatek 14-3-3 charakteryzujg sie wysokim stopniem homologii strukturalnej. W
szczegodlInosci, regiony zachowane ewolucyjnie wystepujg w obszarze dimeryza-
cji biatka oraz wyscielajg tzw. kanat wigzania przez dimer 14-3-3 jego biatkowe-
go liganda [3,5,6]. Biatka 14-3-3 wystepujg gtéwnie w cytosolu, a takze w btonie
komoérkowej ijadrze komdrkowym [5,7],

Cztonkowie rodziny 14-3-3, wystepujagcy w organizmach ssakéw, moga od-
dziatywac¢ z ponad 200 biatkami nalezagcymi do r6znych grup funkcjonalnych,
w tym z kinazami biatkowymi (np. kinaza C, kinazag B-Raf, zalezng od wapnia
i kalmoduliny kinazg lekkiego tancucha miozyny, MEKKI, MEKK2, MEKK3),
fosfatazami (Cdc25A, Cdc25C, fosfatazg tyrozyny), receptorami (np. receptorem
jadrowym Nur77, podjednostkg 2A receptora NMDA, receptorami 3, 5i 9 in-
terleukiny, receptorem glikokortykosteroidéw, receptorem GABA, receptorem
cg-adrenergicznym), biatkami G iich regulatorami (np. fosducyng, RGS3, RGS5),
biatkami regulujgcymi apoptoze (np. BAD, ASK I, A20), czynnikami transkryp-
cyjnymi i biatkami jadrowymi (np. p53, TAZ, deacetylazg histonu HDACA4,
HDACS5 i HDACY7, czynnikami transkrypcyjnymi NFAT, Msn2p, Msn4p), biat-
kami strukturalnymi i cytoszkieletu (np. Tau, wimentyng, keratyng), enzymami
zaangazowanymi w synteze i metabolizm biatek, kwasdw nukleinowych, we-
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glowodanéw i ttuszczy, biatkami transportowymi, biatka-
mi odpowiedzialnymi za dynamike zmian aktyny [3,6,8],
Przedstawiciele tej ,,wszedobylskiej" rodziny sg wigczeni
w kontrole cyklu komérkowego, regulacje réznicowania i
proliferacji, kontrole organizacji chromatyny, kontrole me-
tabolizmu komorkowego, inicjacje lub hamowanie apop-
tozy, plastyczno$¢ neuronaing, synteze i uwalnianie neu-
roprzekaznikow, regulacje funkcji receptoréow, aktywnos$¢
kanatow jonowych, transdukcje sygnatu, w tym réwniez fo-
totransdukcje, transport biatek. Biatka 14-3-3 modulujg ak-
tywnosc¢ katalityczng biatek (efekt allosteryczny), z ktérymi
tworza kompleksy [3,7-11]. Ekspresja tkankowa poszczegdl-
nych izoform biatek 14-3-3 wykazuje duze zréznicowanie w
zaleznosci od wieku, a takze ulega zmianom w odpowiedzi
na uszkodzenie tkanki [6], W diagnostyce wykrycie biatek
14-3-3 w ptynie rdzeniowo-mb6zgowym jest stosowane jako
wskaznik niektérych chordob neurodegeneracyjnych, np.
choroby Creutzfelda-Jakoba oraz encefalopatii gabczastej
bydta [12,13],

Badania rentgenograficzne i krystalograficzne wykazaty,
ze biatka 14-3-3 wystepujg w postaci homo- lub heterodime-
row, ktérych tworzenie ma kluczowe znaczenie dla biolo-
gicznej aktywnosci biatek 14-3-3 [5]. Mechanizm procesu
dimeryzacji nie zostat w petni wyja$niony. Kazdy monomer
sktada sie z dziewieciu Scisle upakowanych przeciwréw-
nolegtych a helis (oznaczonych literami A-1), oddzielonych
krotkimi petlami. Do powstania dimeru prowadzi interak-
cjapomiedzy aminokwasami N-konca (5-21) jednego mono-
meru (petla A-B) i aminokwasami N-konca (58-89) drugie-
go monomeru (petla C-D) (Rys. 1A). Aminokwasy uczest-
niczace w tworzeniu dimeru sg zachowane ewolucyjnie u
wszystkich biatek rodziny 14-3-3. Pozostate pie¢ helis (E-),

i

/-

COOH
DIMERYZACJA

N\

COOH

Rysunek 1. Schemat struktury monomeru biatka 14-3-3 (wyjasnienia w tekscie): A
- miejscamonomeru zaangazowane w tworzenie dimeru; B- struktura monome-
ru 14-3-3 widziana z boku, ktéra ksztattem przypomina szpon.
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zbudowane z C-koricowych aminokwasdw, jest potozonych
pod katem prawie 90°w stosunku do powierzchni utworzo-
nej przez petle A-B i C-D. Powstaly dimer widziany z boku
przypomina ksztattem szpon (ang. claw) z wklestym row-
kiem (Rys. IB). Innym czesto spotykanym opisem dimeru
biatek 14-3-3 jest poréwnanie go do miseczki [5]. Zaréw-
no N-koniec jak i C-koniec kazdego z monomerdw tworzy
rowek, ktérego wewnetrznie utozone w ksztatt podkowy
aminokwasy uczestniczg w tworzeniu potgczed z innymi
biatkami poprzez oddziatywania amfipatyczne. Struktura
pierwszorzedowa aminokwasoéw tworzgcych ujemnie na-
tadowany rowek jest wysoce zachowana ewolucyjnie, w
odroznieniu do sekwencji zewnetrznie potozonych amino-
kwasdw w pozycjach 9-16. Wystepujgca wsérdd nich duza
zmiennos$¢ prawdopodobnie odpowiada za liczbe istnieja-
cych kombinacji homo- lub heterodimerow oraz nadaje spe-
cyficzno$¢ dziatania powstatym dimerom [3-5,10]. Kazdy
monomer wchodzacy w sktad dimeru ma zdolno$¢ do wig-
zania ufosforylowanego biatka. Oznacza to, ze jeden dimer
jednocze$nie moze tgczy¢ sie z dwoma miejscami tego sa-
mego biatka lub z dwoma réznymi biatkami [3,4,10]. Pomi-
mo, ze czasteczki niektérych biatek moga tgczy¢ sie tylko
z jednym miejscem w dimerze 14-3-3, to przypuszcza sie,
ze tylko podwdjne potagczenie tworzy w petni stabilny kom-
pleks [6], Ze wzgledu na oddziatywania pomiedzy a-helisa-
mi czgsteczka 14-3-3 jest bardzo sztywna i ulega niewielkim
zmianom w nastepstwie przytgczenia biatka.

MIEJSCA ROZPOZNAWANE PRZEZ DIMER 14-3-3

Wiele biatek tworzacych kompleksy z przedstawiciela-
mi rodziny 14-3-3 posiada charakterystyczny motyw R(S/
Ar)(+)pSXP badz RX(Ar)(+)pSXP, gdzie pS oznacza fosfose-
ryne, S - seryne, R - arginine, P - proling, Ar -aminokwas
aromatyczny (gtéwnie tyrozyne lub fenyloalaning), X -
dowolny aminokwas, a ,,+" zasadowy aminokwas. Amino-
kwasy czesto wystepujace po fosfoserynie to leucyna, kwas
glutaminowy, alanina lub metionina. W niektérych biatkach
w miejscu seryny wystepuje ulegajagca fosforylacji treonina
[3,5,10,14]. Mozliwe jest rowniez tworzenie komplekséw
dimerow 14-3-3 z nieufosforylowanymi biatkami (np. Cd-
c25B) czy modyfikowanymi peptydarni. W przypadku nie-
ufosforylowanych biatek tworzacych potaczenia z biatkami
14-3-3 sadzi sie, ze muszg one posiada¢ motyw [RSX( 4]
lub tzw. palec cynkowy [4,5,15,16]. Grupa fosforanowa fo-
sfopeptydu tworzy wigzania jonowe i wodorowe z trzema
zasadowymi aminokwasami, ktére wystepujg we wszyst-
kich biatkach 14-3-3, tj. Lys® Arg%i Arg1Z, oraz dodatkowo
wigzanie z TyrIB W biatkach wchodzgcych w interakcje z
dimerem 14-3-3 jedno z dwdch miejsc podlegajacych fosfo-
rylacji i wigzacych sie z 14-3-3 jest miejscem dominujgcym,
od ktorego zalezy utworzenie stabilnego kompleksu biat-
ko/14-3-3. Wykazano, ze w przypadku braku tego miejsca
(mutacja punktowa) badz jego wystepowania w formie nie-
ufosforylowanej, drugie miejsce jest zbyt stabe, aby zapew-
ni¢ stabilne potaczenie z dimerem 14-3-3. Jednym z pierw-
szych biatek, dla ktérego szczegétowo okreslono przebieg
interakcji z biatkami 14-3-3 i fizjologiczne nastepstwa tej in-
terakcji byta N-acetylotransferaza serotoninowa, kluczowy
enzym regulacyjny w szlaku biosyntezy melatoniny.
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MELATONINA - ENDOGENNY PRZEKAZNIK
SYGNALU FOTOPERIODYCZNEGO

Wiele procesé6w zyciowych w organizmach prokario-
tycznych ieukariotycznych przebiega w sposéb rytmiczny.
Sposrod roznorodnych rytmoéw biologicznych najlepiej opi-
sane i poznane sa rytmy okotodobowe, regulowane przez
endogenne zegary biologiczne. U kregowcéw waznym
endogennym koordynatorem rytmow biologicznych jest
melatonina (nazywana przez niektérych badaczy hormo-
nem ciemnos$ci), ktéra petni w organizmie role swoistego
biochemicznego zegara i role biochemicznego kalendarza
[17-19], Biosynteza melatoniny przebiega w zaleznym od
warunkow oswietlenia srodowiska rytmie dobowym badz
okotodobowym regulowanym przez endogenny oscylator.
Niezaleznie od trybu zycia jaki prowadzg zwierzeta dane-
go gatunku (dzienny, nocny czy mieszany), wytwarzanie
melatoniny jest najwyzsze w nocy, a najnizsze w dzien.
Ekspozycja na Swiatto w nocy prowadzi do gwattownego
obnizenia zawartosci melatoniny. Nalezy podkresli¢, ze
sygnat melatoninowy jest zawsze dodatnio skorelowany z
dtugoscig nocy [17-19],

U kregowcow gtownym zrédiem ustrojowej melatoniny
jest szyszynka i, w mniejszym stopniu, siatkdwka [18]. Me-
latonina powstaje réwniez w przewodzie pokarmowym, ale
w przeciwienstwie do hormonu zsyntetyzowanego w szy-
szynce i siatkdwce, synteza melatoniny jelitowej nie podle-
ga kontroli ze strony zegara biologicznego, a jej rola w orga-
nizmie pozostaje nie do konca wyjasniona [20], Melatonina
jako zwigzek wysoce lipofilowy nie jest magazynowana w
miejscach syntezy. Melatonina powstata w szyszynce jest
pulsacyjnie uwalniana do krwiobiegu i ptynu mézgowo-
rdzeniowego, a nastepnie dociera do wszystkich narzgdéw
organizmu, gdzie wywiera swoje dziatania biologiczne.
Melatonina wptywa na okotodobowe rytmy sen-czuwanie,
zmiany temperatury ciata i rytmike przyjmowania pokar-
moéw, oraz na sezonowe zmiany poziomow prolaktyny w
osoczu i aktywnosci rozrodczej zwierzat, koloru i gestosci
sieréci, oraz na hibernacje [18,21], Sugeruje sie rowniez, ze
melatonina posiada dziatanie immunostymulujace i onko-
statyczne [22,23]. Zwigzek zastosowany w wysokich steze-
niach/dawkach dziata przeciwutleniajgco (zwiekszajac ak-
tywnos$¢ dysmutazy nadtlenkowej, peroksydazy glutationo-
wej i reduktazy glutationowej) i unieczynnia wolne rodniki
[24,25]. Badania przeprowadzone na siatkéwkach réznych
gatunkdw kregowcow wykazaty, ze zsyntetyzowana w tej
tkance melatonina petni role lokalnego regulatora proceséw
fizjologicznych zachodzacych w obrebie oka, zaleznych od
warunkéw oswietlenia i rytmu dobowego badz okotodobo-
wego: fototropowych ruchdw adaptacyjnych fotorecepto-
row i agregacji ziarnistosci melaniny w nabtonku barwni-
kowym siatkéwki (nizsze kregowce), fagocytozy szczy-
towych fragmentow segmentéw zewnetrznych precikéw
zawierajgcych dyski i obrotu bton komdrek fotoreceptoréw,
a takze syntezy i uwalniania dopaminy [26,27], Melatonina
zwieksza zdolno$¢ percepcyjng siatkéwki i utatwia widze-
nie w warunkach stabego oswietlenia, a u ptakéw integruje
i moduluje informacje wzrokowag [26-28].

Melatonina (N-acetylo-5-metoksytryptamina) jest syn-
tetyzowana z aminokwasowego prekursora L-tryptofanu
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przy udziale czterech enzymoéw: hydroksylazy tryptofa-
nowej (TPH; EC 1.14.6.4), dekarboksylazy aromatycznych
aminokwasow (AAAD; EC 4.1.1.28), N-acetylotransferazy
serotoninowej  (N-acetylotransferazy aryloalkiloamino-
wej, AANAT; EC 2.3.1.87) oraz hydroksyindolo-O-metylo-
transferazy (HIOMT; EC 2.1.1.4). O natezeniu biosyntezy
melatoniny decyduje przede wszystkim AANAT. Zmiany
w aktywnosci AANAT (bedace gtownie odzwierciedleniem
zmian w iloSci biatka enzymatycznego) przebiegajg row-
nolegle do zmian zawarto$ci melatoniny. Z uwagi na role
jaka AANAT odgrywa w kontroli rytmicznej biosyntezy
melatoniny jest on nazywany enzymem rytmu melatoniny.
Wysoka aktywno$¢ enzymu w nocy prowadzi do powsta-
nia duzych ilosci N-acetyloserotoniny, ktora przy udziale
HIOMT (aktywno$¢ tego enzymu nie wykazuje istotnych
réznic w ciggu doby) jest przeksztatcana do melatoniny. Z
kolei w dzien, niska aktywno$¢ AANAT pocigga za sobg
spadek produkcji N-acetyloserotoniny i, w konsekwencji,
spadek produkcji hormonu. Poziom biatka AANAT zalezy
z jednej strony od stopnia jego syntezy, a z drugiej - de-
gradacji. W obu tych procesach wazng role przypisuje sie
zmianom w wewnatrzkomdrkowym stezeniu cyklicznego
3',5'- adenozynomonofosforanu (cCAMP). U zwierzat kopyt-
nych, matp naczelnych i niektérych gatunkéw ryb kostno-
szkieletowych, u ktérych ekspresja mMRNA-AANAT ulega
stosunkowo matym zmianom w ciggu doby, rozpad biatka
jest podstawowym mechanizmem regulujagcym aktywnos¢
AANAT [29-31]. Proteosomalna proteoliza odpowiada tak-
ze za szybki (t12okoto 3 min) spadek poziomu i aktywnosci
AANAT pod wptywem swiatta [31-35], Z kolei u gryzoni, u
ktorych réznice pomiedzy nocnymi a dziennymi pozioma-
mi MRNA-AANAT sg bardzo wysokie (ponad stukrotne)
aktywno$¢ AANAT zalezy zaréwno od stopnia syntezy jak
irozpadu czasteczek enzymu [20,36,37]. W regulacji aktyw-
nosci enzymu kluczowg role odgrywajg biatka 14-3-3; za-
gadnienie to jest przedmiotem tego artykutu.

BUDOWA N-ACETYLOTRANSFERAZY
SEROTONINOWEJ, POWSTAWANIE
KOMPLEKSU pAANAT/14-3-3

1 JEGO ROLA W REGULACIJI
AKTYWNOSCI ENZYMU

Momentem przetomowym w badaniach nad regulacja
biosyntezy melatoniny byto sklonowanie cDNA dla biat-
ka AANAT oraz poznanie jego sekwencji aminokwasowej
[30,38], U kregowcéw AANAT jest rozpuszczalnym biat-
kiem cytosolowym zbudowanym z 203-207 reszt amino-
kwasowych (m.cz. » 24 kDa), natomiast AANAT drozdzy
sktada sie z 191 reszt aminokwasowych (m.cz. ~ 23 kDa);
obie grupy biatek charakteryzuje wysoki stopien homologii
w obrebie 165-aminokwasowej centralnej czesci katalitycz-
nej [30,36,39]. Poznanie struktury pierwszorzedowej biat-
ka AANAT umozliwito przyporzgdkowanie enzymu do
licznej nadrodziny N-acetylotransferaz spokrewnionych z
GCN5 (GNAT). Wymiennie stosuje sie takze nazwe nadro-
dzina z motywem A/B; nazwa ta pochodzi od dwéch za-
chowanych ewolucyjnie miejsc, tzw. motywu A i B (Rys. 2),
wystepujacych w kieszeni wigzacej acetylokoenzym A. En-
zymy nadrodziny GNAT wykorzystujg acetylokoenzym
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy budowe N-acetylotransferazy serotonino-
wej

A jako jedyne zrédto grup acetylowych i katalizuja reakcje
acetylacji aryloalkiloamin, histonéw oraz antybiotykéw
aminoglikozydowych. AANAT nalezy do grupy enzymow
acetylujagcych wytgcznie aryloalkiloaminy (np. serotonine,
tryptamine) [38], W czasteczce AANAT wyroznia sie naste-
pujace domeny funkcjonalne: centrum katalityczne, w sktad
ktéorego wchodzi bogata w reszty histydynowe domena
katalityczna, obszar wigzania acetylokoenzymu A i obszar
wigzania aryloalkiloamin oraz dwa miejsca fosforylacji ka-
talizowanej przez kinaze biatkowg zalezng od cAMP (PKA),
Thrana N-koncu i Ser@bna C-koncu (Rys. 2) [40]. Miejsca
fosforylacji PKA stanowig jednocze$nie miejsca wigzania
AANAT z biatkami 14-3-3 [41,42], Ponadto na N-koncu cza-
steczki biatka enzymatycznego znajduje sie lizyna (Lys10,
z ktéra najprawdopodobniej wigze sie ubikwityna [38,39].
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Obecno$¢ w tych samych regionach czasteczki AANAT
miejsc fosforylacji/przytagczenia dimeru 14-3-3 (motyw
PKA/14-3-3) oraz lizyny sugeruje, ze moga one by¢ zaan-
gazowane w degradacje proteolityczng enzymu zalezng od
cAMP [36,40]. Sposrdd wszystkich cztonkéw nadrodziny
GNAT tylko AANAT wigze sie z biatkami 14-3-3 [39],

Precyzyjne badania przeprowadzone na pdisyntetycz-
nych biatkach AANAT (do syntezy ktérych wykorzystano
fragmenty AANAT z szyszynki owcy) wykazaty, ze dimer
14-3-3 tworzy wiazania z aminokwasami AANAT znajdu-
jacymi sie w pozycjach 24-39 oraz 192-207, wsréd ktérych
znajduja sie aminokwasy fosforylowane przez PKA [41,42].
Usuniecie aminokwasOw 24-39 z czasteczki AANAT unie-
mozliwiato potagczenie sie biatka z 14-3-3 [41,43], Potozony
na N-koAcu AANAT ufosforylowany motyw RRHpTLP
(tzw. motyw PKA/14-3-3, w ktérym R oznacza arginine,
H - histydyne, pT - ufosforylowang treonine, L - leucyne,
a P - proling), wystepujagcy w pozycji 28-33, odgrywa do-
minujgca role w wigzaniu czasteczki enzymu z 14-3-3 [41].
W obrebie RRHTLP mozna wyr6zni¢ tzw. motyw PKA
(sekwencja RRHT), w ktérym Thr3 (T3) ulega fosforylacji
katalizowanej przez PKA [41]. Wykazano, ze mutacja Thrd
—>Ala3lzapobiega indukowanemu przez forskoline (bezpo-
$redniego aktywatora cyklazy adenylanowej) zwigkszeniu
aktywnos$ci AANAT [30,41], Drugie miejsce rozpoznawane
przez dimer 14-3-3 znajduje sie na C-koncu AANAT. W ob-
szarze tym nie wystepuje jednakze motyw PKA/14-3-3, a
fosforylacji zaleznej od PKA ulega Serdh ktora jest réGwniez
miejscem przytaczenia czasteczki 14-3-3. Zamiana Ser2b—»
GluZb lub SerZb—+ AlaZb zapobiegata zaleznej od cAMP
aktywacji enzymu [41,42]. Dwupunktowa mutacja (Thrd
i Serdp catkowicie uniemozliwiata potaczenie AANAT z
14-3-3 [42], Obecnos¢ w komérkach nieufosforylowanych i
ufosforylowanych form AANAT wskazuje na jednoczesny
przebieg proceséw fosforylacji i defosforylacji biatka enzy-
matycznego. Wykazano ponadto, ze defosforylacja AANAT
moze réwniez wystepowac podczas przygotowywania ho-
mogenatow tkankowych, co z kolei moze w istotny sposéb
zmniejsza¢ poziom mierzalnej doswiadczalnie aktywnosci
enzymu [42], Badania przeprowadzone przez zespoty D.C.
Kleina (NIH, Bethesda, USA) i P.A. Cole (Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore, USA) wykazaty,
ze w skiad komplekséw ufosforylowane biatko AANAT-
dimer 14-3-3 (pAANAT/14-3-3) wchodzg tylko okreslone
izoformy biatka 14-3-3, tj. £,y i ~ oraz prawdopodobnie tak-
ze pi0 [7,41],

Warunkiem koniecznym do powstania kompleksu pA-
ANAT/14-3-3 jest katalizowane przez PKA ufosforylowa-
nie czasteczki enzymu w dwoch miejscach, tj. Thrd i SerZb
[42], Kompleks pAANAT/14-3-3 tworzy jedna czasteczka
AANAT 1tgczaca sie z jednym dimerem 14-3-3 [10,41,43].
Wielokrotnie wyzsze powinowactwo 14-3-3 do ufosforylo-
wanej Thr3 niz SerZbwskazuje na dwuetapowe powstawa-
nie kompleksu pAANAT/14-3-3. Na poczatku do dimeru
14-3-3 przytacza sie N-koniec biatka pAANAT konieczny
do powstania kompleksu, tzw. ,,str6z" (ang. gatekeeper) wig-
zania. Zwigzanie sie tego fragmentu pAANAT z biatkiem
14-3-3 jest niezbedne po to, aby w kolejnym etapie mogto
nastapi¢ przytaczenie C-konca enzymu [42,44] (Rys. 3).
Uwaza sie, ze jedynie przytaczenie sie dimeru 14-3-3 do
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dwoch miejsc pAANAT w petni stabilizuje i ochrania pA-
ANAT, uniemozliwiajac dostep do niego innym enzymom,
w tym fosfatazom [41,43], W sytuacji, gdy pAANAT zwig-
zany jest z dimerem 14-3-3 tylko w jednym miejscu moze
zachodzi¢ proces wolnej proteolitycznej degradacji enzymu
[39,41,42] (Rys. 3).

Powstanie kompleksu pAANAT/14-3-3 powoduje po-
nadto zmiane konformacyjnag biatka enzymatycznego, w
wyniku ktérej dochodzi do stabilizacji kieszeni wigzacej
aryloalkiloaminy oraz miejsca wigzania acetylokoenzymu
A. Z kolei ponad 10-krotne zmniejszenie statej powinowa-
ctwa (Knm enzymu do substratow pocigga za sobg nasilenie
przebiegu reakcji katalizowanej przez AANAT, a powsta-
fa w duzych ilosciach N-acetyloserotonina jest dalej prze-
ksztatcana do melatoniny [41], Spadek warto$ci Kmttuma-
czy takze, dlaczego w nocy, pomimo obnizenia poziomu
serotoniny w szyszynce (nawet o 95%) [39], produkcja me-
latoniny pozostaje na wysokim poziomie.

Jedng z charakterystycznych cech uktadu generujgcego
melatonine jest jego wrazliwo$¢ na Swiatto. W badaniach
przeprowadzonych na réznych gatunkach zwierzat oraz
na ludziach wykazano, ze ekspozycja na Swiatlo w nocy,
a zatem wowczas gdy natezenie produkcji melatoniny jest
wysokie, powoduje spadek aktywnosci AANAT izawarto-
$ci melatoniny w szyszynce i siatkowce [18]. Molekularne
procesy lezace u poditoza tego zjawiska nie zostaty w petni
wyjasnione. Obecnie uwaza sig, ze Swiatto uruchamia ka-
skade proceséw, w ktorej jednym z pierwszych etapéw jest
obnizenie wewngtrzkomdrkowego stezenia CAMP, zarow-
no w szyszynce jak i siatkéwce [30,31,34-36]. Spadek aktyw-
nosci PKA pocigga za sobg przewage procesu defosforylacji
biatka AANAT nad procesem jego fosforylacji. Ostatnio wy-
kazano, ze bodziec Swietlny obniza o okoto 20% ilos¢ ufo-
sforylowanych form AANAT, zaréwno w pozycji Thr3jak
i Serdb[42], Nieufosforylowane biatko AANAT oddysocjo-
wuje od dimeru 14-3-3 i przypuszczalnie po ubikwitylacji
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lizyny w pozycji 10 ulega proteosomalnej proteolizie (Rys.
3) [30,36,40-42]. Spowodowany degradacjg spadek AANAT
jest dodatkowo pogtebiany w wyniku zahamowania zalez-
nej od cAMP ekspresji genu Aanat [30, 34, 36, 40, 42].

PODSUMOWANIE

Biatka rodziny 14-3-3 wystepujace w krélestwie Eukaryota
sg niezbedne do prawidtowego przebiegu wielu proceséw
zachodzgcych w komdrce. AANAT, kluczowy enzym regu-
lacyjny w szlaku biosyntezy melatoniny, jest klasycznym
przyktadem biatka, ktérego poziomy i aktywno$¢ znajduja
sie pod kontrolg biatek 14-3-3. Oscylujace w rytmie dobo-
wym bagdz okotodobowym zmiany w aktywnos$ci AANAT
powodujg rytmiczne zmiany w stezeniach melatoniny kra-
zacej we krwi, ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz obecnej
w oku. W nocy dochodzi do wzrostu poziomu cAMP w
komaérkach syntetyzujagcych melatonine (pinealocytach szy-
szynki i fotoreceptorach siatkoéwki) i wzrostu aktywnosci
PKA, ktéra fosforyluje Thrali Serdg odpowiednio na koncu
aminowym i karboksylowym czasteczki AANAT. Ufosfory-
lowany enzym taczy sie z biatkami 14-3-3. Utworzenie kom-
pleksu pAANAT/14-3-3 z jednej strony stabilizuje biatko
enzymatyczne i zabezpiecza je przed degradacja (prawdo-
podobnie poprzez uniemozliwienie ubikwitylacji enzymu),
a z drugiej wywotuje zmiany allosteryczne prowadzace do
zwiekszenia jego aktywnosci. Spadek pozioméw cAMP
w dzien lub pod wptywem ekspozycji na $wiatto w nocy,
pocigga za sobg przewage procesu defosforylacji biatka
AANAT nad procesem jego fosforylacji przez kinazy PKA.
Nieufosforylowane biatko AANAT oddysocjowuje od dime-
ru 14-3-3 i podlega proteosomalnej proteolizie. Dynamiczna
rbwnowaga pomiedzy procesami aktywacji/stabilizacji i
degradacji czasteczek AANAT optymalizuje natezenie pro-
dukcji melatoniny i umozliwia petnienie przez hormon jego
podstawowej roli fizjologicznej - koordynatora rytmow bio-
logicznych.

Stabilizacja i ochrona biatka AANAT przez
biatko 14-3-3

e

DZIEN“ DZIEN

Rysunek 3. Schemat regulacji aktywnosci N-acetylotransferazy serotoninowej (AANAT). Przytaczenie ufosforylowanej czgsteczki AANAT do dimeru biatek 14-3-3, stabi-
lizuje AANAT, zabezpiecza enzym przed degradacjg i zwieksza jego powinowactwo do substratu. U - ubikwityna. Pozostate objasnienia w tekscie.
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14-3-3 Proteins - arole in the regulation of melatonin biosynthesis
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ABSTRACT

14-3-3 proteins compose a large family of proteins that exist primarily as homo- and heterodimers within all eukaryotic cells. They are engaged
in the regulation of numerous cellular processes, including melatonin biosynthesis. Melatonin, the hormone of darkness, is synthesized
in a diurnal or circadian rhythm, with high levels at night. It has been demonstrated that cAMP levels and PKA activity in melatonin-syn-
thesizing cells (pinealocytes and retinal photoreceptors) increase at night. PKA phosphorylates serotonin N-acetyltransferase (AANAT; the
penultimate and key regulatory enzyme in melatonin biosynthesis pathway) at its N- (Thr31) and C-(Ser205)terminal region. Phosphorylated
forms of AANAT bind to 14-3-3 proteins. The formation of pAANAT/14-3-3 complex stabilizes the enzyme and protects it against proteolytic
destruction. Furthermore, this complex induces allosteric changes of the AANAT molecule resulting in an increase of the enzyme activity;
this in turn enhances melatonin production by several fold. Exposure to light at night decreases intracellular cAMP level with concomitant
dephosphorylation of pAANAT, its dissociation from 14-3-3 dimers, proteosomal proteolysis of free AANAT molecules, and finally turning
off the melatonin production.
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STERSZCZENIE

Bakteriofag X jest modelem w badaniach z dziedziny biologii molekularnej od ponad
pie¢dziesieciu lat. Mimo tego, ostatnie lata przyniosty znowu (podobnie jak poprzednie
okresy) wiele nowych wynikéw doswiadczen, ktore nie tylko rozszerzyly nasza wiedze na
temat molekularnych mechanizméw funkcjonowania tego wirusa lecz takze rzucity nowe
Swiatto na zagadnienia ogdlnych prawidtowosci w regulacji przeptywu i przekazywania
informacji genetycznej. W tym artykule przedstawiamy osiggniecia z ostatniego okresu do-
tyczace gtéwnie prac nad mechanizmami regulacji replikacji DNA bakteriofaga X Opisane
tutaj w skrdécie badania doprowadzity miedzy innymi do poznania sktadu dziedziczonego
kompleksu replikacyjnego Xoraz biologicznej roli szybkiej degradacji biatka XO pozostajga-
cego poza tym kompleksem, zaproponowania regulacji zmiany typu replikacji DNA bakte-
riofaga z wczesnej (model 0) na p6zng (model 0), wyjasnienia mechanizmu aktywacji tran-
skrypcji przez replikacyjne biatko DnaA i wykazania aktywnosci stymulatora transkrypcji
przez inne biatko regulujace replikacje DNA - SeqA. Wyniki te moga mie¢ istotne znaczenie
w lepszym zrozumieniu regulacji replikacji DNA nie tylko bakteriofaga Xlecz takze innych
organizmow.

BAKTERIOFAG XJAKO CIAGLE WAZNY MODEL BADAWCZY

Bakteriofag X po raz pierwszy opisany ponad 50 lat temu, odegrat kluczo-
wa role w rozwoju biologii molekularnej. Badania nad tym wirusem dostarczy-
ty podstawowych wiadomosci o regulacji i przebiegu takich procesow jak na
przyktad inicjacja transkrypcji, antyterminacja transkrypcji, inicjacja replikacji
DNA, funkcjonowanie biatek szoku termicznego, ogdlna i miejscowo-specyficz-
na rekombinacja DNA, tworzenie sie wielobiatkowych i nukleoproteinowych
komplekséw czy kontrola rozwoju na etapie wyboru alternatywnych drég roz-
wojowych [1], Mimo obecnego stanu zaawansowania badan genetycznych i bio-
chemicznych nad znacznie bardziej skomplikowanymi organizmami, wigcznie
z cztowiekiem, bakteriofag X- by¢ moze dla niektérych niespodziewanie - na-
dal odgrywa niezwykle wazng role w poznawaniu szczegotdw podstawowych
proceséw biologicznych zachodzacych na poziomie molekularnym. Przyktady
popierajace to twierdzenie mozna znalezé w artykutach przegladowych opub-
likowanych w ostatnich latach [1-9], Szczegdlnie praca autorstwa Friedman'a i
Court'a [1] pokazuje dobitnie, ze badania prowadzone w oparciu o bakteriofaga
Xmogag w dalszym ciagu przynie$¢ rezultaty o og6lnobiologicznym znaczeniu
i zadziwi¢ mozliwo$ciami jakie daje ten wirus w poznawaniu molekularnych
mechanizmoéw zjawisk biologicznych. Znamienny jest takze tytut tego artykutu,
w wolnym ttumaczeniu brzmiacy: ,,Bakteriofag X zyje, ma sie dobrze i robi swo-
je". Podobny wydzwiek majg rowniez dwie inne niedawno opublikowane prace
podkreslajgce znaczenie badan nad bakteriofagiem Xwe wspotczesnej biochemii
i biologii molekularnej [8,9].

W 1999 r. opublikowalismy w Postepach Biochemii artykut dotyczacy regulacji
replikacji DNA bakteriofaga Xi plazmidéw od niego pochodzacych [10]. W ni-
niejszej pracy chcielibySmy przestawi¢ postep jaki dokonat sie od tamtego czasu
w zrozumieniu proceséw, dzieki ktérym mozliwa jest kontrola replikacji mate-
riatu genetycznego tego wirusa.

KOMPLEKS REPLIKACYJNY BAKTERIOFAGA X

Bakteriofag Xkoduje dwa biatka replikacyjne, O i P, niezbedne do specyficz-
nej inicjacji replikacji z rejonu onX. Pozostate biatka replikacyjne wykorzystywa-
ne w tym procesie sag kodowane przez genom gospodarza - Escherichia coli [6, 7,
10], Wczesniej proponowane hipotezy zaktadaty, ze po utworzeniu kompleksu
replikacyjnego w rejonie ori\ i rozpoczeciu replikacji, struktura ta ulega rozpa-
dowi i do rozpoczecia kazdej nowej rundy replikacyjnej niezbedne jest ztoze-
nie takiego kompleksu od nowa. Jednakze kolejne lata badan doprowadzity do
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Rysunek 1. Schemat replikacji DNA Xzachodzacej wedtug modelu 0. Kompleks
replikacyjny (zielone kétko) zawierajacy biatka O, P, DnaB i DnaK jest dziedzi-
czony po kazdej rundzie replikacji DNA bakteriofaga lub plazmidu Xprzez jedng
z dwéch potomnych czasteczek DNA (duze kétka). Na drugiej kopii, utworzony
musi byé nowy kompleks. Do iniqg'acji replikacji niezbedna jest dodatkowo ak-
tywnos¢ biatek Dnal i GrpE oraz proces aktywacji transkrypcyjnej ori\. Doktad-
niejsze objasnienia w tekscie.

stwierdzenia, ze raz utworzony kompleks replikacyjny X
zawierajacy biatko O chronione przed proteolizg przez inne
elementy tego kompleksu, po rozpoczeciu nowej rundy re-
plikacyjnej nie rozpada sie lecz jako stabilna struktura jest
dziedziczony przez jedng z dwéch potomnych kopii DNA
[2, 3, 5, 6, 10]. Na drugiej kopii replikonu kompleks repli-
kacyjny musi faktycznie powsta¢ od nowa, ale samo jego
utworzenie nie jest sygnatem do rozpoczecia replikacji, jak
to wczesniej sugerowano. Obecnie wydaje sie, ze sygnatem
takim moze by¢ aktywacja transkrypcyjna ori\, czyli tran-
skrypcja przechodzgca w rejonie origin (Rys. 1) [3, 5]. Nie-
znany jest jeszcze doktadny mechanizm w jaki transkryp-
cja moze aktywowac inicjacje replikacji, ale wydaje sie iz
najwazniejsze w tym procesie moga by¢ zmiany topologii
DNA jakie zachodzg podczas transkrypcji, obserwowane w
doswiadczeniach in vitro [11,12]. W szczeg6lnosci kluczowe
moga by¢ te zmiany, ktére wystepujg w przypadku istnie-
nia biatka specyficznie zwigzanego z DNA (jak na przykitad
biatka O faga X[11] lub kompleksu replikacyjnego) w tran-
skrybowanym rejonie.

Pomimo jednoznacznego stwierdzenia dziedziczenia
stabilnego kompleksu replikacyjnego X do niedawna nie-
znany byt jego skiad biatkowy. Badania przeprowadzone
technika sieciowania molekularnego biatko-DNA in vivo,
immunoprecypitacji a nastepnie identyfikacji rejonu DNA
zwigzanego z danym biatkiem przy pomocy PCR wykaza-
ty, ze kompleks taki zawiera biatka O i P faga Xoraz biatka
komérkowe: DnaB i DnaK [13]. O ile obecno$¢ w stabilnym
kompleksie replikacyjnym biatka O i P oraz helikazy DnaB
nie jest zaskoczeniem, to stwierdzenie w tej strukturze biat-
ka szoku termicznego (biatka opiekuniczego) DnaK byto ra-
czej niespodziewane. Wyniki te rzucajg zatem nowe Swiatto
na udziat biatek opiekunczych w procesie replikacji DNA.
Jest to tym bardziej istotne, ze zjawisko dziedziczenia kom-
pleksu replikacyjnego, po raz pierwszy wykazane na przy-
ktadzie plazmidéw pochodzacych od bakteriofaga X zo-
stato nastepnie wykryte w przypadku innych replikonéw,
zardwno prokariotycznych [14] jak i eukariotycznych [3],

Kompleks replikacyjny X moze by¢ dziedziczony przez

jedna z dwoch potomnych czasteczek DNA przez wiele ge-
neracji komaérkowych, jest zatem strukturg bardzo stabilng.
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Jednakze niektére warunki stresowe, jak na przyktad nagty
wzrost temperatury, powodujg jego dysocjacje od DNA i
degradacje przynajmniej niektérych jego elementéw [3,10].
Inne warunki stresowe, jak na przyktad naswietlanie pro-
mieniami UV, nie powoduja co prawda rozpadu kompleksu
replikacyjnego Xale uniemozliwiajg utworzenie stabilnego
kompleksu, przy czym replikacja DNA bakteriofaga Xmoze
w dalszym ciggu zachodzi¢ [15]. Zatem mozliwe jest utwo-
rzenie dwoch rodzajow kompleksow replikacyjnych X sta-
bilnego i niestabilnego, w zalezno$ci od warunkéw $rodo-
wiskowych. Do tej pory nieznany jest ani sktad ani mecha-
nizm funkcjonowania kompleksu niestabilnego.

Pomimo iz biatko XO jest stabilizowane w kompleksie
replikacyjnym, jego okres pdttrwania jest wyjatkowo krdtki
(okoto 60-90 sekund), gdy wystepuje ono w stanie wolnym
(nie zwigzanym z DNA i innymi biatkami) w komérce [2,
4, 10]. Szybka degradacja biatka O jest wynikiem dziatania
proteazy CIpP/ClpX. Pojawito sie zatem pytanie jaka jest fi-
zjologiczna rola tej szybkiej proteolizy biatka replikacyjnego
skoro jego stabilna frakcja odpowiada za regulacje replikacji
DNA? Badania przeprowadzone z wykorzystaniem mutan-
tow w genach clpP i clpX wykazaty, ze zatozenie iz ilos¢ biat-
ka O nie ma istotnego znaczenia regulacyjnego gdyz wyste-
puje jego stabilna frakcja moze by¢ prawdziwe w przypadku
bakterii hodowanych w bogatych pozywkach, ale poziom
biatka O dostepnego do tworzenia nowych komplekséw
replikacyjnych jest gtéwnym czynnikiem limitujagcym repli-
kacje plazmidéw Xw wolno rosnacych hodowlach komérek
E. coli [16]. Mozna zatem zaproponowac, ze rolg szybkiej
degradacji niezwigzanej formy biatka O jest obnizenie efek-
tywnosci replikacji DNA bakteriofaga Xw wolno rosnacych
komérkach gospodarza. W takich warunkach preferowany
jest cykl lizogeniczny tego faga, zatem replikacja DNA po-
winna by¢ negatywnie regulowana [7], Faktycznie, okazato
sie iz w wolno rosngcych hodowlach komérek E. coli cykl
lizogeniczny bakteriofaga X jest zaburzony w przypadku
wystepowania mutacji w genie clpP lub clpX [17].

WCZESNA | POZNA REPLIKACJA
DNA BAKTERIOFAGA X

We wczesnej fazie rozwoju litycznego replikacja DNA
bakteriofaga X rozpoczyna sie w miejscu ori\ i przebiega
wedtug modelu 0 (,,z kétka w kotko"), w ktérym potomne
nici DNA syntetyzowane sg z reguty w obydwu kierunkach
od miejsca origin [4, 6, 7, 10], Po Kkilku (zwykle pieciu lub
szesciu) rundach replikacji wczesnej (okoto 15 minut po in-
fekcji w optymalnych warunkach wzrostu komérki gospo-
darza) nastepuje przejscie do replikacji wedtug modelu o
(,toczacego sie kota") [4,6,7,10]. W jej wyniku powstajg kon-
katameryczne struktury DNA ztozone z wielu jednostko-
wych genoméw X ktére nastepnie moga byé pakowane do
potomnych, wcze$niej uformowanych gtdwek fagowych.

Roger McMacken wraz ze swojg grupg badawczg za-
proponowat model przejscia od replikacji 0 do replikacji o,
ktéry jak dotad, cho¢ nie udowodniony bezpos$rednio, jest
powszechnie uznawany [7,10], Model ten zaktada, ze re-
plikacja o jest poprzedzana jedna rundg jednokierunkowej
replikacji wedtug modelu 0 zainicjowanej w miejscu ori\.
Po takiej rundzie nastepowatoby odsuniecie konca 5' synte-
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tyzowanej nici prowadzgacej (ciagtej) przez nowo tworzony
koniec 3' tejze nici. Kluczowe pytanie, na ktére powinna by¢
znaleziona odpowiedZ w celu zrozumienia regulacji zmia-
ny typu replikacji DNA podczas rozwoju wirusa dotyczyto
mechanizmu zapoczatkowania jednokierunkowej replikacji
DNA Xwedtug modelu 0.

Sugestie co do biatek, mogacych braé¢ udziat w regula-
cji zmiany typu replikacji podczas rozwoju bakteriofaga X
wyplywaty z badan genetycznych [18,19] i wskazywatly na
potencjalne zaangazowanie biatek XP i DnaA w tym pro-
cesie. Dopiero jednak szczeg6towe doswiadczenia z zasto-
sowaniem technik przesunigecia gestosciowego DNA, dwu-
kierunkowej elektroforezy agarozowej DNA i mikroskopii
elektronowej pozwolity na zaproponowanie szczeg6towej
hipotezy [20], Wedtug tej hipotezy, procesy przegrupowa-
nia kompleksu onX-XO-XP-DnaB przy udziale biatek szoku
termicznego, DnaK, Dnal i GrpE oraz umieszczenia helika-
zy DnaB (uwolnionej od blokujacego jej aktywnos$¢ biatka
P) w odpowiednich miejscach i w orientacji pozwalajacej
nastepnie na replikacje w dwéch kierunkach sg powigzane
z aktywacja transkrypcyjna on\, zachodzgcg podczas tran-
skrypcji inicjowanej z promotora pR W zwiagzku z tym, mniej
efektywna transkrypcja z promotora pRmoze powodowaé
obnizenie poziomu aktywacji transkrypcyjnej ori\. To z ko-
lei powoduje zainstalowanie tylko jednego kompleksu he-
likazy DnaB, a co za tym idzie prowadzi do zainicjowania
replikacji jednokierunkowej, przechodzgcej nastepnie w
replikacje typu o. Kluczowg role w tym modelu odgrywa
bakteryjne biatko DnaA, ktére pozytywnie reguluje tran-
skrypcje z promotora pR Zatem aktywnos$¢ biatka DnaA jest
niezbedna do czestego inicjowania dwukierunkowej repli-
kacji typu 0 z ori\ w komdrkach E. coli. Omawiana hipote-
za zakitada, iz po kilku rundach replikacji wedtug modelu
dwukierunkowej 0 w komoérce pojawia sie wiele kopii ge-
nomu X (okoto 50 kopii po 5-6 rundach replikacyjnych) co
w powigzaniu z wystepowaniem duzej ilosci miejsc wigza-
cych DnaA w obrebie DNA Xpowoduje wymiareczkowanie
biatka DnaA w komérce. Taka sytuacja moze prowadzi¢ do
mato wydajnej aktywacji transkrypcyjnej ori\, ktéra z kolei
moze wystarczaé na zainicjowanie tylko jednokierunkowej
replikacji typu 0, ktora nastepnie przechodzi w replikacje
typu o [20], Ostatnie badania wskazuja, ze inne biatka tez sg
zaangazowane w te regulacje. Mianowicie, biatko P praw-
dopodobnie oddziatuje z DnaA [21] i hamuje jego aktyw-
nos¢ [22], Poniewaz P jest biatkiem stabilnym w komdrce E
coli, akumuluje sie ono podczas rozwoju litycznego, mogac
efektywnie hamowac funkcje DnaA, a przez to aktywacje
transkrypcyjna ori\ w pdzniejszej fazie infekcji. W podobny
spos6b akumuluje sie w zakazonej komorce biatko Cro, ko-
dowane przez bakteriofaga X ktére w wysokich stezeniach
staje sie represorem promotora pR Wstepne wyniki badan
wskazuja, ze faktycznie Cro moze bra¢ udziat w procesie re-
gulacji kierunkowosci replikacji DNA X podobnie jak biatko
SeqA, nowo odkryty regulator transkrypcji [S. Barainska, M.
Narajczyk, A. Wegrzyn, G. Wegrzyn, dane niepublikowa-
ne]. Aktualny model regulacji zmiany typu replikacji DNA
bakteriofaga Xpodczas jego cyklu rozwojowego w komaérce
E. coli przedstawia Rys. 2.
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ROLA BIALKA DnaA W REGULACJI TRANSKRYPCJI
| REPLIKACJI DNA BAKTERIOFAGA X

Kluczowa rola biatka DnaA w regulacji replikacji DNA
bakteriofaga X zostata przedstawiona powyzej. Warto jed-
nak raz jeszcze podkresli¢, ze biatko to reguluje replikacje
rozpoczynajacg sie z ori\ poprzez stymulacje aktywacji
transkrypcyjnej origin, czyli transkrypcji z promotora pR
Ciekawym zjawiskiem jest natomiast niezgodnos$¢ plazmi-
dow Xz niektérymi mutacjami punktowymi w genie dnaA
gospodarza, przejawiajagca sie niemoznoscig wprowadze-
nia dzikiego typu plazmidu Xdo komérek tych mutantéw
(dnaA46, dnaA204 i dnaA508), co z kolei moze by¢ zniwelo-
wane przez mutacje typu n w genie P na plazmidzie X Wy-
mienione wyzej mutacje w genie dnaA powodujg fenotyp
temperaturo-wrazliwos$ci bakterii, ale niezgodnos$¢ z pla-
zmidem Xwystepuje rGwniez w temperaturze permisywnej
(30°C). W tych warunkach mozna co prawda obserwowac
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Rysunek 2. Hipotetyczny mechanizm zmiany typu replikacji DNA bakteriofaga
X z modelu 0 na model o. W krétkim czasie po infekcji biatko DnaA znajduje
sie w komoérce w wystarczajacej ilosci do zwigzania sie z rejonem promotora pR
(na jednej lub kilku kopiach genomu bakteriofaga) ijego stymulacji, co skutkuje
efektywng aktywacjg transkrypcyjna oriX i dwukierunkowg replikacjg typu 0. W
tym czasie, biatka Cro i P wystepuja w stosunkowo matych ilosciach. Po kilku
rundach replikacji, biatko DnaA zostaje wymiareczkowane przez duza liczbe
sekwencji je wigzacych, potozonych w obrebie genomu bakteriofaga. Ponadto
rosngca ilo$¢ biatka P powoduje inaktywacje DnaA a rosnaca ilo$¢ biatka Cro po-
woduje represje promotora pR W zwiagzku z tym aktywacja transkrypcyjng ori\
jest nieefektywna co powoduje rozpoczecie jednokierunkowej replikacji typu 0,
przechodzacej po jednej rundzie w replikacje typu o. Biatko SeqA (nie pokazane
na schemacie) ma jedynie modyfikujacy wptyw na te regulacje w trakcie rozwoju
bakteriofaga. Szczeg6towy opis tej hipotezy zawarty jest w tekécie. Objasnienia
symboli: czarne duze kétko - genom bakteriofaga X, zielony prostokat - oriX, fio-
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obnizenie aktywnos$ci promotora pR ale jest to obnizenie
zaledwie kilkukrotne przy jednoczesnej catkowitej niemoz-
nosci uzyskania komérek transformowanych plazmidem A
[6]. Ostatnio zaproponowany zostat podwoéjny mechanizm
tej niezgodnos$ci. Okazato sie bowiem, ze produkty zmuto-
wanych alleli dnaA moga by¢ mniej aktywne w tworzeniu
kompleksow replikacyjnych w oriC (miejscu startu replika-
cjichromosomalnego DNA bakterii) przypuszczalnie w wy-
niku stabszego oddziatywania z helikazg DnaB. W zwigzku
z tym w obecnosci dzikiego typu biatka P, ktére dodatkowo
obniza aktywno$¢ DnaA [21, 22], przegrywa ono zdecydo-
wanie konkurencje o helikaze DnaB z tym biatkiem fago-
wym [23], Niemoznos¢ replikacji DNA powoduje, iz nawet
jesli plazmid Amogtby replikowac sie w komérkach niosa-
cych mutacje w genie dnaA, to komorki takie nie bytyby w
stanie przezy¢ i utworzy¢ kolonii bakteryjnej. Mutacja typu
n w genie P powoduje zmniejszenie powinowactwa jego
produktu do DnaB [24], a zatem umozliwia skuteczniejsze
konkurowanie o helikaze przez czesciowo defektywne cza-
steczki biatka DnaA [23],

Niezwykle istotne wydawato sie doktadne poznanie me-
chanizmu stymulacji aktywnosci promotora pRprzez biatko
DnaA, tym bardziej, ze biatko to wigze sie do rejonu DNA
potozonego za promotorem (ang. downstream) [25]. W re-
jonie tym wystepujg dwa miejsca stabo wigzgce DnaA (w
okolicach pozycji +18 i +200 w stosunku do miejsca star-
tu transkrypcji z pR i oba sg absolutnie konieczne do tego
wigzania - modyfikacja ktéregokolwiek z nich powoduje
catkowitg utrate zdolnosci DnaA do oddziatywania z tym
rejonem DNA [26].

Szczego6towa analiza biochemiczna wykazata, ze DnaA
jest czynnikiem stymulujagcym dwa etapy inicjacji tran-
skrypcji z promotora pR wigzanie sie polimerazy RNA do
promotora i opuszczanie promotora [27], Wydaje sie praw-
dopodobne, ze w rejonie promotora pRbiatko DnaA tworzy
skomplikowane przestrzennie struktury nukleoproteinowe,
wprowadzajgce zmiany w topologii DNA i mogace utatwiac
rozpoczecie transkrypcji.

Ciekawg obserwacjg byto stwierdzenie, ze replikacja pla-
zmiddw Ajest zahamowana w mutancie cgtA, kodujacym
mate biatko wigzagce GTP [28], Ten proces jest rowniez za-
lezny od biatka DnaA, gdyz okazato sie, ze jego poziom jest
istotnie obnizony w mutancie cgtA za$ nadprodukcja DnaA
czesciowo znosi wptyw tej mutacji na replikacje bakteriofa-
ga A[28],

BIALKO SegA - CZYNNIK REPLIKACYJNY REGULUJACY
TRANSKRYPCJE GENOW BAKTERIOFAGA A

Omawiane w poprzednim rozdziale biatko DnaA jest ini-
cjatorem replikacji DNA chromosomu bakteryjnego, jednak
kontroluje replikacje DNA Apoprzez regulacje transkrypcji.
Kolejnym biatkiem replikacyjnym, ktére w komdrkach £. coli
wykazuje rownoczes$nie aktywno$¢ regulatora inicjacji tran-
skrypcji jest produkt genu segA. Po raz pierwszy wykazano
funkcje tego biatka jako czynnika transkrypcyjnego badajac
aktywnos$¢ promotora pRbakteriofaga A[29], Okazato sig, ze
promotor ten jest stymulowany przez biatko SeqA zaréwno
in vivo jak i in vitro. Co ciekawe, podobnie jak w przypad-
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ku biatka DnaA, miejsca wigzania SeqA (sekwencje GATC)
niezbedne do stymulacji transkrypcji rozpoczynajacej sie
z promotora pR potozone sg za miejscem inicjacji syntezy
RNA (pozycje okoto +80 i +100) [29,30]. Dalsze badania wy-
kazaty, ze SeqA moze rowniez aktywowac inne promotory,
na przyktad dwa promotory bakteriofaga A stymulowane
przez biatko cli: p]lip . [31]. Stymulacja tych promotoréw
zachodzita in vivo i in vitro, jednak w systemie in vitro tylko
w obecnosci biatka cli i tylko wtedy gdy biatko SegA byto
preinkubowane z matrycg DNA przed dodaniem biatka cli
[31]. Stad wniosek, ze SeqA moze stymulowaé aktywacje
promotorow p]ip poprzez ulatwianie dziatania cli jako
specyficznego aktywatora (na przyktad utatwiajagc wigzanie
sie cli do DNA w okolicach promotora).

Podczas inicjacji replikacji chromosomu bakteryjnego
biatka DnaA iSeqgA dzialajg antagonistycznie, odpowiednio
jako stymulator i inhibitor tego procesu. Wzajemne funk-
cjonalne oddziatywania pomiedzy tymi biatkami zaobser-
wowano réwniez w rejonie promotora pR[32], Oba biatka
tagczg sie w rejonach potozonych za miejscem startu tran-
skrypcji. Nie udato sie jednak wykaza¢ ich wspotdziatania
w stymulacji aktywnoS$ci tego promotora, a wrecz przeciw-
nie, w doswiadczeniach transkrypcji in vitro okazato sie, ze
zwiekszona ilos¢ jednego z tych biatek hamuje stymulacyj-
ne dziatanie drugiego [32]. Sugeruje to raczej wspétzawod-
nictwo DnaA i SegA o wigzanie sie w rejonie promotora pR
Fizjologiczne znaczenie tego procesu zostalo wykazane na
przyktadzie replikacji plazmidéw pochodzacych od bakte-
riofaga Aw komérkach £. coli niosacych rézne allele genéw
dnaA isegA, gdzie obserwowano supresje efektow mutacji w
genie dnaA przez mutacje w genie segA [32],

Wzajemne zaleznosci pomiedzy DnaA iSeqA byty obser-
wowane takze w innych doswiadczeniach. Dla przyktadu,
produkt zmutowanego allelu dnaA204, bardzo niestabil-
ny w komorkach E. coli, wykazuje znacznie podwyzszony
czas po6ttrwania gdy bakterie sg jednocze$nie pozbawione
genu segA [33]. Podwojne mutanty (w genach dnaA i seqA)
wykazujg ponadto inne ciekawe fenotypy, jak na przykitad
powazne zmiany wtasciwosci bton komorkowych [34], Me-
chanizm powstawania tych zmian nie jest jeszcze wyjasnio-
ny, ale mozna przypuszczac, ze zjawisko to wynika albo ze
zmienionej transkrypcji wielu genéw (w wyniku zaburzen
jej regulacji przy braku aktywnos$ci DnaA i SegA), ktérych
produkty sg zaangazowane w tworzenie prawidtowej
struktury btony, lub tez z wkasciwosci samych biatek DnaA
i SeqA, gdyz oba wykazujg powinowactwo do bton biolo-
gicznych. Pierwsza z tych hipotez wydaje sie mniej prawdo-
podobna gdyz badania z wykorzystaniem mikromacierzy
DNA nie wykazaty istotnych rézni¢ w poziomach mRNA
genow waznych z punktu widzenia struktury btony komor-
kowej w bakteriach pozbawionych genu segA w porédwna-
niu ze szczepami dzikiego typu [35].

REPLIKACJA PLAZMIDOW POCHODZACYCH
OD BAKTERIOFAGA A

Plazmidy A- czyli replikony pochodzace z genomu bak-
teriofaga Ai zawierajace wszystkie geny i sekwencje sygna-
towe niezbedne do replikacji w komérkach E. coli - sg od
dawna wygodnymi modelami uzywanymi w badaniach
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nad replikacjg pozachromosomowych elementdw genetycz-
nych. Wiadomo byto, ze wsréd wielu rodzajéw naturalnych
plazmidéw replikujacych sie wedtug modelu 0 jedne repli-
kujg sie jednokierunkowo, a inne dwukierunkowo. Jednak-
ze badania nad replikacjg plazmidow Awykazaly, ze w po-
pulacji jednego rodzaju plazmidu w komorkach E.coli moga
wystepowacé zaréwno czasteczki replikujgce sie jednokie-
runkowo, jak i czasteczki replikujgce sie dwukierunkowo
[36], Ten sam cykl doswiadczeh wykazat, ze kierunkowos$é
replikacji plazmidéw Anie zalezy od tego, czy proces ten
jest przeprowadzany przez dziedziczony czy nowo utwo-
rzony kompleks replikacyjny [36].

Doswiadczenia przeprowadzone przed ponad trzydzie-
stu laty sugerowaty, ze promotor pQ potozony pomiedzy
genami cli i O, moze mie¢ znaczenie w replikacji DNA A
[37], Przypuszczano woéwczas, ze produkt transkrypcji
z tego promotora, oop RNA, stanowi primer dla syntezy
DNA. Pézniejsze badania, wskazujgce na aktywnos$¢ tego
transkryptu jako antysensownego RNA w stosunku do
mRNA genu cli, spowodowaty, ze hipotezy o roli pQnie bra-
no pod uwage przez dtugi czas. Jednakze rezultaty niedaw-
no opublikowanych dos$wiadczen wskazuja, ze rejon tego
promotora jest wazny w regulacji replikacji plazmidéw A
Stwierdzono bowiem wyrazne obnizenie efektywnosci re-
plikacji tych plazmidéw w przypadku mutantéw niosgcych
punktowg mutacje w rejonie -10 promotora pQ ktéra ponad
stukrotnie obniza efektywno$¢ wigzania sie polimerazy
RNA do tego promotora [38]. Zrozumienie mechanizmu re-
gulacji replikacji plazmidow A w ktérym wykorzystywany
jest promotor pQwymaga jednak dalszych badan.

Oprécz doswiadczen zmierzajacych do zrozumienia re-
gulacji inicjacji replikacji z onA plazmidy A byly ostatnio
wykorzystywane jako narzedzia w badaniach nad repli-
kacjg innych plazmiddw. Konstrukcja plazmidu Ao precy-
zyjnie regulowanej liczbie kopii (dzieki wymianie promo-
tora pRna umozliwiajacy precyzyjng kontrole efektywnosci
inicjacji transkrypcji promotor pM) umozliwita pozytywng
weryfikacje wczesniej zaproponowanej tzw. ,hipotezy kata-
strofy dimeréw", wedtug ktdrej utworzenie dimeréw i mul-
timetréw plazmidowych prowadzi do szybkiej utraty pla-
zmidu z linii komdrkowej w warunkach braku silnej presji
selekcyjnej [39], Zmodyfikowany plazmid Az promotorem
ptet zamiast pRmoze byé ponadto wygodnym wektorem do
klonowania genow, gdyz umozliwia precyzyjna regulacje
liczby kopii (w zakresie od 1 do okoto 100 na komaérke) sklo-
nowanego fragmentu DNA [40]. Wydaje sig, ze takie wek-
tory moga by¢ szczegdlnie uzyteczne w przypadku klono-
wania i nadekspresji genoéw, ktérych produkty sa toksycz-
ne dla komoérek E. coli. Plazmid niosgcy taki gen moze byé
utrzymywany w niskiej liczbie kopii zabezpieczajgc w ten
spos6b komadrke przez negatywnymi skutkami wymykaja-
cej sie spod kontroli jego ekspresji, natomiast w momencie
rozpoczecia nadprodukcji, liczba kopii klonowanego genu
moze by¢ podwyzszona wielokrotnie [40], Wreszcie wyko-
rzystanie zjawiska dziedziczenia kompleksu replikacyjnego
pozwolito na zasugerowanie, ze toksyna Kid, produkt genu
znajdujgcego sie na naturalnym plazmidzie RIl, moze dzia-
fa¢ przed sktadaniem kompleksu replikacyjnego ale nie po
jego utworzeniu [41].
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MODULACJA REPLIKACIJI DNA PRZEZ
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Prace prowadzone w ostatnim okresie wykazaty, ze obok
proceséw kluczowych dla kontroli inicjacji replikacji DNA
z ori\, opisanych powyzej, replikacja ta moze by¢ dodatko-
wo modulowana przez fagowe i komérkowe czynniki tran-
skrypcyjne, a ponadto produkty ekspresji gendw fagowych
wptywajg na replikacje chromosomu komorki gospodarza.
Dla przykitadu, biatko cli, aktywator transkrypcji z promoto-
réow niezbednych w cyklu lizogenicznym bakteriofaga, jest
silnie toksyczne dla komorek £. coli. Ostatnio wykazano, ze
biatko to hamuje proces replikacji DNA, prawdopodobnie
w wyniku oddziatywania na aktywnos$¢ helikazy DnaB [42],
Ekspresja genu d 1 podlega z kolei wielostopniowej regulacji
[7], Jego transkrypcja rozpoczyna sie z promotora pR zatem
wszystkie czynniki kontrolujagce aktywnos$¢ tego promotora
majag wptyw na poziom mRNA genu cli. Jako ze biatko cli
wydaje sie by¢ najistotniejszym regulatorem decydujgcym
0 rozpoczeciu przez bakteriofaga A cyklu litycznego badz
lizogenicznego w zaleznosci od warunkéw Srodowisko-
wych [7], szczeg6lnie wazne wydajg sie w tym przypadku
by¢ czynniki dziatajagce w komaérce E. coli w odpowiedzi na
zmiany warunkow zewnetrznych. Jednym z nich jest spe-
cyficzny nukleotyd, czterofosforan guanozyny (ppGpp),
syntetyzowany w duzych iloSciach w komoérce w odpowie-
dzi na brak aminokwaséw. ppGpp w znaczacy sposéb mo-
duluje transkrypcje zardwno z promotora pR jak tez z pro-
motorow aktywowanych przez biatko cli, regulujac w ten
sposOb rozwdj bakteriofaga A [43], Interesujgcym moze by¢
fakt, ze stymulacja aktywnos$ci promotora p bakteriofaga
A byta pierwszym opisanym przypadkiem bezposredniej
pozytywnej regulacji transkrypcji przez ppGpp w oczysz-
czonym uktadzie in vitro [44], Z kolei badania nad mechani-
zmem hamowania aktywnos$ci promotora pRprzez ppGpp
wykazaty, iz nukleotyd ten moduluje kilka (a nie jeden, jak
poprzednio sgdzono) etapdw inicjacji transkrypcji, miano-
wicie wigzanie polimerazy RNA do promotora, tworzenie
kompleksu otwartego i jego stabilizacje oraz opuszczanie
promotora [45],

Jak wspomniano wczesniej, poziom biatka cli w zaka-
zonej bakteriofagiem Akomdérce powinien by¢ regulowany
w odpowiedzi na warunki $rodowiskowe. Negatywnym
regulatorem translacji mRNA genu cli jest antysensowny
transkrypt, oop RNA. Transkrypt ten ulega poliadenylacji
przez produkt genu pcnB, co prowadzi do zwiekszonego
tempa jego degradacji [46, 47]. Wykazano, ze wydajnos¢
ekspresji genu pcnB (kodujgcego poli(A) polimeraze 1), a co
za tym idzie wydajnos¢ poliadenylacji RNA, w komérkach
E. coli jest odwrotnie proporcjonalna do tempa wzrostu
hodowli bakteryjnej [48]. W zwigzku z tym, biatko cli jest
wydajniej syntetyzowane w wolno rosngcych komdrkach.
Niespodziewanie okazato sie jednak, ze aby biatko to mogto
by¢ w petni funkcjonalne, potrzebna jest dodatkowa aktyw-
nos¢ innego biatka kodowanego przez genom bakteriofaga
A clii, ktére znane byto do niedawna tylko jako inhibitor
proteazy HfIB (inaczej zwanej FtsH), odpowiedzialnej m.in.
za degradacje cli [49], Wyniki badan genetycznych sugeru-
ja, ze clii moze by¢ biatkiem opiekuriczym, specyficznym
dla biatka cli [49].
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Mimo, ze - jak wynika z powyzszego opisu - biatko cli
spetnia kluczowa funkcje w regulacji rozwoju bakteriofa-
ga X mechanizm jego oddziatywania z DNA i polimeraza
RNA podczas aktywacji transkrypcji jest stosunkowo stabo
poznany. Dopiero niedawno opublikowane prace wskaza-
ty, ze cli moze oddziatywac z podjednostkg a polimerazy
RNA oraz pozwolity na okre$lenie orientacji podjednostki
a oddziatujacej z biatkiem cli [50, 51]. Wydaje sie, ze nie-
dawne rozwigzanie struktury krystalicznej biatka cli [52,53]
powinno przyspieszy¢ prace nad mechanizmem dziatania
tego czynnika regulujgcego zaréwno transkrypcje jak i re-
plikacje DNA.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w tym artykule wyniki badan z ostatnich
kilku lat wskazujg, ze regulacja replikacji DNA jest znacz-
nie bardziej skomplikowana niz wydawato sie to jeszcze
niedawno, gdy tworzono pierwsze modele molekularnej
kontroli tego kluczowego dla rozwoju kazdego organizmu
procesu. Stosunkowo proste replikony, takie jak genom
bakteriofaga X i plazmidy od niego pochodzace, stanowig
zatem wcigz bardzo wygodne i wydajne modele badaw-
cze, pozwalajace stosunkowo szybko uzyskiwac informacje
z jednej strony bardzo szczegétowe, a z drugiej o duzym
poziomie og6lnosci. Wydaje sie, ze przetomem mogacym
doprowadzi¢ do wyjasnienia molekularnego mechanizmu
kontroli inicjacji replikacji DNA bakteriofaga Xmogtoby by¢
szczegb6towe zrozumienie roli transkrypcji w regulacji tego
procesu. Interesujagce moga by¢ takze badania nad ewolucjg
genomu fagéw lambdoidalnych. Wydaje sie na przyktad, ze
konserwowane ewolucyjnie nie sa poszczeg6lne geny z re-
jonu replikacyjnego bakteriofaga Xale rejon 5' genu O oraz
modut ztozony z rejonu 3' tego genu i catego genu P [54],
Nie ulega zatem watpliwosci, ze badania nad biologig mole-
kularng bakteriofaga Xmoga przynies¢ jeszcze wiele bardzo
waznych i ciekawych odkry¢.
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Bacteriophage XDNA replication - new discoveries
made using an old experimental model
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ABSTRACT

Bacteriophage Xis a model in molecular biology studies since over fifty years. Nevertheless, studies of recent years (similarly to previous
time periods) resulted in many new experimental results which not only expanded our knowledge on molecular mechanisms of functions of
this virus, but also shed new light on general rules of the transduction and transfer of genetic information. In this review, we present recent
achievements of studies on mechanisms of regulation of bacteriophage XDNA replication. Between others, these studies led to determination
of the composition of Xinherited replication complex, indication of the biological role of rapid degradation of free XO protein, description
of the proposal of regulation of the switch from early (0) to late (0) XDNA replication mode, elucidation of the mechanism of transcription
regulation by a replication protein DnaA and demonstration of the activity of transcription stimulator by another replication regulator - the
SegA protein. These results may be important to better understand regulation of DNA replication of not only bacteriophage Xbut also other
organisms.
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Udziat techniki warunkowej inaktywacji genow opartej na systemie
Cre-loxP w postepie wiedzy na temat roli receptorow Notch

STRESZCZENIE

B iatka Notch tworza rodzine receptoréw btonowych, ktére odpowiadaja za konserwatyw-
ny ewolucyjnie mechanizm wykorzystywany przez organizmy bezkregowe i kregowce
do kontrolowania przeznaczenia réznicujacych sie komérek. Przekaz sygnatéw przy udziale
receptora Notch odbywa sie na drodze bezposrednich oddziatywan komérkowych. Po zwig-
zaniu ligandu receptor Notch ulega proteolitycznej obrdébce, prowadzacej do uwolnienia
jego domeny cytoplazmatycznej (ICD), ktéra po przemieszczeniu do jadra komérkowego
aktywuje ekspresje docelowej grupy genoéw. Zakres proceséw rozwojowych regulowanych
przez receptory Notch jest bardzo szeroki a mutacje w genach biatek Notch prowadza za-
wsze do anomalii rozwojowych organizmu. U ssakow receptory Notch zaangazowane sg
miedzy innymi w proces réznicowania i regulacje funkcji komoérek krwiotwérczych. Istot-
ny postep wiedzy na temat fizjologicznej roli biatlek Notch w rozwoju limfocytéw stal sie
mozliwy dzieki badaniom na transgenicznych zwierzetach, ktérych geny kodujace receptory
Notch zostaty warunkowo unieczynnione za pomoca techniki inaktywacji genéw opartej na
systemie Cre-loxP. Dzieki takiemu podejsciu pokonano bariere sSmiertelnosci embrionéw
niosgcych nieaktywne geny biatek Notch.

WPROWADZENIE

Rozwdj wielokomorkowego organizmu, wyposazenie go w réznorodne tkan-
ki i nadanie mu okreslonego ksztattu, wymaga precyzyjnego sterowania losem
indywidualnych komdrek na kazdym z etapdw tego procesu. Molekularne
podtoze przekazu informacji rozwojowej nie zostato jeszcze w petni poznane, a
czasteczki petnigce role ,,kierunkowskazdw" na drodze r6znicowania komdrko-
wego stanowig wcigz zywy przedmiot zainteresowania wielu osrodkéw badaw-
czych. Szczegdlng ,kariere" zrobit w tej dziedzinie receptor Notch.

Receptor Notch odpowiada za konserwatywny ewolucyjnie mechanizm wy-
korzystywany przez organizmy bezkregowe i kregowce do kontrolowania prze-
znaczenia bipotencjalnych komorek prekursorowych stojagcych przed wyborem
jednego z mozliwych szlakéw dalszego réznicowania. Przekaz sygnatéw przy
udziale receptora Notch odbywa sie na drodze bezposrednich oddziatywan ko-
moérkowych. W kombinacji z innymi czynnikami sygnaty te wptywaja na wdra-
zanie programow réznicowania, proliferacji lub apoptozy. Po zwigzaniu liganda
receptor Notch ulega proteolitycznej obrébce prowadzacej do uwolnienia jego
domeny cytoplazmatycznej (ICD), ktéra poprzez oddziatywanie z czynnikami
transkrypcyjnymi aktywuje ekspresje docelowej grupy gendw. Potwierdzeniem
roli odcinanego fragmentu receptora jako aktywnej czasteczki sygnatowej byto
uzyskanie efektu permanentnego pobudzenia Notch w komdrkach wykazuja-
cych nadekspresje domeny ICD. Zakres proceséw rozwojowych regulowanych
przez receptor Notch jest bardzo szeroki. We wszystkich testowanych modelach
zwierzecych, w tym takze u cztowieka, mutacje w genie tego biatka prowadza
zawsze do anomalii rozwojowych [1]. U muszki owocowej (Drosophila melano-
gaster), gdzie odkryto receptor Notch, praktycznie kazda tkanka ma w historii
swojego rozwoju epizod, w ktdrym receptor ten odgrywa kluczowa role. Biatko
Notch odpowiada tam m.in. za prawidtowy przebieg neurogenezy, rozwdj oczu
oraz skrzydet [2], U ssakow stwierdzono zaangazowanie receptora Notch w
procesy neurogenezy, somitogenezy oraz angiogenezy [1], Niemniej jednak, do-
gtebne poznanie jego funkcji napotyka w tej grupie na znacznie wigcej trudnosci.
Po pierwsze, ssaki dysponujg az czterema homologicznymi wariantami recepto-
ra Notch (Notchl, Notch2, Notch3, Notch4), ktére w pewnych procesach moga
funkcjonowaé¢ zamiennie, a w innych by¢ niezastagpionymi [3], Co wazniejsze,
$miertelno$¢ zarodkdw z mutacjg w obrebie genéw Notchl i Notch2 (Notchl7¢
Notch2 ') [4, 5] przez dtugi czas stanowita bariere utrudniajgcg badanie funk-
cji tych receptoréw u osobnikéw dorostych. Konsekwencja tego byta mozliwosé
studiowania praktycznie tylko mutacji somatycznych naturalnie pojawiajacych
sie w genach tych receptoréw, badz tez efektéw wymuszonej aktywacji szlaku
sygnatowego, ktorg udato sie uzyska¢ w przypadku receptora Notchl poprzez

Postepy Biochemii 52 (1) 2006

Katarzyna Sitnik1l
Joanna Cichy2

'Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego, Krakéw, studentka
Zaktad Immunologii, Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow

Zaktad Immunologii, Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Jagielloriskiego, ul. Gronosta-
jowa 7, 30-387 Krakéw; e-mail: CICHY@mol.
uj.edu.pl, tel. (012) 664 61 35

Artykut otrzymano 7 lipca 2005 r.
Artykut zaakceptowano 1 sierpnia 2005 r.

Stowa kluczowe: Notch, warunkowa inakty-
wacja genéw, system Cre-loxP

Wykaz skrétow: ADAM (ang. A disintegrin
and metalloprotease) - metaloproteinazy z ro-
dziny ADAM; Cre - rekombinaza Cre; CSL
(ang. CFB-1, Supressor of hairless, Lag) - biatko
regulowane przez receptor Notch; DSL (ang.
Delta, Serrate and Lag) - domena DSL; EGF
(ang. epidermal growth factor) - naskérkowy
czynnik wzrostu; Hes (ang. Hairy enhancer of
split) - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych;
Notch-ICD (ang. Notch intracellular domain)
- wewngatrzkomoérkowa domena receptora
Notch; MINT (ang. Msx-2 interacting nuclear
target protein) - biatko modyfikujace szlak
sygnatowy receptora Notch; Nrarp (ang.
Notch regulated ankyrin repeat protein) - biatko
modyfikujgce szlak sygnatowy receptora
Notch; RBP-J (ang. recombination binding pro-
tein-}) - biatko regulowane przez receptor
Notch

Podzigkowania: Sktadamy podziekowania
doc. dr hab. Joannie Berecie z Zaktadu Bioche-
mii Komérki Wydziatu Biotechnologii UJ za
cenne wskazowki dotyczace niniejszej pracy.
Praca finansowana ze $rodkéw Ministerstwa
Nauki

49



wprowadzenie do komérek wektora zapewniajgcego eks-
presje jego cytoplazmatycznej domeny (Notchl-ICD) [1].
Badania te sugerowaty, iz biatka Notch moga by¢ zaanga-
zowane w proces réznicowania i regulacje funkcji komorek
krwiotwoérczych, w tym limfocytow T i B [6,7], Chociaz nie-
rzadko bardzo efektowne, doswiadczenia te nie stwarzaty
jednak podstaw do peinego scharakteryzowania funkcji
omawianych receptoréw w procesach toczacych sie in vivo.
Rozwigzanie problemu przyniosty techniki warunkowej in-
aktywacji genow oparte na systemie miejscowo specyficznej
rekombinacji Cre-loxP z faga P1 [8, 9], dzieki ktérym stato
sie mozliwe wytaczanie okreslonego genu w konkretnych
typach komérek lub na pozagdanym etapie rozwoju orga-
nizmu. Informacje, ktére udato sie uzyska¢ dzieki takiemu
podejsciu przyczynity sie do znacznego pogtebienia wiedzy
na temat fizjologicznej roli poszczeg6lnych homotogow
receptora Notch. Ukazanie postepu, jaki dokonat sie w tej
dziedzinie w kontek$cie badan, w ktérych wykorzystano
techniki warunkowej inaktywacji genéw u myszy stanowi
cel niniejszego opracowania.

STRUKTURA RECEPTORA NOTCH 1 JEGO LIGANDOW

Historia receptora Notch rozpoczeta sie w 1917 roku, kie-
dy Thomas Hunt Morgan opisat mutanty muszki owoco-
wej, ktére na krawedziach skrzydet mialy charakterystycz-
ne szczerby (ang. notches). Okazato sie, ze ten szczeg6lny
fenotyp byt rezultatem czesciowej utraty funkcji przez biat-
ko, ktére nazwano Notch [1]. Przez 20 fat receptor Notch
pozostawat w cieniu, nie wzbudzajgc wiekszego zaintere-
sowania badaczy. Rozgtos przyniosty mu dopiero rezultaty
klasycznych badan genetycznych przeprowadzonych przez
Poulsona w 1937 roku. Dotyczyty one letalnych mutacji
prowadzacych do wyksztatcenia tzw. neurogennego fe-
notypu, ktory charakteryzowato nadmierne réznicowanie
sie komdrek grzebienia nerwowego w neurony kosztem
komdrek glejowych. Okazato sie wtedy, ze receptor Notch
jest niezbedny do wystgpienia zjawiska tzw. inhibicji late-
ralnej, pod kontrolg ktérego roznicujg sie neurony. Zjawi-
sko to polega na tym, ze rozwijajacy sie neuron wysyta do
otaczajacych go komoérek sygnaty hamujace ich réznicowa-
nie sie w tym samym kierunku. Przekaz informacji odbywa
sie poprzez bezposredni kontakt komoérka - komorka, w
czasie ktérego dochodzi do interakcji pomiedzy obecnym
na komorce odbierajgcej sygnat receptorem Notch a ligan-
dem zlokalizowanym w btonie komdérkowej neuronu [10].
Odkrycie zaangazowania biatka Notch w neurogeneze,
stwierdzone pézniej takze u myszy [3], zainicjowato dalsze
badania, ktérych rezultatem byto uzyskanie przez omawia-
ny receptor statusu uniwersalnego mechanizmu sterujagcego
przeznaczeniem réznicujgcych sie komorek. Obecnie wia-
domo, ze biatka Notch tworzg konserwatywng ewolucyjnie
rodzine receptoréw btonowych spotykanych powszechnie
u bezkregowcéw oraz kregowcow [3]. Ligandy receptoréow
zrodziny Notch réwniez sg zachowanymi ewolucyjnie inte-
gralnymi biatkami btony. U muszki owocowej, gdzie recep-
tor Notch kodowany jest przez pojedynczy gen, istniejg dwa
ligandy (Serrate, Delta) zdolne do jego aktywacji. Ssaki dys-
ponuja az czterema genami kodujgcymi omawiany receptor
(Notchl, Notch2, Notch3, Notch4) oraz piecioma ligandami.
Dwa z nich sg homologami Serrate (Jaggedl, Jagged?2), a
pozostate trzy spokrewnione sg z Delta (Deltal, Delta3, Del-

50

tad). Ekspresja receptoréw Notch iich ligandéw zachodzi w
wielu typach komoérek, przy czym w obrebie réznych tka-
nek dystrybucja poszczeg6lnych biatek jest odmienna [3].
Najobficiej wyposazone w receptory Notch sg te obszary,
w ktorych wazg sie dalsze losy roznicujacych sie komorek.
Nalezy tutaj wymieni¢ komérki krwiotwdércze [11], tkanke
neuroepitelialng [2], naskérek, zwtaszcza w obszarze miesz-
kéw witosowych [11] oraz inne tkanki nabtonkowe, w tym
nabtonek jelita [11].

Receptor Notch syntetyzowany jest w formie pojedyn-
czego prekursorowego tancucha polipeptydowego. Pod-
czas transportu do btony komoérkowej, w aparacie Golgie-
go oraz endosomach, podlega on konstytutywnej obrébce
proteolitycznej przez enzym z rodziny furyn. Odciety przez
furyne N-koncowy fragment domeny zewngtrzkomdrko-
wej receptora (-200 kDa) pozostaje potagczony z osadzong w
btonie resztg czasteczki. Gotowy do zwigzania liganda he-
terodimer eksponowany jest na powierzchni komoérki. Na
tym etapie receptor Notch jest integralnym biatkiem btony
komérkowej, ktérego tancuch polipeptydowy przechodzi
przez dwuwarstwe lipidowg jednokrotnie. Receptor Notch
sktada sie z trzech zasadniczych domen strukturalnych - ze-
wnatrzkomorkowej, transhtonowej oraz cytoplazmatycznej
[3], Domena zewnatrzkomérkowa zawiera: (i) wielokrotnie
powtarzajacy sie motyw czynnika wzrostu nabtonka (EGF),
ktory bierze udziat w wigzaniu liganda; liczba powtdrzen
EGF rézni sie u poszczegdlnych biatek z rodziny Notch
(Notch u D. melanogaster oraz Notchl i Notch2 - 36, Notch3
- 34, Notch4 - 29), (ii) trzy powtdrzenia bogate w cysteine,
ktore zabezpieczaja przed niespecyficzng aktywacjg Sciezki
sygnatowej. W cytoplazmatycznej czesci receptora mozemy
wyrézni¢: domene RAM (ang. RBPjk-Associated Molecule do-
main), sze$¢ powtorzen ankirynowych, dwa sygnaty lokali-
zacji jadrowej, domene transaktywujacg (Notch3 i Notch4
nie posiadajg tej domeny) oraz sekwencje PEST (jej obec-
no$¢ przyspiesza degradacje biatka w proteasomach skra-
cajac tym samym okres jego funkcjonowania w komorce).
Jak juz wcze$niej wspomniano, ligandy receptoréw Notch
sg transbtonowymi biatkami zgrupowanymi w dwaéch ro-
dzinach - Serrate oraz Delta. Wspdlng cechg strukturalng
wszystkich ligandéw jest niezbedna do interakcji z recep-
torem N-koricowa domena DSL (ang. Delta, Serrate and Lag)
oraz wystepowanie powtorzen motywu EGF. Dodatkowym
elementem budowy charakterystycznym dla rodziny Serra-
te (Serrate, Jaggedl, Jagged2) jest zlokalizowana tuz przy
btonie komérkowej domena bogata w cysteine [3].

DROGA AKTYWACJI RECEPTORA NOTCH

Po zwigzaniu ligandu receptor Notch podlega sekwencji
dwach ciec proteolitycznych. W pierwszej kolejnosci docho-
dzi do ,,ztuszczenia" (ang. shedding) zewnatrzkomérkowej
domeny receptora, potem za$ do srodowiska wewngatrzko-
morkowego uwalniana jest jego domena cytoplazmatyczna.
Pierwszego ciecia dokonujg w obrebie domeny zewnatrz-
komorkowej prawdopodobnie metaloproteinazy z rodzi-
ny ADAM (ang. a disintegrin and metalloprotease) (Rys. 1).
Odciety fragment receptora pozostaje zwigzany z ligandem
i w kompleksie z nim moze ulegaé¢ endocytozie przez ko-
morke bedacg donorem liganda. Skrécony receptor Notch
podlega w obrebie domeny transhtonowej drugiemu cieciu,
ktére przeprowadza obecna w btonie komdérkowej prese-
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Rysunek 1. Schemat przekazu sygnatu przez receptor Notch. W wyniku zwig-
zania liganda, receptor Notch jest $cinany z powierzchni komérek najprawdo-
podobniej przez proteinaze z rodziny ADAM. W konsekwencji dochodzi do
kolejnego trawienia receptora Notch przez proteinazy aspartylowe - preseniliny
iuwolnienia wewnatrzkomoérkowego fragmentu Notch-ICD. Uwolniony Notch-
ICD wedruje do jadra komérkowego, gdzie posredniczy w regulacji genéw Hesl,
Hes5 i DeltexI.

nilina [10]. Enzym ten uwalnia cytoplazmatyczng domene
receptora (zwana dalej ICD), ktéra po przemieszczeniu do
jadra wigze sie z czynnikiem transkrypcyjnym CSL/RBP-J
(CFB-1 u cztowieka, suppressor ofhairless u D. melanogaster,
Lag u C. elegans, RBP-J u myszy). Efektem tego oddziaty-
wania jest zmiana witasciwosci CSL z represora na aktywa-
tor transkrypcji [3], Docelowa grupa gendéw regulowanych
przez receptor Notch nie zostata jeszcze w petni poznana.
Do tej pory zaliczono do niej: geny czynnikéw transkryp-
cyjnych z rodziny Hes (ang. Hairy enhancer of split) - Hesl
i Hes5 [12], Cdknla [13], Nrarp [14], Deltexl| [15] oraz Ptcra
(pre-T-a) [16],

MODULACJA SCIEZKI SYGNALOWEJ
ZALEZNEJ OD RECEPTORA NOTCH

Regulacja szlaku sygnatowego zaleznego od receptora
Notch odbywa sie na kilku poziomach - zewnatrzkomoér-
kowym, cytoplazmatycznym oraz jadrowym, a zaangazo-
wane w nig czynniki moga albo wycisza¢, albo wzmacniaé
przekaz sygnatu.

POZIOM ZEWNATRZKOMORKOWY
- REGULACJA PRZEZ O-GLIKOZYLACIJE

Reszty seryny i treoniny w obrebie motywoéw EGF do-
meny zewnatrzkomdrkowej receptora Notch moga podle-
gac¢ fukozylacji przez rezydujgca w aparacie Golgiego O-fu-
kozylotransferaze. Stwierdzono, ze obecnos$¢ reszt fukozy
potrzebna jest do efektywnego wigzania ligandow przez
wspomniany receptor [17], Mozliwa jest jeszcze dalsza mo-
dyfikacja reszt fukozy, polegajgca na przytgczeniu N-acety-
loglukozaminy przez glukozylotransferazy zwane biatkami
Fringe. Dodatkowa glikozylacja powoduje, ze tylko ligandy
zrodziny Delta mogg zaktywowac receptor Notch [18].

REGULACJA NA POZIOMIE CYTOPLAZMATYCZNYM

Do cytoplazmatycznych modulatoréw funkcji receptora
Notch nalezg biatka Deltexl oraz Numb. U D. melanogaster
nadekspresja Deltexl prowadzi do takiego samego fenoty-
pu, jaki obserwuje sie w przypadku ciggtego pobudzenia
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receptora Notch. Wnioskuje sie zatem, ze czynnik ten petni
role pozytywnego regulatora szlaku sygnatowego receptora
Notch [19], Nieco bardziej problematyczne wydaje si¢ okre-
$lenie funkcji homologicznego odpowiednika Deltexl w
komodrkach ssakéw. Wyniki niektérych badan przemawiajg
bowiem za efektem hamujgcym, podczas gdy inne sugeruja,
ze Deltex| stymuluje dziatanie receptora Notch [1]. Czynnik
Numb hamuje funkcje receptora Notch, najprawdopodob-
niej poprzez blokowanie przemieszczania sie do jadra ko-
madrkowego cytoplazmatycznej domeny ICD [20],

REGULACJA NA POZIOMIE JADROWYM

Do tej pory zidentyfikowano dwa dziatajgce na terenie
jadra komorkowego biatka modyfikujace szlak sygnatowy
receptora Notch: Nrarp (ang. Notch regulated ankyrin repeat
protein) oraz MINT (ang. Msx2-interacting nuclear target pro-
tein). Swéj hamujacy wptyw wywierajg one poprzez zabu-
rzanie interakcji domeny ICD z czynnikiem transkrypcyj-
nym CSL/RBP-J. Biatko Nrarp, dzieki posiadanym dwdm
motywom ankirynowym, zdolne jest do interakcji zarow-
no z ICD jak i z CSL/RBP-J [21], Hamujacy wpityw czyn-
nika MINT myszy (jego homolog u cztowieka nazywa sie
SHARP) wynika z tego, iz konkuruje on z ICD o wigzanie z
CSL/RBP-J [22],

SYSTEM CRE-LOXP | JEGO ZASTOSOWANIE
W TECHNICE WYLACZANIA GENOW
(ANG. GENE TARGETING)

Okres$lenie fenotyp6w zmutowanych osobnikéw ma pod-
stawowe znaczenie dla zrozumienia fizjologicznych funkcji
gendéw. U ssakow podejscie to byto poczatkowo ograniczone
do badania rzadkich mutacji spontanicznych. Dopiero tech-
nika wytgczania gendéw i umiejetnos¢ jej zastosowania do
modyfikacji genetycznych w komdrkach linii zarodkowej
myszy przyniosty ogromny postep w tej dziedzinie. Zasad-
niczo metoda ta polega na dokonaniu modyfikacji (inakty-
wacji, mutacji punktowej itp.) pozgdanego genu w genomie
komoérek macierzystych zarodka. Wykorzystuje sie tutaj
zjawisko rekombinacji homologicznej pomiedzy wybranym
odcinkiem genomowego DNA awprowadzanym do komor-
ki wektorem zawierajagcym nieaktywng, zmutowang wersje
owego fragmentu, oraz ,,gen markerowy" pozwalajacy na
selekcje mutantéw (najczesciej gen opornosci na neomycy-
ne). Komérki macierzyste, w ktérych nastgpita wymiana
odpowiednich fragmentéw, wprowadzane sg nastepnie do
znajdujacego sie w stadium blastocysty zarodka mysiego,
po czym chimeryczne embriony umieszcza sie¢ w macicy za-
stepczych matek. Ze wzgledu na totipotencjalnos¢ embrio-
nalnych komorek macierzystych istnieje szansa, ze podczas
rozwoju organizmu chimerycznego wezma one udziat w
tworzeniu linii ptciowej, co pozwoli na przeniesienie mu-
tacji do komérek rozrodczych. Potomstwo takich witasnie
chimerycznych myszy bedzie posiadato mutacje w kaz-
dej komorce swego organizmu [23]. Ogromny postep, jaki
dokonat sie w dziedzinie unieczynniania gendéw u ssakéw
nie bytby mozliwy, gdyby nie zaczeto korzysta¢ z systemu
miejscowo specyficznej rekombinacji Cre-loxP opisanej w
1981 roku przez Sternberga i Hamiltona [24], Pochodzgaca z
faga Pl rekombinaza Cre rozpoznaje i nastepnie dokonuje
rekombinacji pomiedzy specyficznymi 34 nukleotydowymi
sekwencjami zwanymi loxP. W przypadku, gdy orienta-
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cja sekwencji loxP jest taka sama, efektem dziatania enzy-
mu jest usuniecie znajdujgcego sie pomiedzy nimi odcinka
DNA i pozostawienie w tym miejscu pojedynczego miejsca
loxP. Antyréwnolegte utozenie sekwencji loxP prowadzi
natomiast do odwrdcenia ograniczonego nimi fragmentu.
Okazuje sie, ze rekombinaza Cre moze z powodzeniem
dziata¢ w komdrkach ssakéw, co pokazano w doswiadcze-
niach na modelu mysim [25,26], Zastosowanie systemu Cre-
loxP do techniki wytaczania genéw u ssakéw umozliwito
dokonywanie delecji dowolnego odcinka DNA, jesli tylko
znajdowat sie on pomiedzy sekwencjami loxP. Najwazniej-
szg konsekwencjg takiego wykorzystania rekombinazy Cre
byta mozliwo$¢ uzyskiwania organizmoéw z warunkowo
wytgczonymi genami (ang. conditional knockouts), u ktérych
inaktywacja danego genu ma miejsce tylko w wybranych
typach komorek badz jest indukowana na dowolnym etapie
rozwoju organizmu [23]. Skad bierze sie przewaga warun-
kowego wytgczania gendw nad klasycznym podejsciem, w
ktorym mutacja obecna jest we wszystkich komorkach orga-
nizmu od stadium zarodkowego? Nalezy pamietac, ze geny
dziatajg zwykle na kilku etapach ontogenezy oraz w r6znych
typach komdrek, a ich mutacje czesto prowadzg do $mierci
juz w stadium zarodka. Jezeli badany gen petni kluczowg
role w kilku nastepujacych po sobie procesach to podejscie
klasyczne pozwala uzyskac¢ informacje tylko o pierwszym
z nich. Ponadto trudno jest tutaj jednoznacznie stwierdzic,
jakie komorki sa odpowiedzialne za obserwowany fenotyp.
Technika warunkowej inaktywacji gendw zapoczatkowata
droge prowadzaca do pokonania tych ograniczen.

Zasadniczo do przeprowadzenia warunkowej delecji po-
zgdanego genu konieczne jest stworzenie transgenicznych
osobnikow, ktére w swoich komérkach zawierajg jedno-
czesnie: (i) gen rekombinazy Cre pod kontrolg tkankowo
specyficznego promotora badZz promotora regulowanego
przez zewnatrzkomorkowe induktory, (ii) gen przeznaczo-
ny do inaktywacji otoczony sekwencjami loxP. Strategia
tworzenia osobnik6w z genem unieczynnionym warun-
kowo obejmuje szereg etapow. Pierwszy wykorzystuje ba-
zujace na rekombinacji homologicznej techniki klasyczne
i polega na otoczeniu sekwencjami loxP wybranego genu
(zwykle jednego lub kilku egzonéw) w genomie embrional-
nych komdrek macierzystych myszy (Rys. 2). Stosowany do
tego celu wektor zawiera dwa podstawowe elementy takie
jak: interesujacy nas gen oraz kaseta opornosci na neomy-
cyne. Kazdy z nich ograniczony jest sekwencjami loxP. Z
komorek wyselekcjonowanych w oparciu o ceche oporno-
§ci na antybiotyk usuwa sie gen markerowy przez zapew-
nienie tymczasowej ekspresji rekombinazy Cre (transfekcja
plazmidem zawierajgcym gen kodujacy rekombinaze Cre).
Po tym zabiegu komorki wprowadza sie do mysiej blasto-
cysty w celu uzyskania szczepu, ktéry bedzie produkowac
komérki ptciowe z otoczonym loxP genem w jednym z loci.
Potomstwo takich osobnikow krzyzuje sie z transgenicz-
nymi myszami posiadajgcymi gen rekombinazy Cre pod
kontrolg tkankowo specyficznego promotora badz promo-
tora regulowanego przez zewnatrzkomoérkowe induktory.
Osobniki z pokolenia FI (o genotypie Cre+' Xlod+) krzyzu-
je sie miedzy sobg dla uzyskania myszy, u ktérych na obu
chromosomach znajduje sie ograniczony loxP gen X (Cre+_
Xox/'ox), i ktére stanowig ostateczny cel niniejszej procedury.
Poziom rekombinazy, jaki w warunkach indukcji zapewnia
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pojedyncza kopia genu Cre jest wystarczajgco wysoki, aby
doszto do delecji otoczonego sekwencjami loxP genu X Dla-
tego nie jest konieczna selekcja osobnikéw z genem Cre w
uktadzie homozygotycznym. Ponadto, heterozygoty Cre+'
wystepuja z wiekszg czestoscig wsrod potomstwa myszy o
genotypie Cre+"Xlad+oraz stanowig materiat wyjsciowy do
otrzymania myszy kontrolnych pozbawionych genu Cre,
ale posiadajgcych otoczony loxP gen X (Cre'/_Xlodla [23].

Obecnie podstawowym ograniczeniem dotyczgcym za-
kresu wykorzystania techniki warunkowego wytgczania
genéw jest dostepnosé takich szczepdéw transgenicznych
myszy, u ktérych ekspresja rekombinazy Cre bytaby po
pierwsze odpowiednio wysoka, a po drugie $cisle ograni-
czona do pozadanych typéw komorek lub dajaca sie po-
budzi¢ we wszystkich komérkach organizmu. Przy braku
stuprocentowej wydajnosci delecji genu nalezy liczy¢ sie
z mozliwos$cig powstania fatszywego fenotypu na skutek
konkurencyjnego wyeliminowania komérek zmutowanych
przez pozostajgce w organizmie komorki typu dzikiego.
Obecnie najmniej problematyczna wydaje sie by¢ inaktywa-
cjagenow w limfocytach. Dysponujemy tutaj odpowiednimi
szczepami myszy, ktore pozwalajg wytacza¢ geny preferen-
cyjnie w komérkach T, gdy gen rekombinazy Cre znajduje
sie pod kontrolg promotora lek [23] oraz w komérkach B,
gdy ekspresja rekombinazy zalezy od promotora genu ko-

gen 1 —

wektor 2 —P Neo L,\_._-_.l ':_-__"
gen/ 3 34

Cre

| ]
4 o m . m  Notch flox

e e Notch flox/+
® » X
Blastocysta »
v

& >

Notch flox/flox
Cre

Rysunek 2. Schemat inaktywacji genu przy uzyciu systemu Cre-loxP. Do genu
przeznaczonego do inaktywacji (1) wprowadzono miejsca loxP przy uzyciu za-
znaczonego wektora (2) (dwa pierwsze egzony - | i Il - przedstawiaja wypet-
nione prostokaty, kolory wprowadzono dla lepszego zobrazowania mechanizmu
inaktywacji). Wektor zawierat sekwencje homologiczng do inaktywowanego
genu otoczong sekwencjami loxP (tréjkaty) oraz kasete opornosci na neomycy-
ne (Neo), w celu selekcji klonéw komérek, w ktérych doszto do homologicznej
rekombinacji. Kaseta opornosci na neomycyne takze zostata otoczona miejscami
loxP. Nastepnie, klony komérek niewrazliwych na neomycyne transfekowano
przejéciowo za pomocg cDNA dla rekombinazy Cre, w celu wycigcia kasety Neo.
W wyniku dziatania rekombinazy Cre doszto do powstania trzech ré6znych pro-
duktéw rekombinacji, w tym dwéch pozbawionych kasety Neo (zaznaczone na
rysunku jako 3i4). Klony komdrek zawierajace gen otoczony przez miejsca loxP
(produkt 4 - Notch/Zo*) wprowadzono do mysiej blastocysty w celu uzyskania
osobnikéw z oflankowanym genem Notch w jednym z loci (Notch flox/+). Osob-
niki te skrzyzowano ze sobg w celu otrzymania myszy posiadajacych gen Notch
otoczony miejscami loxP w obydwu loci (Notch flox/flox). Tak uzyskane myszy,
skrzyzowano nastgpnie z myszami transgenicznymi posiadajagcymi gen rekom-
binazy Cre pod kontrolg indukowanego promotora. W wyniku tej krzyzéwki
otrzymano myszy o fenotypie Notch flox/+ Cre+/-, ktére po ponownym skrzyzo-
waniu miedzy sobg doprowadzg do otrzymania zar6wno myszy Notch flox/flox
Cre-, jak réwniez Notch flox/flox Cre+. Po indukcji promotora Cre u myszy Notch
flox/flox Cre+ dojdzie do delecji genu Notch, podczas gdy myszy Notch flox/flox
Cre-, beda stanowity kontrole negatywna.

Notch flox/flox Cre
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dujacego receptor CD19 [27], Dzieki stymulowanemu przez
interferon a lub interferon @promotorowi Mx mozliwe jest
takze dokonanie delecji w obu liniach limfocytéw jedno-
czes$nie z wydajnoscig okoto 98%. Nie jest to jednak metoda
selektywna. Przy stosowaniu tego rozwigzania do indukcji
rekombinazy Cre dochodzi bowiem w wielu narzgdach,
chociaz z r6zng wydajnoscia. Najwyzsza, bo niemal stupro-
centowa skuteczno$¢ delecji obserwuje sie w watrobie. W
pozostatych miejscach stopien inaktywacji genu jest mniej-
szy i przyjmuje r6zne warto$ci [28], Nalezy zatem liczy¢ sie
z mozliwoscia, iz obserwowany fenotyp stanowi wypadko-
wa funkcji petnionych przez wytaczony gen w limfocytach
oraz w innych tkankach.

UDZIAL RECEPTORA NOTCH1 W
ROZWOJU LIMFOCYTOW T

Receptor Notchl petni kluczowg role w rozwoju lim-
focytéw T. Limfocyty T i B powstajg ze wspo6lnej komorki
macierzystej, ktdra w pewnym momencie musi ,,podja¢ de-
cyzje" o swoim dalszym losie i rozpoczaé réznicowanie w
kierunku jednego typu limfocytow. Wiekszo$¢ limfocytow
T powstaje w grasicy z komérek macierzystych, ktore wy-
emigrowaty ze szpiku. Pozostajace w szpiku komorki pre-
kursorowe dajg poczatek populacji limfocytow B. Receptor
Notchl determinuje, czy z komérek prekursorowych po-
wstang limfocyty T czy B [11]. Nalezy podkresli¢, iz zalezne
od Notchl przeksztatcanie sie komérek prekursorowych
w kierunku limfocytéw T jest jednym z najbardziej spek-
takularnych i najlepiej udokumentowanych przyktadéw
wptywu pojedynczego biatka na rozwdj limfocytow. Jezeli
w komorkach krwiotworczych dokona sie warunkowej in-
aktywacji genu Notchl, to takie komérki przeksztatcg sie w
grasicy w limfocyty B, zamiast w limfocyty T [11]. Je$li na-
tomiast w komodrkach szpiku kostnego nastagpi wymuszona
aktywacja receptora Notchl, to dojdzie do nagromadzenia
sie w szpiku limfocytow T na koszt limfocytow B [29],

Pierwsze doniesienia sugerujgce zaangazowanie recep-
torow Notch w rozwdéj limfocytéw pochodzg z poczatku
fat 90-tych z badan Ellisen i wsp. Wykazaty one zwigzek
pomiedzy trwalg aktywacjg receptora Notchl, wynikajaca
z translokacji chromosomowej, a rozwojem ostrej biataczki
limfoblastycznej [30]. Odkrycie to wywotato fale kolejnych
doswiadczen, w ktérych nasladowano efekt konstytutyw-
nej aktywacji receptora Notchl w komdrkach transfekowa-
nych wektorem zapewniajagcym ekspresje cytoplazmatycz-
nej domeny (ICD) tegoz receptora. Zaobserwowano wtedy,
ze wywotanie takiego efektu w niedojrzatych limfocytach
T prowadzi do zmian we wzajemnych proporcjach iloscio-
wych pomiedzy subpopulacjami limfocytéw T [6, 7], Gdy
transfekowane w podobny sposob komérki krwiotworcze
przeszczepiono myszom pozbawionym wiasnych komorek
szpikowych na skutek napromieniowania stwierdzono, ze
po zasiedleniu szpiku kostnego nie réznicujg sie one w lim-
focyty B, lecz w limfocyty T [11].

Poniewaz myszy pozbawione funkcjonalnego receptora
Notchl ging w stadium zarodkowym [4], dopiero warun-
kowa inaktywacja genu receptora Notchl dokonana przez
grupe Agueta pozwolita uzyska¢ peten wglad w fizjolo-
giczng role tego biatka w komorkach linii limfocytarnej.
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Skonstruowany szczep myszy posiadat znajdujacy sie pod
kontrolg promotora Mx gen rekombinazy Cre oraz ograni-
czony sekwencjami loxP egzon kodujacy peptyd sygnatowy
biatka Notchl. Myszy, u ktoérych zaraz po urodzeniu wy-
tagczono gen Notchl przez podawanie interferonu a posia-
daty wyrazny defekt w rozwoju limfocytéw T. W grasicy
tych zwierzat nie powstawaty limfocyty T, lecz zamiast nich
akumulowaty sie komorki o fenotypie limfocytéw B. W po-
rownaniu z kontrolg, u myszy pozbawionych genu Notchl
liczba obecnych w grasicy komérek B zwiekszyta sie ponad
200 razy. Inaktywacja Notchl nie spowodowata natomiast
zadnych zaburzen w rozwoju granulocytéw, erytrocytow,
komérek NK oraz szpikowych limfocytow B [11], Dotych-
czas nie stwierdzono, aby ktorykolwiek z pozostatych ho-
mologoéw receptora Notchl wptywat w znaczacy sposéb na
podjecie decyzji o roznicowaniu sie wsp6lnego prekursora
limfocytéw. Zgodnie z powyzszym, warunkowa inaktywa-
cja genu Notch2 nie ma zadnego wptywu na rozwdj limfo-
cytéow T [31]. Podobne rezultaty uzyskano badajagc komorki
progenitorowe pozbawione receptora Notch3 [3],

W szpiku stwierdza sie powszechne wystepowanie re-
ceptorow Notch oraz ich ligandéw, zaré6wno na komoérkach
krwiotwdrczych jak i komorkach stromy [3]. Skoro aktywa-
cjareceptora Notchl prowadzi do zapoczgtkowania linii lim-
focytéw T, jak zatem wyttumaczy¢ zdolno$¢ pozostajacych
w szpiku komérek prekursorowych do réznicowania sie w
limfocyty B? Badania Souabni i wsp. wskazujg, ze czynnik
Pax5, ktérego ekspresja jest niezbedna do indukcji rozwoju
limfocytow B hamuje transkrypcje genu Notchl. Wymuszo-
na ekspresja Pax5 w komoérkach szpiku kostnego powodu-
je zwiekszenie ilosci powstajacych limfocytow B kosztem
limfocytow T [32]. Efekt wczesnego zablokowania rozwoju
komoérek T na korzy$¢ roznicowania sie limfocytéw B, uzy-
skano takze w przypadku warunkowej inaktywacji genu
czynnika RBP-J u myszy [33]. Zaburzenie w rozwoju lim-
focytow T, jakie obserwuje sie u osobnikdéw pozbawionych
funkcjonalnego RBP-J jest identyczne, jak w przypadku in-
aktywacji genu Notchl. Sygnat, jaki receptor Notchl przeka-
zuje prekursorom limfocytéw za posrednictwem czynnika
RBP-J odgrywa zatem kluczowa role w zapoczatkowaniu
linii limfocytow T [33]. Konstytutywna ekspresja genéw
Hes-1 oraz Hes-5 w komdrkach krwiotwérczych uniemozli-
wia ich rozw6j w kierunku limfocytéw B na terenie szpiku
kostnego [34], W zwigzku z powyzszym, czynniki Hes-1 i
Hes-5 uwaza sie za elementy wewngtrzkomdérkowego apa-
ratu, ktory wykonuje istotne dla réznicowania sie prekurso-
row limfocytéw instrukcje przekazywane poprzez receptor
Notchl.

Wyniki przedstawionych badan pozwalajg wnioskowac,
iz obecno$¢ receptora Notchl na komorkach prekursoro-
wych jest niezbedna do podjecia przez nie réznicowania
w kierunku limfocytow T. Brak sygnatu przekazywanego
przez ten receptor powoduje, ze z komérek prekursoro-
wych powstajg w grasicy limfocyty B [11].

ROLA RECEPTORA NOTCH2 W ROZWOJU KOMOREK B

Spektakularne odkrycia dotyczace roli receptora No-
tchl w powstawaniu limfocytow T zachecity do poszuki-
wan majacych na celu poznanie funkcji jego pozostatych
homologéw. Przypuszczenie o zaangazowaniu ktérego$ z
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nich w pdzniejszych etapach rozwoju limfocytéw B wyni-
kato z obserwacji, iz w $ledzionie myszy z unieczynnionym
genem czynnika RBP-J dochodzi do zaniku pewnej subpo-
putacji komoérek B zwanych limfocytami strefy brzeznej
[33]. Wkroétce okazato sie, ze kluczowg role w powstawa-
niu wspomnianej grupy komorek B petni receptor Notch2.
Myszy, z wytgczonym warunkowo genem tego receptora
posiadaty identyczne zaburzenie dotyczace komoérek B
strefy brzeznej [31]. Wyniki te Swiadczg o tym, ze aktywa-
cja Notch2 jest warunkiem koniecznym do uruchomienia
programu komdérkowego, ktérego celem jest utworzenie tej
subpopulacji limfocytéw. Jest réwniez prawdopodobne, ze
aktywacja Notch2 bedzie odgrywata role w réznicowaniu
limfocytow Bw odpowiedzi na antygen, poniewaz sposrdd
wszystkich biatek rodziny Notch to wtasnie Notch2 wyka-
zuje najwyzszy poziom ekspresji w obwodowych limfocy-
tach B [31].

POSZUKIWANIA FIZJOLOGICZNYCH LIGANDOW
RECEPTOROW NOTCH1 ORAZ NOTCH?2

W przeciwieAstwie do stosunkowo rozlegtej wiedzy na
temat roli receptoréw Notchl i Notch2 w procesie limfopoe-
zy znacznie mniej jasna pozostaje kwestia, ktore ligandy od-
powiadajg za ich aktywacje w warunkach in vivo. Komérki
stromalne nalezace do wyprowadzonej ze szpiku kostnego
linii OP-9, ktore nie posiadajg naturalnej zdolnosci do po-
budzania komorek krwiotwdrczych do rédznicowania sie w
limfocyty T zyskujg ja w warunkach wymuszonej ekspre-
sji Uganda Deltal. Stymulacje réznicowania limfocytow T
zaobserwowano zaréwno w odniesieniu do mysich, jak i
komérek krwiotwdrczych cztowieka hodowanych w obec-
nosci zmienionych w powyzszy sposéb komérek OP-9 [3],
Jednakze wyptywajagce z powyzszych doswiadczen przy-
puszczenia, ze Ugand Deltal moze takze odgrywac kluczo-
wa role w powstawaniu komérek T in vivo nie potwierdzity
sie w badaniach Hozumi i wsp., w ktérych dokonano wa-
runkowej inaktywacji genu Deltal u myszy [35]. Zatem li-
gand ten albo w ogdle nie jest zaangazowany w kluczowg
dla powstania komérek T aktywacje receptora Notchl, albo
jego funkcja moze by¢ zastapiona przez inne Ugandy.

Wysoki poziom ekspresji w grasicy wykazuje takze li-
gand Deltad [35], Jego zdolno$¢ do pobudzania rozwoju ko-
morek T zostata potwierdzona w warunkach zn vitro oraz
zn vivo. Myszy, u ktérych dochodzi do nadekspresji genu
Delta4 w komdrkach krwiotwérczych majg taki sam feno-
typ, jak w przypadku konstytutywnej aktywacji receptora
Notchl [35], Pytanie czy Ugand Deltad jest rzeczywiscie
niezbedny do pobudzenia receptora Notchl na komérkach
prekursorowych czy moze jego rola ogranicza sie jedynie
do kompensowania braku Deltal pozostaje nadal bez jed-
noznacznej odpowiedzi. Udzial Delta3 w omawianym
procesie wydaje sie mato prawdopodobny, po pierwsze ze
wzgledu na niski stopiert homologii do blisko ze sobg spo-
krewnionych Deltal i Delta4, a po drugie, z powodu $lado-
wego poziomu ekspresji genu Delta3 na terenie grasicy [35],
Z przeprowadzonych do tej pory badan wynika, ze biatka z
rodziny Jagged nie uczestniczg w aktywacji receptora No-
tchl na komérkach prekursorowych limfocytéw [35],

Ligand Deltal jest natomiast absolutnie niezbedny do
zaleznej od receptora Notch2 indukcji rozwoju populacji
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limfocytow B strefy brzeznej $ledziony. Dowodzg tego ba-
dania na myszach z wytgczonym genem Deltal, u ktérych
stwierdzono catkowity brak wspomnianej populacji dojrza-
tych komaérek B [35]. Obserwowany defekt w ré6znicowaniu
sie limfocytow B byt identyczny jak w przypadku myszy
z unieczynnionym genem Notchl [31] oraz Rbp-j [33]. W
$ledzionie ekspresja Uganda Deltal dotyczy gtéwnie limfo-
cytdbw B oraz komorek dendrytycznych. Uwaza sie, ze za
pobudzenie receptora Notch2 na prekursorach limfocytow
B strefy brzeznej odpowiadajg oddziatywania z ligandem
Deltal obecnym na komorkach dendrytycznych $ledziony
[35].

PODSUMOWANIE

Receptory Notch stanowig bardzo wazne narzedzie kon-
troli réznicowania komoérkowego na wielu etapach roz-
woju limfocytdw. Znaczna cze$¢ wiedzy, jaka na ten temat
obecnie dysponujemy pochodzi z badan na zwierzetach
transgenicznych zawierajacych geny zmienione w sposob
warunkowy, dzieki ktéorym pokonano bariere $miertelnosci
embrionéw niosacych unieczynnione geny biatek Notch,
ich ligandéw oraz czynnikdw zaangazowanych w dalszy
przekaz informacji do wnetrza komorki. Udziat receptora
Notchl w ukierunkowaniu wspdélnej komérki prekursoro-
wej limfocytoéw do Unii komérek T byt pierwszg udokumen-
towana w ten sposob fizjologiczng funkcja biatka Notch w
rozwoju limfocytow. Inaktywacja genéw Rbp-j, Notch2 oraz
Deltal potwierdzita wczes$niejsze wnioski co do zaangazo-
wania biatka Notchl w powstawanie limfocytéw T i jed-
nocze$nie wniosta nowg informacje o kluczowym udziale
receptora Notch2 i Uganda Deltal w rozwoju limfocytéw B
strefy brzeznej $ledziony. Nalezy zaznaczy¢, iz zakres re-
gulowanych przez receptory Notch etapéw rozwoju lim-
focytow znacznie wykracza poza zakres przedstawiony w
niniejszej pracy. Jednocze$nie nasza wiedza wcigz jest nie-
kompletna i wymaga uzupetnien, szczegdlnie w kwestiach
dotyczacych fizjologicznych funkcji ré6znych ligandow bia-
tek Notch, udziatu regulatoréw przekazu sygnatu, a takze
zaleznosci pomiedzy zwigzanym z aktywacjg receptora No-
tch szlakiem przekazu sygnatu a innymi szlakami przekazu
informacji w komoérce. Wyjasnienie tych problemdw niesie
szczegblng warto$¢ poznawczg, zwhaszcza w obliczu ros-
nacej ilosci dowoddw wskazujgcych, iz wadliwe dziatanie
receptorow Notch stanowié moze przyczyne rozwoju biata-
czek u cztowieka.
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Role of Cre-loxP-mediated conditional gene targeting in
understanding the function of Notch receptors
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ABSTRACT

The Notch family of cell surface receptors and their ligands constitute an evolutionarily conserved signaling pathway that is used by inver-
tebrates and vertebrates to regulate a broad spectrum of cell specification events through local cell interactions. After ligand binding Notch
receptor undergoes proteolytic processing ultimately liberating the cytoplasmic domain of the Notch receptor which translocates to the nu-
cleus and activates target genes. In all animal models tested, mutations in Notch genes invariably resulted in developmental abnormalities. In
mammals, Notch signaling controls key stages of lymphocyte differentiation as well as activation and several abnormalities in Notch pathway
have been suggested to cause human leukemias. Cre-loxP mediated conditional gene targeting significantly contributed to our current under-
standing of the physiological roles of different Notch family members in hematopoietic compartment. This technique helped to overcome
embryonic lethality of Notch mutants providing the opportunity to inactivate specific Notch gene in adulthood.
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Stowa kluczowe: czynnik transkrypcyjny NF-
kB, wirusowe zapalenia watroby, biatka wiru-
sowe

Wykaz skrotéw: API (ang. activatingfactor 1) -
czynnik aktywujacy 1; ER (ang. endoplasmic re-
ticulum) - siateczka $rédplazmatyczna; FADD
- biatko adaptorowe zawierajagce domene
$mierci zwigzang z biatkiem Fas; HBV- wirus
zapalenia watroby typu B; HCV - wirus zapale-
nia watroby typu C; IFN - interferon; IKK (ang.
| kappa kinase) - kinaza IkB; IL - interleukina;
iNOS- indukowalna syntaza tlenku azotu; JAK
- kinaza Janus; MAPK (ang. mitogen activated
protein kinase) - kinaza biatkowa aktywowana
przez mitogeny; NFAT (ang. nuclear factor of
activated T cells) - czynnik jadrowy aktywowa-
nych limfocytéw T; NF-kB (ang. nuclear factor
kB) - czynnik jadrowy kB; NS -biatko niestruk-
turalne; RHD (ang. Rei homology domain) - do-
mena homologii z Rei; ROS - reaktywne formy
tlenu, STAT (ang. signal transducer and activator
of transcription) - przeno$nik sygnatu i aktywa-
tor transkrypcji; TFU - czynnik transkrypcyjny
polimerazy II; TIC - kompleks inicjacji tran-
skrypcji; TNF (ang. tumor necrosisfactor) - czyn-
nik martwicy nowotworéw; TRAF2 (ang. TNF
receptor activating factor) - czynnik aktywujacy
receptor TNF
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STRESZCZENIE

rzedstawiono podstawowe dane dotyczace struktury i funkcji NF-kB, oraz skrétowo in-
Pnych wybranych czynnikéw transkrypcyjnych (NFAT, API, STAT), istotnych dla pra-
widtowego przebiegu wielu zjawisk zwigzanych z odpornoscig organizmu. W przewlektym
zapaleniu watroby typu C aktywacja NF-kB jest w znacznym stopniu modulowana przez
biatka wirusa, takie jak biatko rdzeniowe i niestrukturalne, aw szczegdlnosci NS5A i NS3.
W zapaleniu typu B gtéwnym czynnikiem wptywajacym na funkcje NF-kB jest biatko HBx.
Skutki dziatania biatek wirusowych na NF-kB w przebiegu zapalenia watroby sa ztozone.
Woptywaja na utrzymywanie sie stanu zapalnego w watrobie, hamuja apoptoze hepatocytow,
a takze réznicowanie komdrek prezentujacych antygen (szczeg6lnie komoérek dendrytycz-
nych), co jest niekorzystne dla powstawania swoistej odpowiedzi immunologicznej prze-
ciwko peptydom wirusowym. Wydaje sig, ze zaréwno wirusy typu C jak i B posiadty zdol-
nos¢ sterowania funkcja NF-kB . sposob korzystny dla patogenu.

WPROWADZENIE

Czynniki transkrypcyjne stanowig duzg grupe biatek syntetyzowanych w cy-
toplazmie a dziatajgcych w jadrze komdrkowym. Maja one zdolno$¢ wigzania
sie z sekwencjami promotorowymi gendw i w ten spos6b moga warunkowac
inicjacje i przebieg transkrypcji. Ich zadaniem jest ukierunkowanie polimerazy
RNA do miejsca startu transkrypcji. Tworzy sie tzw. kompleks inicjacji tran-
skrypcji (ang. transcription initiation complex-TIC) obejmujgcy polimeraze RNA
Il oraz grupe czynnikéw transkrypcyjnych okreslanych jako TFU (ang. trans-
cription factor). TIC wiaze si¢ z DNA w okolicy promotora najczesciej w obrebie
sekwencji zwanej kasetg TATA. Kaseta ta, zawierajagca okoto 25 nukleotydéw
warunkuje witasciwg inicjacje transkrypcji przez polimeraze RNA. Na zwiek-
szenie stabilnoSci oraz selektywnos$ci wigzania TIC z DNA, a takze na ogdlny
wzrost wydajnos$ci transkrypcji wptywajg dodatkowe czynniki transkrypcyjne
jak NF-kB, wykazujace zdolno$¢ wigzania sie do innych miejsc matrycy, lecz
nieobecne w podstawowym sktadzie kompleksu inicjacji transkrypcji [1]. Czyn-
niki NF-kB, STAT, NFAT oraz AP-1 sg szczegdlnie wazne dla regulacji wielu
proceséw zachodzacych w komdrkach uktadu odpornosciowego. NF-kB bedzie
szerzej omowiony w dalszej czesci, natomiast ponizej zostang krétko oméwione
pozostate czynniki.

NFAT (ang. nuclear factor of activated T cells) nalezy do rodziny czynnikéw
warunkujacych transkrypcje gendéw w réznych komdrkach miedzy innymi mio-
cytach czy neuronach, jednak po raz pierwszy zostat opisany w limfocytach T
ulegajacych aktywacji. Uczestniczy w aktywacji gtéwnie genow kodujacych cy-
tokiny jak IL-2, IL-4, IFN-y i inne. W formie fosforylowanej pozostaje nieczynny
w cytoplazmie. Aktywacja NFAT jest spowodowana defosforylacjg przez fosfa-
taze serynowg - kalcyneuryne, aktywowang przez kompleks Ca#kalmodulina.
NFAT wspdtdziata z czynnikiem AP-1. Oba czynniki sg posrednio aktywowane
przez czynnik martwicy nowotworéw (TNF), a takze przez wiele innych makro-
molekut [2],

AP-1 jest heterodimerem. kodowanym przez protoonkogeny jun ifos. Ulega
aktywacji przez izoforme kinazy biatkowej C (PKCO0) obecng w réznych komor-
kach uktadu krwiotworczego a zwtaszcza w limfocytach T. Wspétdziata zaréw-
no z czynnikami rodziny NFAT jak i NF-kB [3]. Natomiast system JAK/STAT
jestjednym z gtéwnych szlakéw przekazywania sygnatéw do wnetrza komérki
powstatych w wyniku aktywacji receptorow cytokinowych. Kinazy Janus fo-
sforylujg biatka STAT (ang. signal transducer and activator of transcription), ktére
nastepnie wnikaja do jadra komdrkowego, inicjujac transkrypcje odpowiednie-
go genu docelowego, np. cytokin. Znanych jest okoto 8 biatek z rodziny STAT,
z ktorych cze$¢ wystepuje w postaci izoform jak np. STAT-5A i STAT-5B [4].
Czas indukcji ekspresji genow przez wyzej wymienione czynniki transkrypcyj-
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ne jest krétki i wynosi od 15 do 30 minut, natomiast sama
ekspresja aktywowanych gendw jest ograniczona czasowo
iw przypadku STAT wigzanie z DNA jadra znika w ciggu
kilku godzin [5],

CZYNNIK NF-kB - BUDOWA | FUNKCJA

Ogolna charakterystyka tego czynnika, jak réwniez jego
znaczenie w procesach zapalnych i nowotworach byty juz
kilkakrotnie opisywane w polskim piSmiennictwie nauko-
wym [6,7,8]. Dlatego przedstawiamy tutaj jedynie podsta-
wowe dane odsytajac czytelnika do podanej literatury.

Biatka nalezgce do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych
NF-kB mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza obejmuje
trzy podjednostki - RelA (p65), RelB i c-Rel syntetyzowa-
ne w formie dojrzatej. Ich N-koncowy fragment, tzw. rejon
homologii z biatkami RHD (ang. Rei homology domain), ma-
jacy okoto 300 aminokwaséw, warunkuje potgczenie z biat-
kiem inhibitorowym 1kB, dimeryzacje, wnikanie do jadra
komoérkowego, wiagzanie z DNA i aktywacje transkrypcji.
Natomiast do drugiej grupy nalezg biatka NF-kB1 (plO5) i
NF-kB2 (plOO). Majg one charakter prekursorowy i wyma-
gajg degradacji proteolitycznej zaleznej od ubikwitylacji.
Prowadzi to do powstania podjednostek p50 (z pl05) i p52
(z plO0), ktore nie sg zdolne do aktywacji transkrypcji. Po-
wstanie heterodimeréw pomiedzy podjednostkami pierw-
szej i drugiej grupy, takich jak p65/p50 zapewnia zdolnos¢
do aktywacji transkrypcji dzieki posiadaniu przez p65 do-
meny RHD. Powstate kompleksy NF-kB w komdrkach nie-
stymulowanych pozostajg nieaktywne w cytoplazmie, gdyz
sg potgczone z jednym z 8 biatek inhibitorowych jak np.
IkBo czy IkB[3, z ktérych kazde posiada 2 istotne domeny
czynnos$ciowe: N-koncowa, od ktorej zalezy proteoliza 1kB
i domene rdzeniowg zawierajacg tzw. powtdrzenia ankiry-
nowe umozliwiajgce interakcje z biatkami Rei.

W wyniku stymulacji komérki dochodzi do uruchomienia
szlakow sygnalizacji w cytoplazmie prowadzacych do akty-
wacji kompleksu IKK zawierajgcego 3 podjednostki [IKKa,
IKK3 i IKKy (NEMO)], ktorej wynikiem jest uczynnienie ki-
nazy IKK zdolnej do fosforylacji biatek inhibitorowych 1kB.
Nastepstwem fosforylacji jest poliubikwitylacja tych biatek
i degradacja przez proteasom 26S. Uwalnia to czynnik tran-
skrypcyjny NF-kB, co umozliwia jego wnikniecie do jadra,
zwigzanie z DNA i aktywacje transkrypcji [9,10], Istnieje co
najmniej 8-10 receptordéw/czasteczek powierzchniowych w
btonie komorkowej majacych zdolnos¢ stymulacji komplek-
su IKK a tym samym aktywacji NF-kB. Sg to receptory cy-
tokin jak TNF-a, IL-1R, receptory Toll-podobne, integryny
CD11/CD18, receptory antygendw limfocytéow T (TCR) i B
(BCR) i inne [9,10,11,12],

Uwolnione biatka NF-kB wnikaja do jadra komorkowego
przez pory jadrowe wykorzystujgc specyficzne receptory
(importyny) rozpoznajgce tzw. jgdrowe sygnaty transloka-
cyjne (NLS - ang. nuclear localization signal), bedace odpo-
wiednimi sekwencjami aminokwaséw [11]. Aktywacja NF-
kB jest krotka, trwa kilka do kilkunastu minut, ale zaréwno
czas trwania jak ijej intensywnos$¢ zalezy w duzej mierze od
udziatu réznych koaktywatoréw. Ich Liczba jest znaczna i
nie beda one tutaj blizej omawiane. Warto tu jedynie wspo-
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mnieé, ze niektére z nich majg charakter acetylaz, tj. enzy-
mow katalizujgcych reakcje acetylacji. Acetylacja powoduje
zmiany oddziatywan elektrostatycznych, przez co ostabia
wigzania wystepujace pomiedzy czgsteczkami jak np. mie-
dzy p65 i biatkiem inhibitorowym, a takze miedzy DNA a
histonami, co utatwia proces aktywacji szeregu genow do-
celowych ulegajgcych transkrypcji [13]. Wykazano miedzy
innymi, ze acetylacja poprzedza transkrypcje genu 1kBo, ko-
dujacego biatko 1kBcl Czgsteczka tego biatka transportuje z
powrotem do cytoplazmy czynnik transkrypcyjny NF-kB po
jego usunieciu z potaczenia z DNA, gdzie bedzie oczekiwat
na ponowng aktywacje. Liczba transkrybowanych genéw w
wyniku wigzania NF-kB, moze wynosi¢ ponad 100, ale za-
lezy ona od rodzaju podjednostek NF-kB, rodzaju komoérki,
koaktywatoréw itp. [12 ].

Nadmierna aktywacja NF-kB odgrywa istotng role w pa-
togenezie wielu przewlektych choréb zapalnych jak astma,
reumatoidalne zapalenie stawdw (rzs), wrzodziejgce zapa-
lenie jelita grubego choroba Le$niowskiego-Crohna i inne
[14,15,16], W astmie manifestuje sie to naciekami zapalnymi
w ptucach i dysregulacjag szeregu cytokin i chemokin [17].
W reumatoidalnym zapaleniu staw6w wzmozona ekspresja
cytokin pozapalnych, zwigzana z NF-kB, wptywa na rozrost
btony maziowej i powstanie przewlektego stanu zapalnego
zajetego stawu [18].

Oprécz negatywnej roli w procesach zapalnych NF-kB
ma réwniez prawdopodobnie wazne znaczenie w modu-
lacji genow kontrolujacych rozwéj i wzrost komoérek za-
rowno normalnych jak i nowotworowych. W odniesieniu
do watroby wykazano, ze modyfikowane genetycznie my-
szy, pozbawione ekspresji genéw kodujacych poszczegdlne
podjednostki NF-kB wykazywaty upos$ledzenie rozwoju
tego narzadu ze skutkiem letalnym. Niewydolna aktywacja
NF-kB i zwigzana z tym $miertelno$¢ badanych myszy w
okresie zarodkowym z wyktadnikami zwyrodnienia wa-
troby spowodowana byta niedoborem IKK[3 [19]. Niedobdr
NF-kB powoduje takze upoS$ledzenie regeneracji watroby
[20], Czynnikiem indukujacym regeneracje po czesciowej
hepatektomii wydaje sie by¢ TNF, ktory aktywuje zarow-
no AP-1 jak i NF-kB [21]. W raku watrobowo-komdarkowym
dochodzi wczes$nie do aktywacji NF-kB, a takze innych
czynnikéw transkrypcyjnych jak AP-1 i STAT, co prawdo-
podobnie wigze sie z nabyciem fenotypu komérki transfor-
mowanej [22],

CZYNNIK NF-kBW ZAPALENIACH WATROBY TYPU C

W oddziatywaniach wirus - komoérka gospodarza klu-
czowg role odgrywajg biatka wirusa C (HCV). Do najwaz-
niejszych nalezg tu biatko rdzeniowe (ang. core protein) i
biatka niestrukturalne NS5A i NS3. Biatko rdzeniowe be-
dace nukleokapsydem wirusa, ma zdolno$¢ wptywania na
rézne zjawiska wewnatrzkomérkowe, ale do szczegélnie
istotnych nalezy stymulacja NF-kB. Sposob aktywacji NF-
kB przez biatko rdzeniowe HCV nie jest do konca jasny.
Jedng z mozliwosci jest dziatanie na IKKJ3. Wykazano bo-
wiem, ze kwas acetylosalicylowy bedacy swoistym inhibi-
torem IKKp, hamuje aktywacje NF-kB przez biatko rdze-
niowe [23], Z drugiej strony wiadomo, ze biatko rdzenio-
we moze wiazac sie z receptorami cytokin, takich jak np.
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z receptorem limfotoksyny @z rodziny receptorow TNF
[24], Uruchamia to szlak aktywacji typowy dla cytokin.
Modulacja aktywacji NF-kB przez biatko rdzeniowe moze
by¢ takze czeSciowo spowodowana przez gromadzenie sig
w jadrze komdrkowym biatek p50 lub p65 przez zakazone
komérki. Prowadzi to do utrzymywania sie przewlektego
stanu aktywacji komérek zakazonych HCV [24], Aktywacja
czynnika NF-kB przez biatko rdzeniowe hamuje apoptoze
zakazonych hepatocytéw i tym samym zwieksza przezy-
walnos$¢ wirusow [25], Biatko rdzeniowe moze jednak takze
hamowa¢ aktywacje NF-kB, jak to wykazali Joo i wsp. [26]
na ustalonych liniach komoérkowych makrofagédw. Ponadto
biatko rdzeniowe moze réznic¢ sie w dziataniu na NF-kB w
zaleznosci od genotypu wirusa. Wykazano np., ze biatko
to pochodzace od wirusa o genotypie la hamuje aktywacje
NF-kB w przeciwienstwie do biatka wirusa o genotypie Ib.
Powstate mutacje w genotypie la moga znosi¢ efekt hamu-
jacy tego biatka [27],

Porownanie zdolnoSci do modulowania wewnatrzko-
morkowej transdukcji sygnatu przez 7 r6znych biatek wi-
rusa C i 4 wirusa B wykazato, ze biatko rdzeniowe wirusa
C ma najsilniejszy wptyw na transdukcje sygnatu aktywa-
cji czynnikow transkrypcyjnych, zwitaszcza NF-kB, AP-1 i
przewyzszato pod tym wzgledem nawet biatko X wirusa B
[28]. Oprécz typowych gendéw ulegajacych aktywacji i tran-
skrypcji pod wptywem NF-kB jak geny kodujgce cytokiny,
czasteczki adhezyjne, antygeny MHC i inne, biatko rdzenio-
we wirusa C powoduje transaktywacje promotora genu dla
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), przez co praw-
dopodobnie nasila sie odczyn zapalny w watrobie [29],

Biatka niestrukturalne wirusa C sa drugim znanym czyn-
nikiem indukujgcym aktywacje NF-kB. Ich dziatanie uwaza
sie za stabsze w poréwnaniu z biatkiem rdzeniowym. Oba
biatka, tzn. NS3 i NS5A indukujg via NF-kB cytokiny, za-
rowno prozapalne jak i hamujace zapalenie jak np. IL-10.
Wykazano, ze biatko rdzeniowe, a takze niestrukturalne
NS3 aktywujg monocyty i hamuja réznicowanie komorek
dendrytycznych. Powoduje to zaburzenia prezentacji pep-
tydow wirusowych limfocytom, co hamuje powstawanie
swoistej odpowiedzi odpornosciowej. Towarzyszy temu
wzrost IL-10 i spadek IL-12 wydzielanych przez komorki
dendrytyczne [30].

Mechanizm dziatania biatka NS3 nie jest blizej znany, na-
tomiast stosunkowo wiecej wiadomo o biatku NS5A. Wy-
kazano miedzy innymi, ze na drodze stresu oksydacyjnego
moze aktywowac receptor typu I dla TNF (TNFR1). Stres ok-
sydacyjny w komoérce jest w tym wypadku spowodowany
zaburzeniem przez NS5A stezenia wewnatrzkomorkowego
jonow wapnia. Sygnat Cazrindukuje wzrostrodnikow tleno-
wych w mitochondriach, prowadzac do translokacji NF-kB,
a takze STAT-3 do jadra komoérkowego [31]. W dalszych
badaniach wykazano, ze biatko NS5A moze hamowac akty-
wacje NF-kB pobudzonego przez TNF-a. Cytokina ta dziata
na komarki przez receptory TNFR1 i TNFR2. Ten pierwszy,
taczac sie z kilkoma biatkami jak FADD (ang. Fas associated
death domain), TRAF2 (ang. TNF receptor activating factor) i
biatkiem reagujagcym z receptorem (ang. receptor-interacting
protein) tworza kompleks sygnatowy TNFR aktywujacy
czynnik NF-kB. Okazato sie, ze NS5A hamuje TRAF-2 zno-
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szac w ten sposob aktywacje NF-kB [32]. O znaczeniu dziata-
nia biatka NS5A na zakazong wirusem C komorke Swiadcza
wyniki badan Girarda i wsp. [33], Autorzy ci wykazali przy
pomocy techniki mikromacierzy DNA, ze biatko to wpty-
wa na 103 geny powodujgc pobudzenie 43 i hamowanie 60
genéw. Co ciekawe, wszystkie pobudzone geny zawieraty
w swoich regionach promotorowych miejsca wigzania dla
NF-kB. Wykazano takze, ze NS5A ma zdolnosé wptywania
na szlaki przekazywania sygnatu w siateczce $rddplazma-
tycznej. NS5A wigze sie z siateczkg $rodplazmatyczng i
powoduje odpowiedZ zwang ,,stresem retikularnym". Pro-
wadzi to do uwalniania jonow Ca2 ktore z kolei sg pobie-
rane przez mitochondria. Zmienia to ich potencjat btonowy
i wywotuje stres oksydacyjny manifestujacy sie wzrostem i
wydzielaniem reaktywnych form tlenu. Prowadzi to do ak-
tywacji czynnik6w STAT-3 i NF-kB. Ten szlak metaboliczny
hamuja inhibitory pobierania Ca2tprzez mitochondria, takie
jak np. czerwien rutenowa [34], co potwierdza role jonow
wapnia w tym procesie. Inaktywacja 1kBo, warunkujgca
pobudzenie NF-kB w normalnych stanach fizjologicznych
komorki, odbywa sie przez fosforylacje seryny obecnej w
pozycji 32 i1 36. W przypadku aktywacji NF-kB przez NS5A
fosforylacji ulegajg reszty tyrozyny obecne w pozycjach 42
i 305 tancucha aminokwasowego biatka 1kBct. Zjawisko to
ttumaczy wptyw inhibitoréw biatkowej kinazy tyrozynowej
na aktywacje NF-kB [35], Dane te wskazujg na ztozony cha-
rakter dziatania biatka NS5A wirusa C na NF-kB, obejmujac
zaréwno aktywacje jak i inaktywacje roznych wewnatrzko-
morkowych szlakéw majacych posredni jak i bezpos$redni
wptyw na ten czynnik transkrypcyjny (Rys. 1).

Istniejg réwniez nieliczne dane dotyczace zwigzkéw mie-
dzy aktywacjg NF-kB a widknieniem watroby w przewle-
ktym wirusowym zapaleniem watroby typu C. Boya i wsp
[36] wykazali, ze poziom transkrypcji mMRNA biatka RelA,
gtéwnego sktadnika czynnego NF-kB, jest istotnie obnizo-
ny w materiale tkankowym uzyskanym z biopsji watroby o
nasilonym widknieniu tego narzgdu w poréwnaniu z prob-
kami pochodzacymi z biopsji watroby o widknieniu powol-
nym, a takze z watrobg niezmieniong chorobowo. Podobng
odwrotng korelacje zaobserwowano w odniesieniu do apo-
ptozy komdrek watrobowych. Badacze wyciagneli z tego
whniosek, ze normalna lub wzmozona ekspresja biatka RelA
moze chroni¢ watrobe przed widknieniem, a wiec takze
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Rysunek 1. R6zne szlaki dziatania biatka NS5A wirusa C w zakazonym hepato-
cycie. Objasnienia skrotéw: ER - siateczka $rédplazmatyczna; IkBP - inhibitor;
PTK - biatkowa kinaza tyrozynowa; ROS - reaktywne formy tlenu; TNFaR (ang.
TNF recgptor) - receptor TNFa; TRAF2 (ang. TNF receptor activatingfactor) - czyn-
nik aktywujacy receptor TNF.
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przed marskoscig i degradacjg hepatocytéw. Ostatnio wy-
kazano u myszy, ze biatko p50 powodowato ograniczenie
fibrogenezy w watrobie [37].

CZYNNIK NF-kBW ZAPALENIACH WATROBY TYPU B

Giownym czynnikiem aktywujacym NF-kB w zapaleniu
watroby wywotanym przez wirus B (HBV) jest biatko HBx.
Jest to maty polipeptyd o masie czasteczkowej 16,5 kDa,
sktadajacy sie z 154 aminokwaséw, kodowany przez gen X
wirusa Bbedacy jednym z czterech gendw jego genomu (C,
P, Si X). Ma on dziatanie regulacyjne w replikacji wirusa
i odgrywa wazng role w patogenezie zapalenia watroby, a
takze w powstawaniu raka watrobowokomaérkowego. HBx
reaguje bezposrednio z ikBe w pozycjach 249-253 tancucha
aminokwasowego dzieki ich reaktywnosci z tym biatkiem.
Pozycje te sg krytyczne dla interakcji z podjednostkami p50
i p65 czynnika NF-kB i znajdujg sie w poblizu sekwencji
eksportu jadrowego. Umozliwia to HBx translokacje do ja-
dra komorkowego [38,41].

Dziatanie HBx w odniesieniu do NF-kB jest dwojakie. Z
jednej strony czynnik ten indukuje tworzenie aktywnych
transkrypcyjnie biatek z rodziny Rei, jak p50, p52, RelA ic
Rei. Z drugiej strony powoduje fosforylacje inhibitora IkBo,
a takze obnizenie ekspresji mMRNA drugiego inhibitora zna-
nego jako pl05, a takze biatka p50. Prowadzi do uwalniania
biatka RelA, oddzielonego przez inhibitor pl05 ijednoczes-
nej akumulacji jadrowej komplekséw NF-kB-DNA. Oba
dziatania dotyczace inhibitoréw prowadza do aktywacji
NF-kB [39], HBx wigze sie z zewnetrzng btong mitochon-
driéow, co prowadzi do spadku potencjatu elektrostatyczne-
go bton mitochondrialnych iwzrostu reaktywnych form tle-
nu. Aktywacja czynnikow transkrypcyjnych jak NF-kB, ale
takze STAT-3 wydaje sie by¢ skutkiem dziatania reaktyw-
nych form tlenu. Przemawia za tym hamowanie tej aktywa-
cji przez antyoksydanty jak N-acetylo-L-cysteina [40,41], Ze
wzgledu na fakt, ze reaktywne formy tlenu moga nasila¢
replikacje wirusow [41] wydaje sie interesujace, czy podanie
antyoksydantéw nie miatoby korzystnego wptywu na prze-
bieg zapalenia watroby, zaréwno typu B, jak i C, biorgc pod
uwage nie tylko wptyw antyreplikacyjny, ale takze ograni-
czenie uszkodzenia tkanek zaleznego od reaktywnych form
tlenu i hamowanie aktywacji NF-kB.

Interesujgce sg oddziatywania pomiedzy biatkiem HBXx i
NF-kB w odniesieniu do apoptozy komorek watrobowych.
HBx indukuje biatka z rodziny protoonkogenéw Myc, kto-
re mogg zwieksza¢ wrazliwos¢ zainfekowanej komorki na
zabijanie przez TNF-a. Z drugiej strony, Rei A/NF-kB in-
dukowany przez HBx powoduje supresje apoptozy zalez-
nej od HBx. Natomiast inny kompleks C-Rel/NF-kB indu-
kowany przez HBx moze zardwno sprzyjac jak i hamowac
apoptotyczng $mieré¢ komorek. W og6lnym rachunku biat-
ka z rodziny NF-kB raczej hamujg apoptoze, pomimo faktu,
ze nadekspresja Myc jg nasila. Rola biatka HBx jest wiec tu
dwuznaczna [42].

W odniesieniu do terapii zapalenia watroby typu B, ist-
niejg dane doSwiadczalne uzyskane na komdrkach hepato-
ma HuH-7 cztowieka, wskazujace na hamujace dziatanie in-
terferonu-a na aktywacje NF-kB indukowang przez biatko
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HBx [43], Ponadto aktywno$¢ NF-kB ulega supresji przez
oddziatywanie z biatkiem p202a indukowanym przez inter-
feron-a w komdrkach watrobowych [44], Powyzsze dane
wskazujg na dodatkowe korzystne efekty dziatania tej cyto-
kiny w omawianej chorobie.

Niejasna jest rola NF-kB w karcinogenezie zwigzanej z
biatkiem HBx w nastepstwie zapalenia watroby typu B.
Wykazano jednak, ze NF-kB wystepuje zar6wno w cytopla-
zmie jak i w jagdrach komorek raka watrobowokomadrkowe-
go, czemu towarzyszy obecnos¢ biatka HBx [45], Wynika z
tego, ze czynnik NF-kB ulega nieprawidtowej aktywacji w
komorkach raka, spowodowanej obecnosciag biatka x. Ma-
nifestuje sie to translokacjg NF-kB do jadra komérkowego,
przez co moze chroni¢ komorki rakowe przed apoptoza.
Ztozone dziatanie biatka HBx zachodzace na drodze ak-
tywacji ré6znych szlakéw transdukcji sygnatu w zakazonej
komdrce watroby ilustruje schematycznie rysunek 2. Wyni-
ka z niego, ze biatko HBx w zakazonym hepatocycie moze
aktywowac w sposdb bezposredni nie tylko NF-kB ale takze
inne czynniki transkrypcyjne jak STAT3, NFAT i AP1 oraz
w sposob posredni Src i MAPK. Potwierdzajg to dane z pis-
miennictwa [41]. Lokalizacja cytoplazmatyczna biatka HBx
w hepatocytach ma zwigzki z ekspresja genu indukowalnej
syntazy tlenku azotu (iNOS), podobnie jak to ma miejsce w
zapaleniu typu C. Majano i wsp. [46] wykazali, ze inakty-
wacja czynnos$ciowa miejsca wigzania NF-kB z promoto-
rem iNOS znacznie redukowata zalezng od HBx aktywnos$¢
transkrypcji tego genu.

Oprocz HBXx, takze biatko rdzeniowe wirusa B (HBc)
wydaje sie dziata¢ jako aktywator transkrypcji promotora
progenomowego wirusa. Okazato sie, ze biatko HBc uzy-
skuje zdolno$¢ do tego dziatania poprzez domene zawartg
pomiedzy nukleotydami w pozycjach 1408 a 1417 tafncucha
aminokwasowego, ktéra umozliwia wigzanie sie z NF-kB.
Zwigzane z NF-kB biatko HBc przyspieszato potgczenie
NF-kB - DNA zainfekowanej komorki [47], Wedtug cyto-
wanych autoréw jest to mechanizm, ktéry moze nasilac re-
plikacje wirusa w zakazonych hepatocytach.

Czynnikiem hamujacym replikacje wirusa B w ustroju
bez efektu cytopatycznego jest TNF-a. Dziatanie to wyma-
ga aktywacji NF-kB poprzez kompleks IKKa/ (3 co prowa-
dzi do uszkodzenia kapsydéw wirusowych. Zahamowanie
replikacji wirusa B mozna byto takze uzyska¢ bez udziatu
TNF-a, wytgcznie przez nadekspresje IKKa/@i zwigzang
z tym silng aktywacje NF-kB. Natomiast hamowanie NF-kB

Rysunek 2. Rola i mozliwos$ci wplywu biatka HBx na komoérke watroby.
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stymulowato replikacje wirusa. Efekt ten wykazano na mo-
delach zwierzecych i jak dotagd nie wykazano podobnego
mechanizmu w patologii cztowieka [48].

Przedstawione dane wskazujg, ze aktywacja czynnika
NF-kB odgrywa istotng role w patogenezie przewlektych
zapalen watroby zardwno typu C jak i B. Okazuje sie, ze
biatka obu wirus6w moga w znaczny sposob wptywacé na
jego funkcje, zwykle w sposdb niekorzystny dla chorego.
Mozna tu choéby wymieni¢ dziatanie anty-apoptotyczne na
komorki watrobowe, ktére moze sprzyja¢ onkogenezie.
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ABSTRACT

Essential data pertaining to the structure and function of selected transcription factors such as NFAT, AP-1 and NF-kappaB in particular, are
presented in the relation to viral hepatitis C and B. In chronic hepatitis C the activation of NF-kappaB is markedly modulated by viral proteins
such as core protein and nonstructural ones, particularly NS5A and NS3. In hepatitis B the major factor influencing NF-kappaB function ap-
pears to be HBx protein. Effects of viral proteins on NF-kappaB function in relation to the course of hepatitis are complex. They participate in
the perpetuation of inflammatory state in the liver, inhibit apoptosis of hepatocytes, as well as the differentiation of antigen-presenting cells
(dendritic ones). The latter effect has deleterious impact on the formation of specific immune response to viral peptides. It seems that both
viruses, C and B acquired the ability to modify NF-kB function in advantage for the pathogens in question.
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internal ribosome entry site) - wewnetrzne miej-
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nuclear magnetic resonance) - magnetyczny re-
zonans jadrowy; nt - reszty nukleotydowe;
RdRp (ang. RNA-dependent RNA polymerase)
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STRESZCZENIE

a koncach 5'i 3' genomowego RNA wirusa HCV znajduja sie zachowane w ewolucji
N regiony nie ulegajace translacji: 5'UTR i 3'UTR (ang. 5' and 3' untranslated regions). Cha-
rakteryzujga sie one uporzadkowang strukturag przestrzenng i petnig kluczowe funkcje w re-
gulacji proceséw zyciowych wirusa. Region znajdujacy sie po stronie 5' sekwencji kodujacej
zawiera element IRES odpowiedzialny za inicjacje translacji zachodzaca bez udziatu kapu.
Fragment sekwencji RNA obecny na koncu 3' genomu wirusa warunkuje proces replikacji i
by¢é moze bierze réwniez udziat w regulacji translacji wirusowych biatek. Podczas replikacji
wirusa ni¢ genomowa przepisywana jest na ni¢ RNA polarnosci ujemnej, tzw. ni¢ replikacyj-
na. Fragment jej sekwencji znajdujacy sie na koricu 3' odpowiedzialny jest za inicjacje syn-
tezy genomowych nici potomnych. W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy
na temat struktury i funkcji regionéw niekodujacych RNA wirusa zapalenia watroby typu C:
5'UTR i 3'UTR oraz komplementarnych do nich fragmentéw wirusowej nici replikacyjnej.

WPROWADZENIE

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus) zostat zidenty-
fikowany w 1989 roku jako jeden z czynnikéw wywotujgcych wirusowe zapa-
lenie watroby, obok takich wiruséw jak znane wczesniej: HAV (ang. hepatitis A
virus) i HBV (ang. hepatitis B virus) [1]. Obecnie szacuje sie, ze zakazonych jest
nim ponad 170 miliondw o0séb na Swiecie, co stanowi 3% Swiatowej populacji.
Zakazenie przebiega zazwyczaj bez wyraznych objawow, a wywotany stan za-
palny watroby przechodzi najczeéciej w postac¢ chroniczng i trwa przez wiele lat,
doprowadzajac do marskosci watroby, jej skrajnej niewydolnos$ci, a nawet do
rozwoju pierwotnego raka watroby [2], Chociaz wirus ulega replikacji gtéwnie
w hepatocytach, to zachodzi ona réwniez w komorkach jednojgdrzastych krwi
obwodowej oraz w mikrogleju centralnego uktadu nerwowego [3-5], U 0s6b ze
wspoétbiezng infekcjg wirusem HIV (wirus upo$ledzenia odpornosci cztowieka)
ichorych na AIDS (zesp6t nabytego niedoboru odpornosci), obserwowano repli-
kacje HCV takze w innych tkankach [5],

HCV jest matym, optaszczonym wirusem o $rednicy 40-60 nm, ktérego genom
stanowi pojedyncza ni¢ RNA polarnosci dodatniej, dtugosci okoto 9600 zasad
(Rys. 1) [4,6,7], W procesie replikacji wirusa ni¢ ta przepisywana jest na ni¢c RNA
polarnosci ujemnej, tzw. ni¢ replikacyjng, ktéra jest matrycg w reakcji syntezy
genomowych nici potomnych. HCV nalezy do rodziny Flaviviridae, jako przed-
stawiciel rodzaju hepaciwiruséw. Tak jak pozostali cztonkowie rodziny, genom
HCV posiada jedng bardzo dtuga, ramke odczytu. Koduje ona prekursorowg
poliproteing, ktdéra nastepnie jest cieta w szeregu proceséw na 10 bardziej lub
mniej samodzielnych biatek: C, El, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A oraz
NS5B [7,8], Sekwencja kodujgca genomu HCV oflankowana jest regionami nie
ulegajacymi translacji: 5'UTR i 3'UTR (ang. 5' and 3" untranslated regions).

Fragmenty niekodujgce sekwencji wirusow RNA petnig kluczowe funkcje w
regulacji ich procesow zyciowych [9], Oskrzydlajg one regiony kodujace biatka i
decydujg o ich ekspresji. Fragmenty RNA znajdujace sie po stronie 5' sekwencji
kodujacych odpowiedzialne sg najczesciej za kontrole translacji. Regiony obecne
na koncu 3' warunkujg zazwyczaj procesy replikacji i/lub transkrypcji, nierzad-
ko biorg réwniez udziat w regulacji translacji wirusowych biatek. Ponadto, ste-
rowanie takimi procesami, jak np. sktadanie wirionéw i przechodzenie pomie-
dzy réznymi fazami rozwojowymi moze odbywac sie z udziatem niekodujacych
regionéw RNA.

W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat struktury
i funkcji regionéw niekodujacych wirusa zapalenia watroby typu C: 5'UTR i
3'UTR oraz komplementarnych do nich fragmentéw wirusowej nici replikacyj-
nej.
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie nici genomowej wirusa HCV oraz
komplementarnej do niej nici replikacyjnej. Na rysunku uwzgledniono ogdlny
zarys struktur drugorzedowych regionéw niekodujacych: 5'UTR i 3'UTR oraz
komplementarnych fragmentéw RNA: IRES(-) i 3'UTR(-). Struktury te przedsta-
wione sg szczeg6towo na rysunkach 2 i 4-6.

STRUKTURA I FUNKCJA REGIONU
NIEKODUJACEGO 5' (5'UTR)

STRUKTURA REGIONU 5'UTR

5'UTR wirusa HCV ma dtugos$¢ 341 nukleotydéw ijest wy-
soce konserwatywny (ponad 90% zachowawczos$ci) w obre-
bie r6znych genotypow wirusa [3,4,7], Zachowawczos$¢, ale
jednoczes$nie pewien stopien zroznicowania sekwencji tego
regionu wykorzystuje sie w procedurach genotypowania
[4]. Wigksza czes$¢ sekwencji 5'UTR wraz z pierwszymi nu-
kleotydami kodujgcymi potiproteine stanowi wewnetrzne
miejsce oddziatywania z rybosomem, tzw. IRES (ang. inter-
nal nbosomal entry site), od ktérego rozpoczyna sie translacja
wirusowej poliproteiny nie wymagajaca obecnosci struktu-
ry kap na konfcu 5' czgsteczki RNA [3,4,10].

Region 5'UTR przyjmuje okre$long strukture drugo- itrze-
ciorzedowg. W 1992 roku zaproponowano pierwszy model
struktury drugorzedowej 5'UTR wirusa HCV. W kolejnych
latach model ten ulegat wielokrotnym przeksztatceniom,
ktére uwzgledniaty informacje pochodzace z badan termo-
dynamicznych, filogenetycznych, z badan prowadzonych
z wykorzystaniem mutagenezy oraz sond strukturalnych
takich jak nukleazy i chemiczne reagenty modyfikujgce
[3,10]. W ostatnich latach poczyniono szereg dodatkowych
ustalen na podstawie wynikdw badan krystalograficznych i
technikg NMR [11,12], Najnowszy model struktury regionu
5'UTR przedstawia Rysunek 2. Ztozony jest on z czterech
gtownych domen strukturalnych, oznakowanych: I - 1V, z
oddziatywaniami dalekiego zasiegu RNA-RNA pomiedzy
niektérymi z nich.
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Region 5'UTR sfotografowano w mikroskopie elektrono-
wym, takze w kompleksie z podjednostka rybosomalng
40S [13,14], Potwierdzono og6lng architekture IRES, a takze
wskazano na przestrzenne ustawienie domen struktural-
nych wzgledem siebie. W kompleksie z podjednostka rybo-
somalng region ten przyjmuje ksztatt wydtuzony. Okazuje
sie, ze petla apikalna Illb nie bierze udziatu w oddziatywa-
niach z rybosomem i ,wystaje” poza kompleks. Poddome-
ny Hla-1llc oraz domena Il skierowane sg w przeciwnych
kierunkach rozchodzac sie z centralnego rdzenia czasteczki,
skupiajgcego takze spinki Ule i llIf [13]. Podobng organizacje
przestrzenng zaobserwowano w przypadku izolowanego
fragmentu IRES metodg niskokatowego rozpraszania pro-
mieni rentgenowskich [11], Z kolei, za pomocg mikroskopii
krio-elektronowej (cEM) uzyskano tréjwymiarowy obraz
komplekséw: IRES - podjednostkg 40S oraz IRES pozba-
wiony domeny Il - podjednostkg 40S, obu z rozdzielczoscig
20 A [13]. Poréwnanie uzyskanych obrazéw wykazato, ze
obecno$¢ domeny Il indukuje zmiany strukturalne w pod-
jednostce rybosomalnej 40S. Region IRES wirusa HCV jest
wiec ,dynamicznym manipulatorem” maszynerii transla-
cyjnej gospodarza [7],
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Rysunek 2. Model struktury drugorzedowej regionu 5'UTR nici genomowej wi-
rusa HCV. Zaznaczono wewnetrzne miejsce oddziatywania z rybosomem, tzw.
IRES, kodon START-AUG oraz motywy strukturalne scharakteryzowane z roz-
dzielczoscig atomowga, metodg NMR lub krystalograficzng. Struktury poszcze-
g6lnych motywoéw sa zdeponowane w banku danych RNABase [12], dostep-
nym poprzez strone internetowg http://www.rnabase.org, pod nastepujacymi
kodami: domena Il - RCSB01936-39, fragment poddomeny Illb - RCSB015193,
skrzyzowanie Illabc - UR0018, poddomena lllc - RCSB013189, poddomena llid
- RCSB011837 oraz RCSB011359, poddomena Ille - RCSB011360.
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FUNKCJA REGIONU IRES

Proces translacji zalezny od obecnosci IRES wymaga od-
dziatywania tej struktury z kompleksem 43S, na ktory skta-
da sie podjednostka rybosomalna 40S, inicjujacy czynnik
translacyjny elF3 oraz czynnik elF2, zasocjowany z GTP
oraz z tRNA inicjatorowym (Rys. 3) [3,10]. Po rozpoznaniu
kodonu START nastepuje przytgczenie duzej podjednostki
rybosomalnej oraz przejscie do etapu elongacji. Natomiast
w inicjacji translacji wiekszo$ci eukariotycznych mRNA
uczestniczg takze inne czynniki translacyjne tworzgce kom-
pleks ze strukturg kapu obecng na koAcach 5' tych czaste-
czek. Kolejno$¢ asocjacji poszczegdlnych sktadnikéw kom-
pleksu inicjujgcego, wiasciwego dla wirusa HCV nie byta
do niedawna znana. W szczegdélnos$ci, nie byto wiadomo
czy wigzanie IRES do podjednostki rybosomalnej 40S po-
przedza jej wigzanie z elF3. Okazato sie, ze IRES wigze sie
najpierw z podjednostka 40S, a nastepnie do nich przyta-
cza sie elF3 i stabilizuje utworzony kompleks [15,16]. Bez-
posrednie oddziatywanie IRES wirusa HCV z rybosomem
ma charakter unikalny, zostato ono opisane jeszcze tylko u
jednego wirusa - CSFV (wirus klasycznego pomoru $win)
i przypomina prokariotyczny model oddziatywania rybo-
somu z mRNA. Brak zjawiska skanowania RNA przez ry-
bosom w poszukiwaniu kodonu START (lub ograniczone
do bliskiego sasiedztwa kodonu AUG) oraz ograniczony
udziat czynnikdw translacyjnych, to kolejne podobiefstwa
do modelu prokariotycznego inicjacji procesu translacji [3],
Okazuje sie, ze efektywnos¢ translacji w komérkach zaka-
zonych wirusem HCV jest stosunkowo niska, nawet 40000
razy mniej wydajna niz wirusa polio. Utrudnia to organi-
zmowi obrone immunologiczna.

Na podstawie poréwnania diugosci tancuchow RNA,
struktur Il- i lll-rzedowych oraz sposobdw funkcjonowania,
region IRES wirusa FICV (atakze pestiwiruséw oraz wirusa
GB typu B) zakwalifikowano do nowego typu struktur tego
rodzaju - IRES typu Ill. Od IRES pikornawiruséw, typu I i
I, r6zni sie bowiem wieloma cechami, do ktérych naleza:
dtugos¢ o potowe krétsza niz IRES typu IlI; struktura Il- i
Ill-rzedowa rézna od charakterystycznej dla IRES typu lI;
brak konserwatywnej sekwencji 5'-YNNNAUG-3' (Y - piry-
midyna, N- dowolny rybonukleotyd), obecnej w IRES typu
i Il; znacznie mniejsza specyficzno$¢ tkankowa w porow-
naniu z IRES typu lill; w przeciwieAstwie do IRES typu I i
I, niekonieczny udziat biatek PTB (ang. polypyrimidine tract-
binding protein) i La (ATP-aza zalezna od DNA lub RNA, o
aktywnosci helikazy) oraz czynnikdw inicjacyjnych innych
niz elF2 i elF3; brak lub znikomy zakres skanowania RNA
- réznica w stosunku do IRES typu I; dopuszczalne mutacje
kodonu START (AUU, CUG), ktére tylko nieznacznie ob-
nizajg wydajnos¢ translacji HCV, a sg niedopuszczalne u
pikornawirusow (IRES typu i ll) [3].

ODDZIALYWANIE IRES Z RYBOSOMEM

Miejsce wewnetrznego oddziatywania z rybosomem
- IRES, obejmuje ok. 300 nt regionu niekodujgcego 5', co
odpowiada jego domenom: II, 1l i IV (Rys. 2) [3,10,15,17].
Przyjmuje sie, ze réwniez 12-30 pierwszych nukleotyddéw
regionu kodujgcego wirusowg poliproteine wchodzi w za-
kres IRES. Sekwencja tego odcinka moze byé modyfikowa-
na pod warunkiem, ze wprowadzone zmiany nie wptyng
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Rysunek 3. Schemat przedstawiajacy sktadniki kompleksu inicjujacego proces
translacji. A - kompleks kanoniczny, w ktérym za wigzanie podjednostki rybo-
somalnej 40S odpowiedzialny jest kap znajdujacy sie na kocu 5 mRNA, oddzia-
tujacy z licznymi czynnikami translacyjnymi; B - kompleks wtasciwy dla HCV,
w ktérym IRES obecny na koricu 5' genomowego RNA wigze podjednostke 40S
oraz niektdre czynniki translacyjne.

na wzrost stabilnosci spinki w domenie IV i nie zaktdcg do-
stepnosci kodonu START [3],

Na podstawie wynikObw mapowania enzymatycznego
i chemicznego okreslono spos6b oddziatywania regionu
IRES z rybosomem oraz z czynnikiem elF3 [17], Wykazano,
ze domena Il, od 49 nukleotydu, podobnie jak domena lll, z
wyjatkiem nukleotydéw 192-199 oraz struktura pseudowe-
zta sg zaangazowane w bezposrednie wigzanie rybosomu.
Skrzyzowanie lllabcd umozliwia zwigzanie podjednostki
rybosomalnej 40S, przyjmujac okre$long aranzacje prze-
strzenng w obecnos$ci jonow Mg2+[11], Czynnik elF3 wigze
sie natomiast do cze$ci domeny Il, poddomeny Ilic oraz do
skrzyzowania Illabc [10,15,18],

Sadzi sie, ze poszczegbdlne domeny regionu IRES petnig
funkcje analogiczne do okreslonych inicjatorowych czyn-
nikow translacyjnych w procesie wigzania rybosomu do
RNA i inicjacji translacji [7]. Prawdopodobnie z tego po-
wodu, sekwencje petli apikalnych Illd i Ule oraz trzondw
poddomen Ilic i Ule s3 w znacznym stopniu zachowawcze
w obrebie pestiwiruséw oraz réznych typéw wirusa HCV i
GBV-B [3], Sugerowane wczesniej oddziatywanie pomiedzy
sekwencjg petli apikalnej Illb (12nt: CCUUUCUUGGAU),
a komplementarng sekwencja rybosomalnego 185 RNA
cztowieka (nt: 461-471) nie zostato jak dotad potwierdzone
eksperymentalnie. Takiego oddziatywania nie mozna jed-
nakze wykluczyé, biorgc pod uwage uporzagdkowanie prze-
strzenne kompleksu IRES - podjednostka rybosomalna 40S
[14]. Wskazujg na to réwniez wyniki uzyskane przez Otto i
wsp. [19], ktérzy ustalili, ze do prawidtowego zwiazania sie
rybosomu do IRES wymagana jest zmiana konformacyjna
podjednostki 40S oraz rozplecenie struktury drugorzedo-
wej domeny 1V regionu IRES, co wymaga wspotdziatania
obydwu komponentéw kompleksu [19]. Zidentyfikowano
produkty zszywania IRES z biatkami rybosomalnymi: S2,
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S3, SIO, S16/18, S15, S27 oraz kilkoma innymi biatkami ma-
fej podjednostki [19]. Inni autorzy wykazali wigzanie sie do
IRES biatek rybosomalnych o masie 25 kDa, S5 i S9 [20,21],
Oddziatywania te odgrywajg prawdopodobnie role w pra-
widtowym umiejscowieniu matej podjednostki rybosomal-
nej wzgledem RNA genomu HCV.

INNE ODDZIALYWANIA

O oddziatywaniu IRES z okreslonymi biatkami wnioskuje
sie czesto posrednio, na podstawie obserwacji ich wptywu
na proces translacji. Otrzymane w ten sposdb informacje
bywajg jednak rozhiezne badz trudne do interpretacji. Na
przyktad, wskazano zaréwno na stymulujaca [22] jak i na
hamujacg role [23] wirusowego biatka NS5A w procesie
translacji. Nie wiadomo jednak, czy biatko to wigze sie bez-
posrednio z 5'UTR. Wirusowym biatkiem oddziatujgcym
z IRES okazato sie by¢ natomiast biatko rdzenia C [24,25].
Zaproponowano, ze moze ono stuzy¢ jako negatywny regu-
lator translacji [24-26],

Zdolno$¢ specyficznego wigzania sie z IRES wykazuje
takze kilka biatek komdérkowych, ktérych czes¢ uznawana
jest za niekanoniczne czynniki translacyjne [3,4]. Najwaz-
niejsze z nich to biatko PTB, ktére zwane jest rowniez hnR-
NP 1 (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 1), a takze
biatko La. Obydwa biatka petnig wazng funkcje w inicjacji
translacji pikornawiruséw. Na podstawie badan metodga fo-
tozszywania, okre$lono trzy miejsca wigzania PTB do IRES
wirusa HCV - trzy odcinki bogate w reszty pirymidynowe:
1-84,126-134,135-291 [4]. Wskazano takze na preferencyjne
wigzanie biatka PTB w obrebie nukleotydéw 120-130, po-
miedzy domenami Ili Ill, na podstawie wynikéw immuno-
wspotprecypitacji. Okazuje sie jednak, ze wyeliminowanie
tego biatka z systemu translacyjnego in vitro, za pomoca
specyficznych przeciwciat, hamuje funkcjonowanie IRES
wirusa HCV w znacznie mniejszym stopniu niz IRES pikor-
nawirusOw (wirusa zapalenia opon mézgowych). Ponadto,
ponowne dodanie do systemu czystego biatka przywraca
wydajna translacje pikornawiruséw, nie wptywa natomiast
na zmiane poziomu translacji HCV. Doswiadczenie to pod-
waza proponowane wczesniej znaczenie biatka PTB w regu-
lacji translacji wirusa HCV oraz sugeruje istnienie innego,
hipotetycznego biatka usunietego za pomocg przeciwciat w
kompleksie z PTB, ktére moze by¢ odpowiedzialne za bar-
dziej wydajng translacje. Donoszono zaréwno o braku ja-
kiegokolwiek wptywu PTB na dziatanie IRES, jak i o tym, ze
biatko to jest niezbedne do jego funkcjonowania [3].

Wplyw na proces translacji ma niewatpliwie biatko La, kt6-
re wigze sie do fragmentow RNA zawierajgcych sekwencje
AUG i do wielu rodzajow wirusowych 5'UTR np. wirusa
polio, HIV iwirusa grypy [3]. W przypadku HCV, biatko La
wigze sie do domeny IV zawierajacej kodon START. Wyka-
zano, ze dodanie tego biatka do systemu translacji HCV in
vitro wzmacnia jg nawet 60-krotnie [3,27,28]. Przypuszcza
sie, ze dzieje sie to na drodze rozplatania struktury spinko-
wej domeny IV. Okre$lono dwa miejsca w obrebie biatka La
wigzgce sekwencje GCAC znajdujaca sie w poblizu kodonu
START [28]. Najnowsze badania dotyczace udziatu biatka
La w translacji wirusa HCV donosza, ze brak aktywnej for-
my tego biatka obniza efektywno$¢é wiazania IRES do pod-
jednostki rybosomalnej 40S [27],
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Sposréd innych biatek oddziatujacych specyficznie z IRES
wskazano na kolejne biatko jadrowe - hnRNP L, ktére wig-
ze sie w poblizu kodonu START (w obrebie nukleotyddw:
342-402) i wzmacnia poziom translacji z subgenomowych
konstruktow HCV [3,4]. Przedstawiono sugestie, ze w me-
chanizmie tym moze uczestniczy¢ biatko PTB. Biatka 0 ma-
sach czasteczkowych 87 i 120 kDa oddziatywaty z poddo-
menami: llia, Illb i Illc w regionie nukleotyddéw: 131-253,
ale prawdopodobnie znaczenie dla translacji ma tylko pl20
[3]. Oddziatywanie biatka pl20, a takze pl70, z poddome-
na Illb, wykazata inna grupa badawcza, sugerujac rowno-
cze$nie prawdopodobne funkcjonowanie tych biatek jako
podjednostek elF3 [3,4]. Biatka PCBP1 i PCBP2 (ang. poty
(C) - binding protein) wymagajg obecnosci catej sekwencji
IRES do zwigzania sie w regionie nukleotydoéw: 315-323,
choc¢ niejasne jest znaczenie funkcjonalne tych oddziatywan
[4], Wykazano ponadto, ze do IRES wirusa HCV wigze sie
szereg biatek, obecnych w lizacie z komérek Huh7: pie¢ bia-
tek rybosomalnych, dziewieé podjednostek elF3, FHOS (ho-
molog forminy ulegajacy nadekspresji w $ledzionie), bial-
ko wigzgce EWSR1 (ang. ewing sarcoma breakpoint region 1),
MIP-T3 (biatko oddziatujgce z mikrotubulami), UNR (ang.
upstream ofN-ras encoded protein), biatka wigzgce UNR, PAI-
1 (inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1) oraz biatko
oddziatujagce z mRNA [29],

Wykazano réwniez, ze translacje wirusa HCV hamuje wi-
tamina B12, przypuszczalnie poprzez oddziatywanie z kom-
pleksem inicjacyjnym [24]. Innym inhibitorem okazata sie
czagsteczka IRNA z drozdzy (drozdzowy RNA o dtugosci 60
nt), prawdopodobnie na skutek konkurencyjnego wigzania
biatka La [30]. Interesujace, ze w obrebie IRES, w poblizu
kodonu AUG znaleziono miejsce rozpoznawane i przeci-
nane przez RNaze P w warunkach in vitro [31]. Zapropo-
nowano strukture drugorzedowa rozpoznawanej domeny
- dwie krdtkie spinki potgczone jednoniciowym tacznikiem
[32], Nie wiadomo jednak, jaka mogtaby by¢ rola RNazy P
w cyklu zyciowym wirusa.

STRUKTURA | FUNKCJA REGIONU TERMINALNEGO
3' NICI REPLIKACYJNEJ (IRES(-))

STRUKTURA REGIONU IRES(-)

Strukture drugorzedowga IRES(-) zaproponowaty niemal
rownoczes$nie dwie grupy badawcze, Smith'a i Schuster
[33,34], Przedstawione modele réznity sie dlugoscig cza-
steczek RNA. W pierwszym przypadku wynosita ona 416
nukleotydéw, a w drugim 356. Miedzy innymi stad poja-
wity sie pewne réznice w proponowanych strukturach. Sg
one zgodne co do aranzacji pierwszych 222 nukleotydow,
liczac od konca 3' czasteczki. Istotne rozbieznosci dotyczg
pozostatego odcinka RNA, ktéry w przypadku dtuzszej
czasteczki zaktada oddziatywanie z regionami nici replika-
cyjnej bardziej oddalonymi w kierunku 5. W obydwu mo-
delach podzielono strukture IRES(-) na domeny, uzywajac
jednakze r6znego nazewnictwa. W niniejszej pracy przyje-
to nazewnictwo zaproponowane przez Smith'a i wsp. [33],
wykorzystujgce nazwy analogiczne do odpowiednich do-
men IRES(+) z dodatkiem apostrofu. Model wedtug Smith'a
(Rys. 4) sktada sie z siedmiu domen: I', Hz', lty', Ilia’, 1llb’,
Illcdef' i IV'. Nalezy zauwazy¢, ze domeny IRES(-) tylko
czesciowo odpowiadajg poszczegdlnym domenom IRES(+)
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(Rys. 1), gdyz obydwa komplementarne tancuchy RNA
przyjmuja rézne struktury drugorzedowe, a nie jak mozna
by wstepnie oczekiwac, struktury ,lustrzane".

UDZIAL REGIONU IRES(-) W PROCESIE REPLIKACJI

Dotychczasowe badania wskazuja, ze biatkiem zaangazo-
wanym w proces replikacji HCV jest polimeraza RNA zalez-
na od RNA (RdRp), ktdrg jest biatko NS5B kodowane przez
wirusa [4,7,8], W obrebie IRES(-) wykazano istnienie struk-
tury promotorowej do syntezy nici plus wirusowego RNA
przy udziale wirusowej polimerazy. Region IRES(-) okazat
sie bardzo wydajng matrycg dla tego enzymu [35-38].

Przeprowadzono szereg eksperymentow majacych na celu
umiejscowienie regionu promotorowego oraz okre$lenie
minimalnej diugoS$ci czasteczki matrycowej. Poczatkowo
wykazano, ze odcinek o dtugosci 122 nt z konca 3' nie stano-
wi matrycy dla polimerazy NS5B, i ze sekwencji promotoro-
wej nalezy szuka¢ pomiedzy nt: 122-239 [35], Friebe i wsp.
wykazali jednak, ze do zadziatania wirusowej polimerazy
wystarczy odcinek pierwszych 125 nt obejmujacych dome-
ny: I', Hz' i cze$¢ y' [36] (Rys. 4). Réwniez Kashiwagi i wsp.
wskazujg pozycje nt: 46-117 jako miejsce pozytywnej kontro-
li transkrypcji i prawdopodobne miejsce wigzania polime-
razy, ale lepszg efektywnos$¢ uzyskano dla czgsteczki nieco
dtuzszej, obejmujgcej nukleotydy 40-130 [38], Jednakze do
uzyskania maksymalnej efektywnos$ci procesu potrzebny
jest region IRES(-) o petnej dtugosci [35,36]. Doswiadczenie
przeprowadzone in vitro z udziatem oczyszczonego enzy-
mu, nici replikacyjnej HCV oraz szeregu oligomeréw DNA
typu antysens wykazato, ze najsilniejsze hamowanie inicja-
cji syntezy RNA powodowat oligomer hybrydyzujacy do
regionu 85-103, w domenie Hz'. Mogto to odbywac sie na
drodze bezposredniego blokowania hipotetycznego miejsca
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Rysunek 4. Struktura drugorzedowa RNA IRES(-), fragmentu koricowego 3'nici
replikacyjnej wirusa HCV. Szarg linig zaznaczono przypuszczalne miejsce wig-
zania wirusowej polimerazy RNA zaleznej od RNA, biatka NS5B (na podstawie
[33,34,38]).
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wigzania polimerazy, lub posrednio, poprzez powodowa-
nie rearanzacji struktury RNA domen |' oraz Il1z' i w ten
sposo6b zaktocenie wigzania enzymu [39],

Doswiadczenie z czasteczkami chimerycznymi IRES wi-
rusow HCV i CSFV wskazato kilka regionéw IRES HCV
zaangazowanych w proces replikacji [40], Byly to, przed-
stawione na Rysunku 2, absolutnie konieczna do replikacji
domena Il (nt: 44-118) oraz domena Il (nt: 134-290), ktorej
brak prowadzit do niemal catkowitego zatrzymania proce-
su, do poziomu kilku procent wydajnosci. Im mniejszy byt
zamieniany region domeny Ill, tym obserwowano mniejsza
inhibicje procesu. Czy wynikato to z dziatania struktur w
IRES w uktadzie in cis, czy tez dotyczyto czasteczki komple-
mentarnej - IRES(-), nie rozstrzygnieto [40], Jednak bardziej
prawdopodobna wydaje sie druga mozliwos$¢, czyli ze usu-
wanie domen IRES wptywato posrednio na obnizenie efek-
tywnosci replikacji, poprzez uzyskang w pierwszym etapie
procesu defektywng ni¢ minus, z brakujgcymi fragmentami
IRES(-) i tym samym upo$ledzenie lub uniemozliwienie eta-
pu drugiego - syntezy genomoéw potomnych.

Skoro IRES(-) uczestniczy bezposrednio w inicjacji repli-
kacji, by¢ moze oddziatuje takze z innymi niz polimeraza
sktadnikami kompleksu replikacyjnego. Pozytywny wynik
przyniosty badania na wigzanie wirusowej helikazy NS3
[41], Ustalono, ze miejsce oddziatywania NS3 z IRES(-)
znajduje sie w obrebie domeny I' i obejmuje jej dwunicio-
wy trzon. Sposrod oddziatywan z innymi biatkami, ziden-
tyfikowano oddziatywanie IRES(-) (nt: 131-278) z biatkiem
komdérkowym p45 o nieznanej jak dotgd funkcji [42] oraz z
biatkami: HuR (biatko wigzace RNA cztowieka) i hnRNPC
(komoérkowe biatko uczestniczace w dojrzewaniu mRNA)

[41-

STRUKTURA | FUNKCJA REGIONU
NIEKODUJACEGO 3' (3'UTR)

STRUKTURA REGIONU 3'UTR

3'UTR wirusa HCV ma zmienng dtugo$¢ od 170 do 250
nukleotydéw (Rys. 5). Wyrdznia sie w nim trzy charaktery-
styczne odcinki: bezposrednio za kodonem STOP wystepu-
je region zmienny o dtugosci okoto 25-130 nukleotydow, ce-
chujacy sie duzg heterogennoscig sekwencji w obrebie réz-
nych genotyp6éw, natomiast zachowawczy w obrebie tego
samego genotypu wirusa. Dalej nastepuje odcinek polipiry-
midynowy o r6znej dtugosci, niezaleznej od typu, ani nawet
podtypu wirusa, liczacy od okoto 30 do 130 nukleotydéw.
Na samym koAcu genomu znajduje sie region X, odkryty
6 lat po sklonowaniu wirusa, o dtugosci 98 nukleotydow i
niemal absolutnie zachowawczej sekwencji [4],

Wewnatrz regionu zmiennego mozna doszukac si¢ dwdch
motywow sekwencji, wystepujgcych we wszystkich typach
wirusa. Sg to: odcinek ACACUCC idwunukleotyd UG znaj-
dujacy sie na samym koncu regionu, bezposrednio powyzej
odcinka poli (U/UC) [4], Odcinek polipirymidynowy moz-
na podzieli¢ na czes$¢ poli (UC), gdzie wystepuja reszty cy-
tydyny, pojedyncze, po dwie lub trzy nastepujace po sobie,
poprzedzielane zmienng iloScig reszt urydyny i cze$¢ poli
(U), ktéra zwykle rozdziela czes¢ poli (UC) na dwa regiony
o nierownej dtugosci. Odcinek polipirymidynowy jest he-
terogenny nie tylko pod wzgledem dtugosci, ale i charak-
teru sekwencji. W genotypach 2a, 3a, 3b znajduje sie w tym
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Rysunek a. Schemat struktry drugorzeaowej regionu &'U'TK nici genomowe]j
wirusa HCV typu Ib. Wyrdzniono region zmienny genotypowo, odcinek poli-
pirymidynowy oraz region X(+). Na rysunku zaznaczono réwniez kodon STOP
genu poliproteiny (szara obwo6dka) oraz reszty guanozyny chronione przez zwia-
zang polimeraze NS5B w eksperymencie typu footprinting (szare kétka) (na pod-
stawie [4,45,55]).

regionie kilka konserwatywnych reszt adenozyny, ktérych
brak w genotypach Ib i 2b [4]. Rzadko obserwuje sie takze
pojedyncze reszty guanozyny.

REGIONY X(+) 1 X(-)

Poczatkowo podejrzewano, ze na koncu 3' genomu HCV
znajduje sie sekwencja poli (U) lub poli (A). Istnienie regio-
nu X odkryli dopiero w 1995 roku Tanaka i wspdtpracow-
nicy. Poréwnanie sekwencji tego odcinka RNA w roéznych
genotypach wirusa wykazato pojedyncze zmiany jedynie w
sekwencji spinki SL1, potwierdzajac wysoka, wynoszacg 96-
100% konserwatywnos¢ regionu X [4],

Model struktury drugorzedowej regionu Xotrzymany me-
todg przewidywania komputerowego zostat czesciowo po-
twierdzony wynikami badan eksperymentalnych [4,43,44].
Wykazano obecno$¢ stabilnej struktury spinki SL1 na koncu
3' czasteczki RNA (Rys. 5). Otrzymane wyniki nie pozwo-
lity jednakze na zaproponowanie jednoznacznej struktury
52-nukleotydowego odcinka z konca 5' regionu X Sugero-
wano stabe uporzgdkowanie tego fragmentu struktury lub
tworzenie wiecej niz jednej formy konformacyjnej czastecz-
ki RNA [43,44], Niedawno, na podstawie wynikéw mody-
fikacji chemicznej oraz metody cie¢ RNA indukowanych w
obecnosci jonéw Pb2; zaproponowano strukture regionu X
sktadajacg sie z czterech motywow typu spinki: SL1, SL2a,
SL2b i SL3. Ponadto zauwazono, ze spinki SL2a i SL2b maja
potencjalng mozliwo$¢ utworzenia struktury typu pseudo-
wezta [45]. Inny charakter oddziatywan trzeciorzedowych
na koricu 3' genomu HCV zaproponowat Friebe i wsp. [46],
oddziatywania typu ,,kissing interactions" pomiedzy odcin-
kiem sekwencji 32XGCUGUGA-38Xregionu X(+) oraz od-
cinkiem sekwencji kodujacej NS5B: 9281-UCACAGC-9287.
Jednakze wcze$niejsze badania genomowego RNA oraz
konstruktu zawierajgcego jedynie 5’'UTR i 3'UTR nie wyka-
zaly oddziatywan regionu X z innymi regionami badanych
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czasteczek, co wskazuje na autonomiczno$é strukturalng
tego regionu wirusowego RNA [43].

Pierwsze modele struktury drugorzedowej regionu X(-),
fragmentu nici replikacyjnej HCV o sekwencji komplemen-
tarnej do X(+), zaproponowano wyitgcznie na podstawie
przewidywarn komputerowych [47]. Niedawno opubli-
kowano wyniki prac eksperymentalnych, analizujacych
strukture X(-) w kontek$cie diuzszego fragmentu RNA,
z wykorzystaniem metody ograniczonego trawienia spe-
cyficznymi nukleazami. Nastepnie, za pomocg programu
mfold, wygenerowano model struktury drugorzedowej X(-),
uwzgledniajagcy wybrane wyniki analizy eksperymental-
nej [48]. Sugerowano réwniez, ze region X(-) oddziatuje z
fragmentami sekwencji lezacymi dalej, w kierunku kornca 3'
czasteczki, przez co jego struktura w kontekscie dtuzszego
fragmentu nici replikacyjnej moze przedstawiac sie inaczej,
niz w przypadku sekwencji izolowanej [48]. Ostatnio wy-
kazano, ze region X(-) zwija sie w postaci trzech motywow
typu spinki: SLI(-), SL2(-) i SL3(-) zawierajagcych niewielkie
wybrzuszenia [45] (Rys. 6).

FUNKCJA REGIONU 3'UTR
INFEKCYJINOSC WIRUSA

Wirus zapalenia watroby typu C atakuje jedynie tudzi
i szympansy, nie ma modelu eksperymentalnego wsrdd
matych zwierzat. Z tego powodu przeprowadzono bardzo
niewiele badan rozprzestrzeniania sie wirusa w warunkach
in vivo. Przeprowadzono eksperyment, podczas ktérego
do watroby szympansa wstrzykiwano w odstepach cza-
sowych szereg wirusowych konstruktow zawierajacych
delecje w obrebie 3'UTR, a nastepnie zwierze badano pod
katem obecnosci HCV w tkankach [49], Wirusowe mutan-
ty pozbawione catego regionu X badz jego czesci (nt: 1-50
oraz 57-98) nie byty zdolne do replikacji. Nie zaobserwo-
wano réwniez infekcyjnosci wirusa gdy uzyto mutanta nie
zawierajacego odcinka poli (U/UC). Infekcyjny okazat sie
jedynie konstrukt pozbawiony 24 nukleotydéw w obrebie
regionu zmiennego wskazujgc, ze region ten nie odgrywa
tak istotnej roli w cyklu zyciowym wirusa [49], Podobny
eksperyment zostat przeprowadzony przez Kolykhalova i
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Rysunek 6. Model struktury drugorzedowej fragmentu kofncowego 5' nici re-
plikacyjnej wirusa HCV, tzw. 3'UTR(-). Wyr6zniono region zmienny w obrebie
réznych genotyp6éw wirusa, odcinek polipurynowy oraz region X(-) (na podsta-
wie [45]).
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wsp. [50], a otrzymane wyniki byty zgodne z wcze$niejszy-
mi obserwacjami Yanagi i wsp. [49],

PROCES REPLIKACII

Przedstawione w poprzednim rozdziale informacje do-
tyczace udziatu poszczeg6lnych czesci 3'UTR w cyklu zy-
ciowym wirusa znalazty potwierdzenie w wynikach badan
otrzymanych z wykorzystaniem replikujgcych uktadéw
komérkowych Huh7 oraz HelLa [46,51-53], Mianowicie,
konstrukty pozbawione catego odcinka poli (U/UC), nie
byty zdolne do replikacji [51,52], minimalny odcinek poli-
pirymidynowy wynosit 50-62 nt [51], a w innych badaniach
zaledwie 26 nt [52], Natomiast delecja regionu X lub jednej z
jego czesci: SL1, SL2 lub SL3 prowadzita do catkowitego za-
niku replikacji [51,52] ijedynie nieliczne mutacje punktowe
w tym regionie byty tolerowane [51,53], Z kolei usuniecie
regionu zmiennego z 3'UTR genomu wirusa tylko obnizato
efektywno$¢ procesu nie prowadzac do jego zatrzymania
[46,51,52]. Dodatkowo wykazano, ze kluczowa role w repli-
kacji wirusa odgrywa region potozony bezpos$rednio powy-
zej kodonu STOP [46]. Modelowa czasteczka RNA kodujaca
C-koncowy fragment poliproteiny (436 nt powyzej kodo-
nu STOP) i zawierajgca region zmienny 3'UTR byta takze
wydajng matryca dla rekombinanta wirusowej polimerazy
NS5B w badaniach in vitro. Niespodziewanie okazato sig, ze
in vitro region X i odcinek poli (U/UC) wigzg NS5B stosun-
kowo stabo [54]. Miejsce przytaczenia polimerazy w obrebie
regionu X zmapowano wewnatrz sekwencji SL2 i w czesci
spinki SL1 [55]. Sg to chronione przed trawieniem RNazg Tl
reszty guanozyn w pozycjach 41, 42, 50 i 53 (Rys. 5).

W badaniach prowadzonych w ukiadach in vitro stwier-
dzono bezpos$rednie oddziatywanie RNA X(+) z biatkiem
NS5B [4,35,37,55,56]. Chociaz specyficzno$¢ wirusowej poli-
merazy wzgledem modelowej matrycy RNA jest niewysoka
i obecnos¢ regionu X(+) nie zawsze jest konieczna do repli-
kacji [4,35,37,57], to jednak w przypadku matryc zawieraja-
cych genomowy lub subgenomowy RNA obecnos¢ regionu
Xjest niezbedna dla efektywnosci i specyficznosci procesu.
Wykazano, ze brak tej sekwencji lub jej czesci, niemal cat-
kowicie hamuje replikacje, a w przypadku delecji nukleo-
tydéw 31-40 obserwuje sie powstawanie zbyt dtugiego pro-
duktu [35,55].

Centrum katalityczne biatka NS5B oddziatuje prawdopo-
dobnie jedynie z jednoniciowym fragmentem RNA. Inicja-
cja replikacji wydaje sie mie¢ miejsce w petli spinki SL1, 21
nukleotydow od konca 3' RNA X(+) [55]. Jednak inna grupa
badawcza wskazuje, ze proces rozpoczyna sie od najblizsze-
go koncowi 3', regionu bogatego w puryny [56], Natomiast
w badaniach prowadzonych w uktadzie komoérkowym wy-
kazano, ze w reakcji preferowana jest obecnos$¢ 3' terminal-
nego dwunukleotydu GU [53], Podobne preferencje replika-
zy wzgledem reszty U na koricu 3' matrycowego RNA ob-
serwowano w uktadzie in vitro [58], Rowniez Kao i wsp. [57]
postuluja, ze enzym do rozpoczecia syntezy RNA wymaga
stabilnej struktury drugorzedowej czasteczki matrycowej i
przynajmniej jednej niesparowanej reszty cytydyny na jej
kofcu 3'. Butcher i wsp. [59] zaproponowali wspélny dla
polimerazy wirusa HCV i wirusa ¢p6 scenariusz inicjacji re-
plikacji, w ktérej synteza nowej nici RNA rozpoczyna sie od
nukleotydu komplementarnego do przedostatniego z konca
3' nukleotydu czasteczki matrycowej. W drugiej kolejnosci
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dobudowywany jest nukleotyd komplementarny do resz-
ty obecnej na koncu 3' matrycy, a dopiero po syntezie tego
dwunukleotydu syntetyzowana jest komplementarna nic¢
wirusowego RNA.

Wiele obserwacji sugeruje, ze NS5B jest enzymem mato
specyficznym tzn. moze rozpoznawac wiecej niz jedng sek-
wencje nukleotyddw. Obecnos¢ okreslonych struktur 1- I1- i
I11-rzedowych na koncu 3' matrycowego RNA moze mie¢
za zadanie modulacje specyficzno$ci enzymu w kierunku
lepszej wydajnosci i/lub wiekszej precyzji w wyborze miej-
sca inicjacji. Ponadto, w procesie replikacji zaangazowane
moga by¢ zardwno biatka wirusa jak i gospodarza [4,41]. W
podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze ten etap cyklu zycio-
wego wirusa nie jest jak dotad precyzyjnie poznany.

Oprocz oddziatywania z wirusowg polimerazg, region X
przytacza takze inne biatka: jednym z nich jest wirusowe
biatko NS3 [41], Petnigc funkcje helikazy jest ono przypusz-
czalnie bardzo waznym sktadnikiem kompleksu replikacyj-
nego, gdyz polimeraza NS5B ulega odtgczeniu od matry-
cy, napotkawszy bardzo stabilne struktury drugorzedowe
RNA [60]. Specyficzne oddziatywanie NS3 z 3'UTR wirusa
HCV dotyczy prawdopodobnie wiekszej czesci tego regio-
nu, zawierajgcej sekwencje X oraz odcinek poli (U/UC),
gdyz zaden z tych elementéw z osobna nie wystarcza do
utworzenia trwatego kompleksu z tym biatkiem [41],

PROCES TRANSLACJI

Jednym z najwcze$niej poznanych biatek komorkowych
oddziatujgcych z 3'UTR HCV byto biatko PTB. Zapropono-
wane miejsce oddziatywania to 21 nukleotyd6éw z korica 5
regionu X (SL3), zawierajgce cze$¢ konsensusowej sekwencji
rozpoznawanej przez to biatko [44]. Podobne wyniki przed-
stawiajg Tsuchihara i wsp. [61] sugerujac, ze regionem za-
angazowanym w oddziatywanie z PTB jest 19 nukleotyddéw
z konca 5' regionu X oraz 7 nukleotyddw znajdujacych sie
powyzej tej sekwencji. Metodg mutagenezy wykazano, ze
dla tego oddziatywania istotna jest zar6wno struktura dru-
gorzedowa, jak i sekwencja nukleotydéw w regionie SL2 i
SL3 [44,61]. Oddziatywanie PTB z regionem X moze mie¢
zwigzek z regulacja procesu translacji. Zaproponowano me-
chanizm wzmacniania efektywnos$ci procesu, poprzez od-
dzialywanie pomiedzy koncami 5' i 3' genomu HCV za po-
Srednictwem biatka PTB z zaangazowaniem jeszcze innego,
hipotetycznego biatka Y [62], Efekt wzmocnienia translacji
poprzez cyklizacje genomu jest obserwowany u wielu wiru-
sow [9]. Jednak nie wszystkie wyniki potwierdzajg wzmac-
niajgcg role biatka PTB w procesie translacji HCV, niekiedy
wydaje sie ona by¢ wrecz hamujaca [63],

Nie ma réwniez zgodnosci co do wptywu 3'UTR na efek-
tywnos¢ translacji. Wykazano na przyktad, ze w uktadzie
in vitro, delecja SL3 w regionie X i/lub odcinka poli (U/
UC) spowodowata zwiekszenie iloSci powstajagcego biatka
[63], Mozliwym wyttumaczeniem tej obserwacji bytoby, ze
te fragmenty sekwencji, oddziatujgc z innymi czynnikami
biatkowymi hamujg proces translacji. W innych badaniach
zaobserwowano natomiast, ze obecno$¢ 3'UTR nie miata
wptywu na zwiekszenie ilosci produktu oraz efektywnos¢
procesu rozcinania poliproteiny [51,64], Mozna sadzi¢, ze
w badaniach tego rodzaju kluczowa role odgrywa wybor
modelu eksperymentalnego. Okazato sie bowiem, ze o ile
w lizacie z retikulocytéw krolika nie obserwuje sie wptywu
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3'UTR na efektywno$¢ translacji [52,65], o tyle w komérkach
Hela, hepatocytach oraz w modelu mysim obecno$¢ 3'UTR
na koncu genomu stymuluje ten proces [65]. Ostatnio, o roli
3'UTR we wzmocnieniu efektywnosci translacji doniesiono
na podstawie wynikow badan przeprowadzonych zaréwno
w lizacie retikulocytow krélika, jak i w komérkach Huh7
[66].

Na podstawie komputerowej analizy sekwencji genomu
HCV, znaleziono potencjalng mozliwo$¢ oddziatywania
regiondw 3'UTR oraz 5'UTR z komplementarnymi odcin-
kami sekwencji genu wirusowej polimerazy oddzielonymi
0 jeden nukleotyd [67], Takie zblizenie obydwu koncow
genomowego RNA zapewnito by pewien sposob jego cykli-
zacji, oddziatywanie to wymaga jednak eksperymentalnego
potwierdzenia.

INNE PROCESY ORAZ POTENCJALNE ODDZIALYWANIA

Badania, jak na trwato$¢ wirusowego RNA wpiywa obec-
nos$¢ jego konca 3' wykazaty, ze istotng role petni w tym
przypadku region X [52], Jednakze, nie we wszystkich geno-
typach wirusa efekt ten jest rownie znaczacy. Region 3'UTR
zaangazowany jest takze w oddziatywanie z biatkami ko-
moérkowymi innymi niz PTB [4]. Sadzi sig, ze miejscem, do
ktorego przytacza sie wiele z nich jest odcinek poli (U/UC).
Jednym z takich biatek jest HuR (biatko cztowieka wigzace
RNA) [4], ktére w komorce zaangazowane jest w transport
biatek oraz kwaséw nukleinowych pomiedzy jadrem a cy-
toplazma. Jego poziom zmienia sie¢ w zaleznos$ci od stopnia
rozwoju komoérki. Biatko HuR przytgcza sie zar6wno do
konca 3' nici genomowej wirusa HCV jak i do nici repli-
kacyjnej. Przypuszcza sie, ze moze ono chroni¢ wirusowe
RNA przed degradacja. Dodatkowo moze by¢ zaangazowa-
ne w proces replikacji [4], Innym biatkiem oddziatujgcym z
odcinkiem poli (U/UC) jest hnRNP C Biatko to obecne jest
jedynie w jadrze komorkowym i uczestniczy w sktadaniu
1poliadenylacji mRNA. Postulowane oddziatywanie hnR-
NP C z wirusowym RNA budzi wiele watpliwosci. Czy w
zainfekowanej komdrce moze dojs¢ do przeniesienia biatka
jadrowego na teren cytoplazmy, gdzie mégtby utworzyc¢ sie
odpowiedni kompleks? Sugeruje sig, ze hnRNP C oddziatu-
jac z koncem 3'wirusowego RNA moze wptywaé na zmiane
jego struktury Il-illl- rzedowej, utatwiajagc kompleksowi re-
plikacyjnemu przytgczenie sie do RNA [4]. Wyniki innych
badan wskazuja, ze odcinek poli (U/UC) jest rowniez miej-
scem rozpoznawanym przez antygen La oraz GADPH (de-
hydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego), natomiast
do regionu X o petnej dtugosci wigza sie biatka komérkowe
p87 i pl30 [4]. Jak dotad, nie poznano jakie to biatka, jaka
funkcje petnig w komorce i w cyklu zyciowym wirusa. Re-
gion X oddziatuje rowniez z biatkami rybosomalnymi: L22,
L3, S3 i mL3 [47]. Podobne oddziatywania zaobserwowano
pomiedzy biatkiem L22 i RNA wirusa EBV (ang. Epstein-
Barr virus) oraz HPV-1 (wirus brodawczaka typu 1 cztowie-
ka), wykazujac dodatni wptyw L22 na efektywnos$¢ transla-
cji [47], Tymczasem w przypadku wirusa QB, rybosomalne
biatka gospodarza uczestniczag w tworzeniu wirusowego
kompleksu replikacyjnego [47], Niejasne jest, czy oddziaty-
wanie biatek rybosomalnych z regionem X wirusa HCV ma
zwigzek z procesem replikacji, czy translacji, czy tez z tymi
obydwoma procesami. Wykazana mozliwo$¢ wigzania sie
biatka NS5B wirusa HCV z rybosomem [68], mogtaby wska-
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zywac na podobienstwo do strategii wykorzystywania bia-
tek rybosomalnych gospodarza, jaka przyjmuje wirus QR.

PODSUMOWANIE

Jeszcze do niedawna sgdzono, ze dla zrozumienia funkcjo-
nowania organizméw zywych oraz identyfikacji czynnikow
odpowiedzialnych za ich rozwdéj i zréznicowanie, decydu-
jace znaczenie ma poznanie wszystkich biatek kodowanych
przez ich genomy. Obecnie, coraz powszechniej sadzi sie,
ze zaréznorodno$¢ zywych organizmow odpowiada w du-
zym stopniu niekodujgca cze$¢ ich informacji genetycznej
[69,70], Jak przedstawiono w niniejszym artykule, poznanie
struktury i funkcji regionéw niekodujgcych genomowego
RNA wirusa HCV jest bardzo istotne dla zrozumienia prze-
biegu proceséw zyciowych tego wirusa. Ponadto, wiedza
ta moze okazaé sie pomocna w opracowaniu skutecznych
metod terapii antywirusowej.

Zakazenie wirusem HCV okazato sie w ostatnich latach
jednym z najistotniejszych probleméw zdrowotnych na
Swiecie. Stosowane obecnie metody leczenia odnoszg ocze-
kiwany skutek najwyzej u 40-60% pacjentow [2], Jak dotad,
nie opracowano takze szczepionki przeciwko HCV. Przy-
czyna jest wysoka zmienno$¢ wirusa, poréwnywalna do
zmiennoS$ci wirusa HIV. Wobec braku w petni skutecznych,
konwencjonalnych lekow i szczepionek, podjeto liczne pro-
by zaprojektowania inhibitoréw wirusowych biatek oraz
oligomerdéw typu antysens i rybozymow, a ostatnio takze
interferencyjnych RNA, skierowanych przeciwko wiruso-
wemu RNA [2,31,71].

W przypadku wirusa HCV, podobnie jak innych wirusow
RNA, regionami szczegdlnie obiecujgcymi jako cel ataku sg
ich regiony niekodujgce 5' i 3'. Regiony te cechuje bardzo
wysoka zachowawczo$¢ i sg one niezbedne w procesach
translacji oraz replikacji wirusa. W przypadku atakowania
konserwatywnych odcinkdw RNA kodujgcych wirusowe
biatka, obserwowano mutacje przystosowawcze zachodzga-
ce w obrebie zaatakowanego regionu, nie zmieniajgce skta-
du aminokwasowego biatka, ktdre odpowiedzialne byty za
tzw. efekt ucieczki wirusa [31,72-75]. Natomiast w przypad-
ku niekodujacych fragmentéw RNA o wysokiej zachowaw-
czosci, nawet niewielkie zmiany w sekwencji nukleotyddéw
prowadzg czesto do zaburzenia ich struktury i tym samym
do ich dysfunkcji. Mozna wiec sadzi¢, ze atakowanie wiru-
sowych czgsteczek RNA w obrebie ich regiondw niekoduja-
cych jest bardziej obiecujgce w strategii antywirusowej, niz
atakowanie regionéw kodujacych biatka.
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Structure and function of the non-coding regions of hepatitis C viral RNA
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ABSTRACT

At the 5" and 3' end of genomic HCV RNA there are two highly conserved, untranslated regions, 5'UTR and 3'UTR. These regions are organized
into spatially ordered structures and they play key functions in regulation of processes of the viral life cycle. Most nucleotides of the region
located at the 5' side of the coding sequence serve as an internal ribosomal entry site, IRES, which directs cap-independent translation. The
RNA fragment present at the 3' end of the genome is required for virus replication and probably contributes to translation of viral proteins.
During virus replication its genomic strand is transcribed into a strand of minus polarity, the replicative strand. Its 3' terminus is responsible
for initiation of synthesis of descendant genomic strands. This article summarizes our current knowledge on the structure and function of the
non-coding regions of hepatitis C genomic RNA, 5'UTR and 3'UTR, and the complementary sequences of the replicative viral strand.
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STRESZCZENIE

celu zwiekszenia skutecznosci terapii nowotworéw prowadzone sg badania nad nos-
Wnikami, ktére beda selektywnie transportowaé¢ lek do komérek nowotworowych nie
uszkadzajac przy tym komérek zdrowych. No$niki lekéw powinny ograniczy¢ skutki ubocz-
ne chemioterapii i zwiekszy¢ skuteczno$¢ leczenia. Z uwagi na fakt, ze komérki nowotwo-
rowe posiadajg na powierzchni swoich bton komérkowych zwiekszong liczbe receptoréw
transferyny duze nadzieje daje wykorzystanie tego wtasnie biatka jako no$nika lekéw prze-
ciwnowotworowych. W niniejszej pracy przedstawiono mozliwos$ci zastosowania transfe-
ryny do przenoszenia lekéw przeciwnowotworowych, jonéw oraz DNA do réznego typu
komoérek.

WPROWADZENIE

Chemioterapia jest jak dotychczas podstawowa metodg leczenia rédznego
rodzaju nowotworow. Czesto jednak niepozadane dziatania uboczne towarzy-
szace temu rodzajowi leczenia przewyzszajg efekt terapeutyczny. Dzieje sie tak
na skutek nieselektywnego oddziatywania lekéw z komorkami tak nowotwo-
rowymi jak i zdrowymi. Czasami stosowanie terapii wielolekowej lub podanie
cytostatykoéw za pomocg odpowiednich ,,no$nikow" zapobiega temu zjawisku.
Dlatego tez celem wielu badan stato sie otrzymanie nosnika dla lekéw przeciw-
nowotworowych i stworzenie takiego koniugatu lek-czgsteczka transportujaca,
ktory bedzie toksyczny dla komdrek nowotworowych, pozostawi za$ nienaru-
szone komorki zdrowe. Jednym z takich no$nikéw otwierajgcych nowe mozli-
wosci skuteczniejszego leczenia jest transferyna. Jest to biatko dobrze poznane i
komercyjnie dostepne [1]. Wiekszo$¢ komdrek nowotworowych posiada na po-
wierzchni swoich bton duzg liczbe receptorow transferyny, wielokrotnie wyz-
szg niz w przypadku komdrek prawidtowych. Ten fakt nadekspresji receptoréow
znalazt zastosowanie w badaniach nad wykorzystaniem transferyny jako trans-
portera lekow przeciwnowotworowych, jonéw oraz DNA do wnetrza komorki

[2].
TRANSFERYNA - CHARAKTERYSTYKA BIALKA

Transferyny naleza do grupy glikoprotein bioracych udziat w metabolizmie
jonow zelaza. Najlepiej poznana i scharakteryzowana jest odkryta w 1946 roku
transferyna osocza (TRF). Transferyna jest sktadnikiem krwi, ptynu owodnio-
wego, moézgowo-rdzeniowego oraz limfy ssakéw. Do grupy transferyn zalicza
sie ponadto laktoferyne mleka, owotransferyne biatka jaja i metalotransferyne,
bedacqg sktadnikiem bton plazmatycznych komorek barwnikowych. Transfery-
ny (oprocz laktoferyny) wykazujg wtasciwosci kwasowe. Warto$¢ pH waha sie
w granicach 5,6-5,8 i jest specyficzna gatunkowo. Dla laktoferyny pH wynosi 8,7.
TRF jest wytwarzana gtownie w hepatocytach, a jej stezenie w surowicy czto-
wieka wynosi 25 mg/ml (35 pmol/1) z czego tylko 30% wystepuje w formie
zwigzanej z jonami zelaza [2],

Czasteczka transferyny zbudowana jest z pojedynczego, glikozylowanego
tancucha polipeptydowego o dtugosci okoto 700 aminokwasow i masie czastecz-
kowej okoto 80 kDa. Dwie bardzo do siebie podobne pod wzgledem rozmiaru
domeny tancucha nazywane podjednostkami N- i C-kofcowa, potaczone sg za
pomoca krétkiego peptydu. Kazda z domen zbudowana jest z uktadajgcych sie
naprzemiennie fragmentéw o strukturze 3oraz fragmentéw a helikalnych i za-
wiera jedno miejsce wigzace atom zelaza. Taka budowa pozwala na przenosze-
nie przez jedng czasteczke transferyny dwoch atoméw zelaza (Rys. 1) [2],

Miejsca wigzgce atom zelaza w obu domenach sg bardzo podobnie zbudo-
wane. W przytgczaniu Fe(lll) do domeny C-koncowej biorg udziat atomy tlenu
Tyrl88, Tyr95, Asp63, atom azotu His249 oraz dwa atomy tlenu pochodzace od
jonu CCXZ' Do domeny N-koricowej natomiast jony zelaza zostajg przytgczone
za pomoca Tyr517, Tyr426, Asp392, His585 oraz jonu CO/ (Rys. 2).
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domena C-koricowa

tacznik

domena N-koricowa

Rysunek 1. Model czasteczki holotransferyny cztowieka. Rysunek przedrukowa-
no z: http://srs.dl ac.uk/arch/DALAI/B10LOGICAL/fe2.hst_big.gif, za zgoda
autora dr Manolis Pantos, Science Division Daresbury Laboratory, Keckwick
Lane, Warrington WA4 4AD, UK

Transferyna podczas wigzania i uwalniania jonow zelaza
ulega cyklicznym zmianom konformacyjnym, umozliwiajac
tym samym rozpoznanie biatka przez receptor znajdujacy
sie w btonach plazmatycznych komorek.

W pH fizjologicznym (pH=7,4) wigzanie jondw zelaza
przez transferyne jest bardzo trwate za$ odtgczanie Fe(lll)
od biatka nastepuje przy wartosci pH nizszej od 6,5. Po-
nadto proces uwalniania jonéw zelaza jest zalezny od wie-
lu czynnikéw fizykochemicznych takich jak temperatura,
obecno$¢ chelatorow ijonow (np. CI) [3].

W surowicy i innych plynach pozakomérkowych TRF
wystepuje w Kilku formach: niezwigzanej z atomami zelaza
apotransferyny (apoTRF), z jednym atomem zelaza oraz w
formie holotransferyny (holoTRF) tj. z dwoma atomami ze-
laza. Udziat poszczegolnych form w catej puli transferyny
w osoczu zalezy od stezenia jonow zelaza i biatka.

RECEPTORY TRANSFERYNY

Struktura receptora transferyny (sTRF, ang. soluble trans-
ferrin receptor) po raz pierwszy zostata opisana przez McC-
lelland i Schneider w 1984 roku. 1lo$¢ sTRF na powierzchni
bton plazmatycznych jest uzalezniona od zapotrzebowania
komorek na jony zelaza. Obecnos¢ receptora zaobserwowa-
no na powierzchni wszystkich jadrzastych komoérek stru-
nowcoéw m. in.: hepatocytow, tyreocytdw, komorek nabton-
kowych jelit, monocytéw, neuronéw. Komorki szeregu ery-
troblastycznego, a takze pobudzone, intensywnie dzielagce
sie inowotworowe komarki posiadajg wielokrotnie wyzszg
liczbe receptoréow transferyny (150 000-1 000 000), co zwig-
zane jest z ich zwiekszonym zapotrzebowaniem na jony
zelaza [4], Natomiast poziom receptordw w komarkach nie-
proliferujgcych pozostaje prawie niewykrywalny [5]. Wy-
réznia sie dwa typy receptoréw opisywanych jako sTRFI
i STRF2 réznigcych sie stopniem powinowactwa do trans-
feryny. Receptor typu drugiego ma okoto 25 razy mniejsze
powinowactwo do TRF niz sTRFI.

Receptor sTRFI komérek cztowieka jest transbtonowym
dimerem glikoproteinowym sktadajgcym sie z dwéch iden-
tycznych monomerdw o masie okoto 90 kDa kazdy. tancu-
chy biatkowe sa glikozylowane i potgczone ze sobg most-
kiem disiarczkowym w pozycji Cys 89 i Cys 98. Fragment
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cytoplazmatyczny tancucha liczy 67 aminokwas6w (1-67),
cze$¢ transbtonowa 20 (68-88) zas$ ektodomene C-koncowg
budujg 673 aminokwasy (89-760) [6], Ektodomena C-korico-
wa zawiera ponadto miejsce przytaczenia transferyny, ktére
jest wrazliwe na trawienie trypsyna (Rys.3).

Kazdy z monomerow sTRF przytgcza jedng czasteczke
transferyny. Receptor transferyny typu pierwszego (sTRFI)
syntetyzowany jest w retikulum endoptazmatycznym,
gdzie przechodzi réwniez glikozylacje potranslacyjng [6],
Domena N-koncowa posiada trzy miejsca N-glikozylowane
(Asn 251, Asn 317, Asn 727) ijedno miejsce O-glikozylowa-
ne (Thr 104), ktére odgrywajg kluczowag role w transporcie
jonow zelaza zwigzanych z transferyng [7], Mutacje pro-
wadzace do zahamowania N-glikozylacji powodujg utrate
funkcji receptora sTRFI. Podobnie brak glikozytacji Thrl04
powoduje zahamowanie zdolnosci transportowych recep-
tora i przyczynia sie do enzymatycznego usuniecia dome-
ny C-koncowej [8], Badania krystalograficzne wykazaty, ze
ksztatt ektodomeny C-koncowej receptora sTRFI cztowieka
przypomina motyla. Ponadto dowiedziono, ze ektodome-
na sTRFI sktada sie z trzech strukturalnie r6znych domen:
proksymalnej, zapewniajgcej stabilizacje receptora na btonie
komérkowej, helikalnej utatwiajacej potgczenie z drugim
monomerem, oraz apikalnej (Rys. 4) [9],

STRFI wykazuje bardzo wysokie powinowactwo do ho-
lotransferyny [10], Mate zmiany strukturalne w budowie
receptora mogg drastycznie obniza¢ jego powinowactwo do
transferyny jednak zawsze biatko przenoszace dwa atomy
zelaza Yaczy sie znacznie tatwiej z receptorem w porow-
naniu z TRF z jednym atomem zelaza lub apotransferyng.
Nie jest do konca wyjasnione w jaki sposéb TRF wigze sie
z receptorem [11], Sugerowano, ze tylko domena apikal-
na odpowiedzialna jest za rozpoznanie i w konsekwencji
wigzanie TRF do receptora [2]. Jednakze badania grupy
Masona [12] wykazaty, ze obecno$é obu domen helikalnej i

Asp63 (392)

Rysunek 2. Budowa miejsca wigzacego jony zelaza w domenach C- i N- kofco-
wej w czasteczce transferyny cztowieka. W nawiasach zaznaczono aminokwasy
biorace udziat w przytaczaniu jonéw zelaza do domeny N-koricowej. Rysunek
przedrukowano z: http:// userpage.chemie.fu-berlin.de/~abram/e_learning/
htmlI/bio/a_5b.htm, za zgodg autora prof. Urlicha Abrama, Institut fiir Chemie
Anorganische und Analytische Chemie, Freie Universitat Berlin, Fabeckstrale 34-
36, D-14195 Berlin
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Rysunek 3. Homodimer receptora transferyny. Uzyte jednoliterowe symbole

aminokwaséw: C-cysteina, E-kwas glutaminowy, F-fenyloalanina, L-leucyna, M-
metionina, R-arginina.

apikalnej jest niezbedna do prawidtowego rozpoznania czg-
steczki TRF przez receptor i jej transportu do wnetrza ko-
morki. Czasteczka transferyny jest wigzana przed apikalng
czes$¢ ektodomeny C-koncowej, jednakze do prawidtowego
przebiegu procesu potrzebne jest rowniez oddziatywanie z
fragmentem helikalnym [9,13].

Receptor sTRF2 zostat sklonowany w 1999 r. [14]. Ana-
liza sekwencji aminokwasowej wykazata w 45% identycz-
nos¢ i w 66% podobienstwo do receptora typu pierwszego
[14]. sSTRF2 wystepuje na powierzchni bton plazmatycznych
komorek watroby i peini takg samg funkcje jak receptor
typu pierwszego, jednakze powinowactwo sTRF2 do ho-
lotransferyny jest 25 razy mniejsze w poréwnaniu z sTRFI
[15]. Ekspresja sTRF2 nie zalezy od modyfikacji potran-
skrypcyjnych, ale od fazy cyklu komorkowego i szybkosci
proliferacji komorki [15]. Cel istnienia dwoch typdw recep-
toréw transferyny nie jest jeszcze wyjasniony [11], Sugeruje
sie, ze receptory sTRF2, ktdrych ekspresja nie zalezy bezpo-
$rednio od wewnatrzkomdrkowego poziomu jondéw zelaza
petniag specyficzng funkcje w komaorkach watroby i uczest-
nicza w réznicowaniu sie erytrocytow [14]. Przypuszcza
sie, ze sTRF2 bierze udziat nie tylko w transporcie atomoéw
zelaza zwigzanych z transferyng, ale takze w ich magazy-
nowaniu [16]. Pomimo tego, ze sSTRF2 petni role podobng
do sTRFI nie zastepuje receptora typu pierwszego [17]. Ba-
dania na myszach pozbawionych genu kodujgcego sTRFI
wykazaty, ze mutacja taka jest letalna, co pozwala sadzi¢, ze
receptor STRF2 nie jest w stanie wystarczajgco efektywnie
petnié funkcji receptora typu pierwszego [18].

Ponadto zaobserwowano wzmozong ekspresje sTRF2 w
komdrkach biataczkowych szeregu erytroidalnego. Wysoki
poziom sTRF2 w tych komdrkach w poréwnaniu z komar-
kami szpiku nie wykazujgcego cech nowotworzenia sugero-
waé moze uzycie receptora typu drugiego jako wczesnego
markera komdérek nowotworowych w szpiku [19].

TRANSPORT JONOW ZELAZA PRZEZ BLONE
KOMORKOWA JAKO PODSTAWOWA
FUNKCJA TRANSFERYNY

Podstawowg funkcjg transferyny jest transportjondw ze-
laza do wnetrza komorki. Jak wiadomo jest to pierwiastek
odgrywajacy katalityczng role w wielu procesach fizjolo-
gicznych zachodzacych w organizmach zywych. Wytwa-
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rzanie energii, synteza hemu, proliferacja komérek i wiele
proceséw enzymatycznych jest bezposrednio uzaleznio-
nych od poziomu jondw zelaza. Takze proces replikacji
DNA zalezy bezpos$rednio od obecnosci jonéw Fe(lll), ktore
sg kofaktorem reduktazy rybonukleotydowej [20]. Z tego
wzgledu bardzo wazna jest prawidtowa regulacja poziomu
jondw zelaza ijego metabolizmu.

Transport jondéw zelaza odbywa sie gtownie na drodze
endocytozy zaleznej od receptorow transferyny. Transfery-
na z dwoma atomami Fe(lll), czyli holotransferyna podaza
do optaszczonego klatryna dotka, w ktérym znajduje sie re-
ceptor transferyny (Rys. 5). STRF wykazuje najwieksze po-
winowactwo do transferyny w pFl 7,4. Ostatnio wykazano,
ze biatko HFE - nalezace do klasy | gtdwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej (MHC) - znacznie utatwia to wigzanie.
HFE, mimo swojej przynaleznosci do grupy biatek MHC,
nie ma zdolnoSci przytgczania peptydow i nie bierze udzia-
tu w procesach immunologicznych. 343 aminokwasy biatka
HFE tworzg cze$¢ transbtonowag, krotki fragment cytopla-
zmatyczny oraz trzy domeny pozakomorkowe: al, a2 i a3
potaczone niekowalencyjnie z lekkim tancuchem -2 mikro-
globuliny. Biatko HFE tworzy z sTRF oraz przytgczong do
niego transferyng kompleks (jedna czasteczka TRF, homo-
dimer receptora i biatko HFE) [21], ktéry umozliwia recep-
torowi zmiany konformacyjne podczas transportu [22]. Mu-
tacja genu sTRF odpowiedzialnego za wytworzenie miejsca
wigzania biatka HFE powoduje znaczne obnizenie wydaj-
nosci endocytozy. Spowodowane jest to niemoznoscia przy-
taczenia sie biatka HFE do kompleksu receptor-transferyna
[23]. Rdwniez mutacja w sekwencji aminokwasowej samego
biatka HFE powoduje zaburzenia w transporcie jondw zela-
za [24], Po utworzeniu kompleksu sTRF-TRF-HFE zostaje
on otoczony btong komoérkowgq i od tej chwili nosi nazwe
endosomu (Rys. 5). Podczas procesu nazywanego dojrze-
waniem, btona endosomu, dzieki obecnej w niej pompie
protonowej zaleznej od ATP, transportuje do jego wnetrza
protony doprowadzajagc pH do wartosci okoto 55. W pH
kwasnym powinowactwo TRF do jonéw Fe(lll) zmniejsza
sie okoto milion razy, co sprzyja uwolnieniu jonéw zelaza od
transferyny, ktora pozostaje nadal zwigzana z receptorem
[25], Doktadny mechanizm uwolnienia Fe(lll) od transfery-

domena
helikalna

domena
apikalna

- domena proksymalna

“ btona komérkowa

Rysunek 4. Struktura ektodomeny receptora transferyny. Rysunek przedru-
kowano z: Lawrence, CM, Ray S, Babyonyshev M, Gallusem R, Borhani DW, Har-
rison SC (1999) Crystal structure of the ectodomain of human transferrin receptor.
Science 286: 779-782, za zgodg autoréw i wydawnictwa Science.
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Rysunek 5. Holotransferyna taczy sie z sSTRF znajdujacym sie w optaszczonym klatryng dotku. Powstaje endosom. H+~ATPaza transportuje do jego wnetrza protony
doprowadzajac pH do warto$ci okoto 5.5. Nastepuje uwolnienie Fe3*od transferyny ijego enzymatyczna redukcja do Fe2* Transporter DMT1 przenosi jony Fe2*z endo-
somu do cytosolu. Po uwolnieniu jonéw zelaza pecherzyk zawierajacy kompleks sTRF-apoTRF przemieszcza sie w kierunku btony komérkowej i ulega fuzji. W pFl okoto
7.4 apotransferyna ma niewielkie powinowactwo do receptora i zostaje uwolniona do przestrzeni miedzykomérkowych. Rysunek przedrukowano z: http://walz.med.
harvard.edu/Research/Iron_Transport/TfR-Tf-Figure-l.gif, za zgoda dr Thomasa Walza, Department of Cell Biology, Harvard Medical School, 240 Longwood Avenue,

Boston, MA 02115

ny nie jest do korica poznany, ale sugeruje sie, ze w niskim
pH zachodzg zmiany konformacyjne w domenie apikalnej i
helikalnej sTRF, ktore oddziatujg na TRF tak, ze jej konfor-
macja zmienia sie z zamknietej na otwartg z réwnoczesnym
uwolnieniem dwéch atoméw zelaza [9], Uwolnione Fe(lll)
zostaje zredukowane enzymatycznie w kwasnym $rodo-
wisku endosomu do Fe(ll) prawdopodobnie przy udziale
oksydoreduktazy [26]. Do momentu odkrycia transportera
DMT1 (ang. divalent metal transporter) [27] spos6b, w jaki
jony zelaza sg transportowane z endosomu do cytosolu byt
nieznany. Transporter DMT1 (Rys. 5) przenosi jony Fe(ll) z
endosomu do cytosolu na zasadzie symportu z protonami
[28], Jony Fe(ll) zostaja zmagazynowane w ferrytynie. Po
uwolnieniu jonow zelaza pecherzyk zawierajagcy kompleks
sTRF-apoTRF przemieszcza sie w kierunku btony komérko-
wej i ulega fuzji. W pH fizjologicznym apotransferyna ma
niewielkie powinowactwo do receptora i zostaje uwolnio-
na do przestrzeni miedzykomdrkowych [29], podczas gdy
receptor pozostaje na powierzchni btony komadrkowej lub
w optaszczonych dotkach. Cykl trwa okoto 16 min z czego
4 min przypadajg na wigzanie transferyny, 5 min na trans-
port endosomalny, 7 min na powrdt nosnika i apoTRF na
powierzchnie btony plazmatycznej [30]. Receptor sTRF jest
uzywany srednio w 100-200 cyklach [31].

TRANSFERYNA JAKO PRZENOSNIK JONOW

Poniewaz tylko 30% catej puli TRF uczestniczy w przeno-
szeniu jon6w zelaza sugeruje sie, ze biatko moze bra¢ udziat
takze w przenoszeniu innych jonéw trojwartosciowych.
Obecnie wiadomo, ze az 30 r6znych jonow jest w stanie -
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czy¢ sie z transferyng [10]. Do najbardziej znanych potaczen
jon-TRF nalezy silne potgczenie Bi(lll)-TRF, przy ktorym
dochodzi do zmiany konformacji transferyny z otwartej
na zamknietg, co jest warunkiem rozpoznania takiego po-
tagczenia przez receptor, a w konsekwencji transportu do
wnetrza komorki [32], Badania sugeruja, ze Bi(lll)-TRF jest
transportowana na zasadzie endocytozy, w taki sam sposob
jak jony zelaza [33]. Oprocz wykorzystania Bi(lll) -TRF w
terapii przeciwnowotworowej [32, 34], zwigzek ten wtasnie
dzieki swoistemu rodzajowi transportu wykazywa¢ moze
dziatanie bakteriobdjcze. Bi(lll) konkuruje z jonami zelaza o
miejsca przytgczenia do TRF i fgczy sie z nig preferencyjnie
pozbawiajagc komaorki bakteryjne jondw zelaza niezbednych
do ich szybkiego wzrostu [35].

Wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowg, skierowang
gtéwnie przeciwko komérkom budujagcym ogniska prze-
rzutdw, wykazujg rowniez kompleksy rutenu z aminami
lub DMSO. [36], Okazato sig, ze kompleksy te sg transpor-
towane do wnetrza komérek w potgczeniu z TRF na drodze
typowej endocytozy. Podanie chorym Ru(lll)-TRF powodu-
je redukcje liczby komoérek nowotworowych guzow litych
[34]. Proces ten jest bezpos$rednio zwigzany z wykorzysta-
niem nadekspresji sTRF w komdrkach nowotworowych
do podania do ich wnetrza wiekszej ilosci cytostatyku.
Kompleks ruten-transferyna wykazuje ponadto aktywnos$¢
przeciwnowotworowg skierowang przeciwko komdrkom
nowotworowym jelita cztowieka [2]. Ru(lll)-TRF wykazuje
duzo wyzsza skuteczno$¢ niz koniugat Ru-albumina [36].
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Badania wykazujg takze, ze kompleksy Ti(IV)-TRF, sg
wysoce toksyczne dla komérkek biataczkowych linii P388 i
L1210 [37], Tytan tgczy sie z TRF w miejsce jonu zelaza i w
takiej formie przenoszony jest do komorki. Badania Guo i
wsp. [38] wykazaty, ze Ti(IV) nie wigze sie z DNA w pH fi-
zjologicznym, ale tworzy trwate kompleksy z nukleotydami
w pH kwasnym. Autorzy sugeruja, ze do uwolnienia tyta-
nu z kompleksu dochodzi w kwasnym $rodowisku endoso-
mow [38]. Ponadto wyzsza szybkos$¢ transportu Ti(1V) -TRF
w poréwnaniu z Fe(lll)-TRF moze powodowac niedobor
jonow zelaza w komdrkach nowotworowych. Jak wiadomo,
cytosol komdrek nowotworowych charakteryzuje sie niz-
szymi wartosciami pH, co dodatkowo utatwia uwalnianie
tytanu z kompleksu Ti(IV)-TRF i tgczenie sie z DNA, oraz
zwieksza jego skutecznos¢ przeciwnowotworowag [39].

W radiodiagnostyce wykorzystywany jestréwniez In(lll),
ktory wigze sie z transferyng silniej w poréwnaniu do Ga(lll)
[11]. Podajac pacjentom roztwory indu o pH kwasnym wy-
kazano, ze 95% In(lll) preferencyjnie taczy sie z transfery-
ng [40] z podobnym powinowactwem jak jony zelaza [2],
Z kolei zastgpienie Tyr 188 w czasteczce transferyny przez
fenyloalaning umozliwito zwiekszenie powinowactwa biat-
ka do miedzi [3], katalizujgcej reakcje wolnorodnikowe,
ktorych produkty moga uszkadzaé komponenty komdrek
nowotworowych.

KONIUGATY TRANSFERYNY A TERAPIA GENOWA

Sukcesy terapii genowej sktaniajg naukowcéw do poszu-
kiwania nowych form przeno$nikow gendéw do komorek.
Czesto wektory wirusowe, jak np. adenowirusowe, cha-
rakteryzuja sie wysokg immunogennoscia dla komoérek go-
spodarza wywotujacg u niego odpowiedz immunologiczng
[41]. Jako alternatywe dla tego rodzaju wektordw stosuje
sie czesto nos$niki niewirusowe. Niestety charakteryzujg sie
one niskim stopniem przenikalnos$ci przez btony komérko-
we [11], Wazne miejsce wsrod nosnikéw DNA moze zatem
zajaC transferyna i transport kwasow nukleinowych z jgj
udziatem do komoérek na drodze endocytozy.

Do najbardziej znanych potgczen nalezy koniugat TRF z
DNA i polilizyna, ktéra nadaje tancuchowi kwasu nuklei-
nowego dodatni tadunek elektryczny w pH fizjologicznym
i utatwia jego przytgczenie do transferyny [42], Takie koniu-
gaty wykorzystywane byty do transportu DNA do wnetrza
réznego rodzaju komorek; biataczkowych K562 [43], HelLa
[44], szeregu hematopoetycznego [45] oraz czerniaka [46].
Gtownym problemem zastosowania TRF jako przeno$ni-
kéw DNA jest zapewnienie dobrego, skutecznego uwal-
niania genéw we wnetrzu endosomu. Dodanie chlorochi-
ny podczas procedury transfekcji zapobiega nadmiernemu
spadkowi pH w endosomie i przyspiesza transfer DNA do
jadra [45], Dodanie glicerolu ostabia btone endosomu umoz-
liwiajac tym samym fatwiejsze przenikanie polilizyny przez
btone pecherzyka [47],

Wiadomo jest, ze zamknigcie DNA w liposomach byto
stosowane jako jeden ze sposobOw przenoszenia go do
komarki [2], Jednakze zastosowanie przenos$nikéw liposo-
malnych okazywato sie czesto nieskuteczne z powodu od-
dziatywan z substancjami zawartymi w osoczu krwi, ktore
op6znialy transport DNA do wnetrza komoérek. Dopiero
dotgczenie transferyny do kompleksu liposom-DNA pod-
niosto znacznie wydajnos¢ procesow transportu DNA do
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komérek HelLa, K562, raka ptuc i pozwolito na zlikwidowa-
nie hamujacych witasciwosci osocza [48],

KONIUGATY TRF Z DOKSORUBICYNA, JAKO
PRZYKELAD WYKORZYSTANIA TRANSFERYNY DO
TRANSPORTU LEKOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Duze nadzieje wigzane sg z koniugatami transferyny z
doksorubicyng (DOX), nalezacg do grupy antybiotykdw
antracyklinowych. Lek ten jest jednym z najczesciej stoso-
wanych terapeutykéw przeciwnowotworowych. Pomimo,
iz DOX wykazuje wysoka efektywno$¢ w leczeniu réznego
rodzaju schorzen takich jak biataczki, chtoniaki, migsaki to
kardiotoksyczno$¢ oraz zjawisko opornosci wielolekowej,
tzw. MDR (ang. multidrug resistance) sa gtéwnymi czynni-
kami ograniczajacymi jej podawanie chorym na nowotwory
[49].

Zastosowanie DOX w potaczeniu z transferyng prowa-
dzi¢ moze do zwiekszenia akumulacji leku we wnetrzu
komdrek nowotworowych oraz pozwala wyeliminowac
szkodliwy efekt dziatania na komorki prawidtowe. Cyto-
statyki, w tym takze DOX, potaczone sg z transferyng wia-
zaniem kowalencyjnym o charakterze zasady Schiffa [50].
W tworzeniu tego wigzania najczesciej uczestniczy aldehyd
glutarowy (Rys. 6). Czasami do wigzania TRF z lekami sto-
sowane sg pochodne maleimidowe [51]. Li i Qian wykazali,
ze DOX-TRF preferencyjnie taczy sie z komdrkami nowo-
tworowymi i wykazuje efekt toksyczny, za$ leukocyty pra-
widtowe pozostajg nienaruszone [2], Obiecujgce wyniki dla
ewentualnego zastosowania klinicznego DOX-TRF dostar-
czyty badania Kratza i wsp. [51]. Wykazaly one mozliwos$é
bezpiecznego podania koniugatu myszom w dawce prawie
trzykrotnie przekraczajacej stezenie wolnego leku. Wyniki
te wskazujg na znaczng redukcje efektow ubocznych w ko-
morkach po podaniu koniugatu w poréwnaniu z zastoso-
waniem wolnej DOX. Dotychczas wiadomo, ze koniugaty
DOX-TRF sg znacznie bardziej cytotoksyczne dla komorek
réznorodnych linii anizeli wolny lek [50-54]. Inkubacja 16-
18 godzinna z 0,05 pmol/1 DOX-TRF powodowata $mierc
37% komoarek, podczas gdy efekt uszkadzajgcy wolnej dok-
sorubicyny w tej samej dawce dotyczyt tylko 5% populacji
[50], Eksperymenty in vivo przeprowadzane na myszach z
wrodzonym nowotworem wykazaty znaczgce wydtuzenie
zycia osobnikéw, ktérym podano DOX-TRF w poréwnaniu
do tych przyjmujacych tylko lek wolny (wydtuzenie zycia o
69%-DOX-TRF i 0 37%-DOX) [50],

Wykazano réwniez, ze koniugat DOX-TRF moze sku-
tecznie przetamywac zjawisko opornosci wielolekowej [11].
Badania grupy Singha [50] wskazuja, ze koniugat DOX-TRF
jest okoto 4-5 razy bardziej cytotoksyczny dla komérek linii
HL60 i Hep2 iaz 10 razy w stosunku do komdrek opornych
na doksorubicyne. Dawka IC50 DOX-TRF dla innych komo-
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Rysunek 6. Wiazanie doksorubicyny z transferyng przy udziale aldehydu glu-
tarowego.

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

rek opornych na wolny lek (L292) byta 130 razy nizsza niz
dawka doksorubicyny potrzebna dla wywotania tego sa-
mego efektu cytotoksycznego [55]. Dokonano réwniez po-
réwnania toksycznosci obu form leku wobec komdérek linii
KB-3-1 i opornej na doksorubicyne linii KB [52]. Komorki
KB charakteryzuja sie zwiekszong aktywnoscig kinazy biat-
kowej typu C [56], W tych badaniach koniugat DOX-TRF
okazat sie rowniez bardziej skuteczny. Dawka 0,006 pmol/1
i 0,028 pmol/1 powodowata $mier¢ 50% populacji komaérek
linii wrazliwej i opornej, podczas gdy do uzyskania tego
samego efektu stosowane stezenie doksorubicyny wynosi-
to odpowiednio 0,03 pmol/1 dla KB-3-1 i 0,12 pmol/1 dla
linii opornej. Ponadto dawki 1C50 0,025-0,02 pmol/1 DOX-
TRF skutecznie niszczg komorki nowotworowe linii KB-C1
i KB-V1, charakteryzujgce sie bardzo wysokg opornoscig na
doksorubicyne. Zastosowanie nawet 1 pmol/1 DOX nie wy-
wierato zadnego toksycznego wptywu na te komarki [52].
Te rezultaty dowodzga jak bardzo skuteczny moze okazaé
sie¢ koniugat DOX-TRF w przetamywaniu opornosci wielo-
lekowej. Mechanizm dziatania koniugatu DOX-TRF nie jest
do konca poznany. Wiadomo jest, ze tgczy sie on zaréwno z
wyizolowanymi receptorami TRF [57], jak i tymi obecnymi
na powierzchni bton plazmatycznych [58] z podobnym po-
winowactwem jak TRF oraz nie wptywa na transport jonéw
zelaza.

Efekt cytostatyczny wolnej doksorubicyny przejawia sie
gtéwnie w jej zdolnosci do whudowywania sie pomiedzy
zasady helisy DNA lub wytwarzania reaktywnych form
tlenu podczas cyklu redoks. Oporno$¢ na DOX przejawia
sie czesto nadekspresjg biatek z rodziny MDR, kt6re na dro-
dze transportu aktywnego usuwajg lek z komorki. Wzmo-
zona aktywno$¢ glikoproteiny P u pacjentow poddanych
chemioterapii stanowi bardzo istotny problem kliniczny
[49], Niektérzy badacze uwazajg, ze w przeciwieAstwie do
wolnej DOX, mechanizm dziatania DOX-TRF nie polega na
wbudowywaniu sie miedzy zasady DNA [52,55,58,59], ale
opiera sie gtownie na oddziatywaniu z btong komdrkows.
Badania Lai i wsp. [55] wykonane na komérkach opornych
na DOX; mysiej biataczki (L929) oraz raka sutka cztowie-
ka (MCF-7) wykazaty, iz po 3 godzinnej inkubacji w 37°C
wolny lek obecny byt w btonie plazmatycznej, cytoplazmie
oraz jadrze komdrkowym, podczas gdy koniugat DOX-TRF
wykryto tylko w cytosolu. Stwierdzono przy tym, ze DOX
potaczona z TRF, pomimo iz nie wnika do jadra komaérko-
wego, zachowuje zdolno$é do produkcji wolnych rodnikow
[55], Indukowane przez koniugat wolne rodniki uszkadza-
ja gtéwnie btone komérkowa, ale nie jest wykluczone, ze
cze$¢ z nich dociera do jadra i oddziatuje z DNA. Badania
Kotamraju i wsp. [60] wykazaty, ze koniugat DOX-TRF w
komérkach nabtonkowych indukuje apoptoze. Proces ten
zwigzany jest z zablokowaniem przez koniugat receptoréow
transferyny, oraz redukcjg transportu jonédw zelaza.

Jednym z gtéwnych probleméw terapii doksorubicyng
jest jej silna kardiotoksycznos$¢ ograniczajaca dawke leku do
550 mg/m 2 Uwaza sie, ze kardiotoksycznos$¢ DOX zalezy w
gtéwnej mierze od indukcji apoptozy [61]. Proces ten moze
zaleze¢ od kilku réznych czynnikéw: cyklu redoks DOX, ak-
tywacji biatka p53 przez O/" i FhO,, aktywacji genu bax [62].
Zastosowanie doksorubicyny w potgczeniu z transferyng
budzi nadzieje na skuteczng redukcje kardiotoksycznosci,
m. in. przez zmniejszenie dawki DOX (dzieki transportowi
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z pomoca receptordw transferyny), prowadzace do zmniej-
szenia udziatu wolnej DOX w cyklu redoks [63].

KONIUGATY TRANSFERYNY Z INNYMI
SUBSTANCJAMI O DZIALANIU
PRZECIWNOWOTWOROWYM

Zastosowanie TRF w kombinacji z interleuking 2 moze
indukowa¢ $mier¢ komoérek nowotworowych oraz proli-
feracje komoérek NK skierowanych przeciwko komdérkom
nowotworowym [64], Potgczenie natomiast transferyny z
lekiem artemisinin skutkuje przetamaniem opornosci na
chemioterapeutyki w komorkach drobnokomoérkowego
raka ptuc [65]. Juz nanomolarne stezenie kompleksu artemi-
sinin-TRF jest cytotoksyczne dla komorek nowotworowych,
nie tylko raka drobnokomoérkowego ptuc [65], ale réwniez
dla komorek linii nowotworowych z nadekspresja recepto-
row sTRF CCRF-CEM i U373 [66], Autorzy stwierdzili, ze
komorki biataczkowe CCRF-CEM posiadajg 0 95% wiecej
receptorow TRF niz komdrki macierzyste dla tej linii, tj. mo-
nocyty.

Chlorambucil nalezy do grupy cytostatykéw skutecz-
nych w leczeniu biataczek limfatycznych, chtoniakow, za-
awansowanych postaci raka jajnika i sutka. Jednakze jego
zastosowanie jest czesto ograniczone ze wzgledu na wyste-
pujace podczas chemioterapii efekty uboczne. Potaczenie
chlorambucilu z TRF i podanie go w takiej formie do komo-
rek raka sutka linii MCF7 lub komorek biataczkowych linii
MOLT4 spowodowato 18-krotne obnizenie parametru IC50
dla chlorambucilu. Badania na myszach potwierdzity, ze
taka forma chlorambucilu jest duzo lepiej wchtaniana przez
komorki nowotworowe idziata na nie bardziej cytotoksycz-
nie [67],

Zastosowanie koniugatu mitomycyny, cytostatyku two-
rzacego wigzania krzyzowe z DNA, z transferyng wykazy-
wato efekt toksyczny przeciwko komdrkom raka watroby
HepG2, miesaka oraz biataczki promielocytarnej HL60. W
przypadku HepG2 i HL60 obserwowano zahamowanie pro-
liferacji in vitro [68, 69]. Podanie daunorubicyny potgczonej
z transferyng wykazato 10-krotnie wiekszy efekt cytotok-
syczny dla komérek drobnokomérkowego raka ptuc NCI-
SCCL w poréwnaniu w wolng doksorubicyng [70], Réwniez
cisplatyna zastosowana w formie kompleksu z transferyng
i polietylenoglikolem charakteryzowata sie duzo wyzszg
skutecznosciag w komdrkach MKN45P (wrodzony nowo-
twdr myszy) i znaczaco wydtuzata dtugos¢ zycia osobni-
kéw z tym typem nowotworu [71]. Sugeruje sige, ze tego
typu koniugaty zapobiegajg wychwytywaniu liposoméw
przez uktad retikuloendotelialny zapewniajgc im diuzszy
czas cyrkulacji w krwioobiegu [71].

PODSUMOWANIE

Koniugaty transferyny, jak wynika z powyzszych badan
wykorzystywane sg do przenoszenia jonow, lekéw oraz
DNA. Szczeg6lnie obiecujagce wydaja sie badania dotyczace
cytostatykow. Duza liczba receptorow transferyny zlokali-
zowana na powierzchni komorek nowotworowych utatwia
gromadzenie lekéw w tych komorkach. Zmniejsza sie tym
samym ryzyko wystgpienia skutkéw ubocznych, ktore za-
wsze towarzyszg chemioterapii.

Wydaje sie wiec, ze koniugaty transferyny moga by¢ ko-
lejnym waznym etapem w walce z nowotworami.
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ABSTRACT

To enhance the therapeutic efficiacy of anticancer drugs and reducing its systemic side-effects carriers are used. Transferrin is one of the very
promising protein which can be used to transport drugs, DNA and ions into the cancer cells. Because of the fact that neoplastic cells have
increased number of transferrin receptors, the transferrin can deliver the drugs directly to the neoplastic cells without injury of normal cells.
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STRESZCZENIE

tafylokinaza jest biatkiem zbudowanym ze 135 aminokwaséw, produkowanym przez
Sszczepy Staphylococcus aureus. Nalezy ona do selektywnych aktywatoréw plazminogenu,
ktorych dziatanie zalezy od obecnosci fibryny. Biatko to przeksztatca nieaktywny proenzym
- plazminogen w plazmine rozpuszczajaca skrzepling. Celem tej pracy jest przedstawienie
biochemicznych, trombolitycznych wtasciwosci stafylokinazy i jej pochodnych, a takze po-
tencjalnego zastosowania w leczeniu zawatu mie$nia sercowego oraz innych choréb uktadu
krazenia.

WPROWADZENIE

Zawat miesnia sercowego oraz jego nastepstwa sgjedng z gtéwnych przyczyn
zgondw lub inwalidztwa w Polsce i krajach Europy Zachodniej [1,2]. Bezposred-
nig przyczyng zawatu jest catkowite lub czesciowe zamkniecie tetnicy wien-
cowej przez zakrzep spowodowany peknieciem blaszki miazdzycowej. Celem
terapii trombolitycznej jest przywrocenie jak najszybszego przeptywu krwi w
zamknietym naczyniu, zmniejszenie rozmiaru uszkodzenia oraz ograniczenie
$Smiertelnosci poprzez aktywacje uktadu fibrynolitycznego [1-3].

Uktad ten skitada sie z proenzymu - plazminogenu, ktéry pod wpitywem
tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) i urokinazowego aktywatora pla-
zminogenu (u-PA) przeksztatca sie w aktywng plazmine, rozktadajgcg fibryne
do rozpuszczalnych produktéw (FDP). Proces fibrynolizy jest écile requlowany
przez inhibitory aktywatoréw plazminogenu (PAI-1 lub PAI-2) oraz inhibitory
plazminy - antyplazmine (cp-AP), makroglobuline (a,-M) i karboksypeptydaze
(TAFI) [2-6] (Rys. 1).

W czasie leczenia trombolitycznego podawane sg aktywatory plazminogenu
nasilajgce proces przeksztatcenia proenzymu plazminogenu w aktywng plazmi-
ne rozpuszczajacg skrzepline. Mozemy wyréznié aktywatory niespecyficzne, do
ktorych nalezy: streptokinaza, urokinaza i acylowane kompleksy plazminogenu
ze streptokinazg (APSAC) oraz specyficzne obejmujgce: prourokinaze, tkanko-
wy aktywator plazminogenu (t-PA), rekombinowang stafylokinaze, a takze ich
pochodne [2,3,5,7], Kryterium podziatu opiera sie na tym, ze specyficzne ogra-
niczaja swoje dziatanie do obszaru zakrzepu, a niespecyficzne aktywujg plazmi-
nogen, zar6wno zwigzany z witoknikiem, jak i krgzacy w osoczu (Rys. 2). Te
ostatnie wywotujg tym samym wiecej powiktan poprzez degradacje a*-antypla-
zminy, fibrynogenu, czynnikéw krzepniecia V i VIII. Moze to doprowadzi¢ do
powaznych krwotokéw na skutek zmniejszenia zawarto$ci wyzej wymienio-
nych czynnikéw oraz wzrostu produktow degradacji fibrynogenu, hamujgcych
agregacje ptytek krwi [5,7],

Celem tej pracy jest zaprezentowanie roli stafylokinazy w uktadzie fibryno-
litycznym, mechanizmu jej dziatania, a takze zastosowania jako selektywnego
aktywatora plazminogenu w leczeniu zawalu miesnia sercowego. Badania nad
tym biatkiem bakteryjnym podjeto z powodu wysokiej selektywnosci dziatania i
ekonomicznej mozliwos$ci produkcji w pordwnaniu z tkankowym aktywatorem
plazminogenu czy prourokinaza.

KROTKA HISTORIA STAFYLOKINAZY

Stafylokinaza jest biatkiem produkowanym przez Staphylococcus aureus. Na-
zwe wprowadzit Much w roku 1908 [8], Dwadziescia pie¢ lat pézniej potwier-
dzono zdolnosci fibrynolityczne szczepéw gronkowca ztocistego, ale dopiero
w 1948 roku okreslono, ze stafylokinaza jest aktywatorem plazminogenu [9],
Badania przeprowadzone przez Lewisa i wsp. [10] oraz Kanae'a [11] na psach
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Rysunek 1. Gtéwne sktadniki uktadu fibrynolitycznego. Plazminogen jest akty-
wowany przez t-PA i u-PA. Te enzymy sa regulowane przez inhibitory PAL Po-
wstajgca plazmina trawi fibryne do FDP (produkty degradacji fibryny). Plazmina
jest hamowana przez a 2antyplazming i a ,-makroglobuling. Proces rozktadu
wléknika przez proteaze serynowa (plazming) jest regulowany przez karboksy-
peptydaze (TAFI). Rysunek zmodyfikowany na podstawie [6].

wykazaty, ze stafylokinaza mimo rozpuszczania skrzep-
imy, wywotuje szereg dziatan niepozgdanych: krwawie-
nia, wydtuzenie czasu protrombinowego, a takze znaczne
zmniejszenie poziomu fibrynogenu. Wyniki te na wiele lat
doprowadzity do spadku zainteresowania tym biatkiem
jako czynnikiem trombolitycznym. Dopiero praca Matsuo i
wsp. [12] z uzyciem osocza cztowieka byta punktem zwrot-
nym w badaniach. Ujawnita znaczne réznice miedzy wpty-
wem stafylokinazy na uktad fibrynolityczny ludzi i pséw.
Woczesdniejsze badania wskazujgce na wysoka toksycznosé
preparatu, spowodowane bylty wyborem ztego modelu ba-
dawczego - psow, ktére sa bardzo wrazliwe na dziatanie
tego biatka.

Dalsze prace doprowadzity do sklonowania genu kodu-
jacego stafylokinaze z bakteriofagéw: serotypu B (sak&C)
[13] i serotypu F (sak42D) [14] oraz z genomowego DNA
lizogennych szczepéw S. aureus (sakSTAR) [15]. Mata wy-
dajnos$¢ produkcji i zanieczyszczenie toksynami bakteryjny-
mi uniemozliwiato jednak prowadzenie dalszych szczeg6-
towych badan nad tym biatkiem. Dopiero skonstruowanie
odpowiedniego wektora ekspresyjnego [16] i szczepu Ba-
cillus subtilis pozbawionego proteaz degradujacych stafylo-
kinaze pozwolito na uzyskanie duzej ilosci rekombiowanej
stafylokinazy oraz ufatwito proces jej oczyszczania [16,17],
To otworzyto droge do badania wptywu tego biatka na
uktad fibrynolityczny [18].

BUDOWA GENU KODUJACEGO STAFYLOKINAZE

Collen i wsp. [19] oraz Sako i wsp. [20] okreslili strukture
genu stafylokinazy. Fragment zawierajacy otwartg ramke
odczytu zbudowany jest z 489 par zasad i koduje 163 ami-
nokwasy. Rejon kodujgcy jest poprzedzony sekwencjami
Shine-Dalgarno oraz promotorowymi znajdujgcymi sie w
odlegtos$ci -10 i -35 od kodonu startu ATG. Gen stafylokina-
zy pochodzacy z genomowego DNA Staphylococcus aureus
oraz bakteriofagow sak®C i sak42D rézni sie tylko cztere-
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ma nukleotydarni [21]. Nie wykazuje jednak homologii ze
streptokinazg - nieselektywnym aktywatorem plazminoge-
nu [19,20], Horii i wsp. [22] zlokalizowali gen kodujacy sta-
fylokinaze wewnatrz obszaru kodujgcego amidaze N-acety-
lomuramylo-alaninowg w szczepach gronkowca ztocistego
opornego na ampicyline. Jest to enzym odpowiedzialny za
hydrolize Sciany komdrkowej bakterii w czasie cyklu litycz-
nego bakteriofaga.

CHARAKTERYSTYKA BIALKA

Stafylokinaza jest biatkiem zbudowanym ze 135 ami-
nokwasdw [23]. Powstaje po usunieciu 28 aminokwasow
z N-konca prekursora w trakcie procesu dojrzewania [24],
Tworzy pojedynczy tancuch polipeptydowy, nie posiadaja-
cy mostkéw siarczkowych i miejsc glikozylacji. Jej struktura
nie wykazuje zadnej homologii z innymi aktywatorami pla-
zminogenu. Tworzy ona zhitg elipsoide, w ktdrej rdzen sta-
nowig hydrofobowe aminokwasy utozone w strukture har-
monijki 3 lub a helisy [23]. Wykazano, ze biatko to sktada
sie z dwoch domen o podobnej wielkosci [21]. Oczyszczone
preparaty stafylokinazy réznia sie masg czasteczkowa (16,5
- 18 kDa) i punktem izoelektrycznym. Zwigzane jest to z
brakiem 6 lub 10 aminokwas6w na N-koncu stafylokinazy,
ale nie ma to wptywu na jej aktywnos$¢ [24], Metionina w
pozycji 26 odgrywa jednak kluczowa role w aktywacji pla-
zminogenu. Podstawienie jej argining lub waling zmniejsza
powinowactwo do plazminogenu i wywotuje utrate aktyw-
nosci [21].

AKTYWACJA PLAZMINOGENU
PRZEZ STAFYLOKINAZE

Stafylokinaza taczy sie z domenami typu kringle KI i K4
plazminogenu poprzez rejon obejmujacy aminokwasy w
pozycji 44-50, 65-69 oraz 90-100 [24,25], Rajamohan i wsp.

fibrynogen

czynnik V degradacja
czynnik VIil

plazminogen —— plazmina

67

NIESPECYFICZNE
AKTYWATORY AKTYWATORY
PLAZMINOGENU PLAZMINOGENU

zakrzey -
fib ryna —. FDD

plazminogen —— plazmina

krew krazaca

SPECYFICZNE

Rysunek 2. Podziat aktywatoréw plazminogenu. Niespecyficzne aktywatory
plazminogenu (streptokinaza, urokinaza, acylowany kompleks plazminogenu ze
streptokinaza - APSAC) aktywuja plazminogen krazacy w osoczu i zwigzany z
fibryng. Powstajaca plazmina jest hamowana przez a2antyplazming. Po wyczer-
paniu rezerw inhibitora plazmina trawi czynniki krzepniecia (fibrynogen, czyn-
nik Vi VIII). Specyficzne aktywatory plazminogenu (prourokinaza, t-PA, stafylo-
kinaza iich pochodne) aktywuja gtéwnie plazminogen zwigzany z fibryng. Two-
rzona na powierzchni zakrzepu plazmina jest chroniona przed inaktywacja ze
strony inhibitora - a2antyplazminy. Rysunek zmodyfikowany na podstawie [2],
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Rysunek 3. Mechanizm aktywacji plazminogenu przez stafylokinaze. Stafyloki-
naza taczy sie z plazminogenem tworzac nieaktywny kompleks oznaczony na ry-
sunku w ramce plazminogen-stafylokinaza. Nie posiada on zdolnosci aktywacji
plazminogenu. Wykazano, ze stafylokinaza z bakterii ma duze powinowactwo
do plazminy. Niewielka ilo$¢ plazminy wystarcza do powstania aktywnego kom-
pleksu plazmina-stafylokinaza (w ramce), ktéry jest aktywatorem kompleksu
plazminogen-stafylokinaza. Powstaty aktywny kompleks plazmina-stafylokina-
za jest silnym modulatorem przej$cia plazminogenu w plazmine. Na rysunku za-
znaczono pogrubiong strzatka gtéwng droge aktywacji plazminogenu. Rysunek
zmodyfikowany na podstawie [24].

[26] wykazali, ze N-koniec stafylokinazy, a zwtaszcza obec-
no$¢ w tym obszarze lizyny, zwieksza powinowactwo do
prekursora proteazy serynowej. Poprzez usuniecie 10 ami-
nokwasdw z N-konca, plazmina odstania lizyne w pozycji
11 biatka Sak, co umozliwia mu oddziatywanie z domeng
kringle K5 plazminogenu [26],

Lijnen i Collen [24] zaproponowali mechanizm aktywa-
cji plazminogenu przez stafylokinaze. Jest on odmienny od
dziatania t-PA i uPa, ktore bezposrednio aktywuja plazmi-
nogen poprzez hydrolize wigzania peptydowego miedzy
argining w pozycji 561 a waling w pozycji 562. Proces ten
nie polega na proteolitycznym rozszczepieniu czasteczki
plazminogenu poniewaz stafylokinaza nie jest enzymem,
dziata tylko jako kofaktor uczestniczagcy w wigzaniu oraz
ustaleniu optymalnej orientacji przestrzennej proenzymu
[27], Na poczatku tworzy sie nieaktywny kompleks plazmi-
nogen-stafylokinaza w stosunku stechiometrycznym 1:1.
Jego aktywacja wymaga niewielkiej ilosci (okoto 30 ppm)
plazminy. Dopiero powstata plazmina w potaczeniu ze sta-
fylokinazg jest aktywatorem plazminogenu zaréwno zwig-
zanego ze stafylokinazg i wolnego (Rys. 3). Powstato pyta-
nie, czy to biatko bakteryjne preferuje tagczenie sie z plazmi-
ng, czy z jej proenzymem. Na podstawie analizy kinetycznej
wykazano, ze stafylokinaza ma wieksze powinowactwo do
plazminy (stata wigzania KA=50 nM) niz do plazminogenu
(Kx=8gM), a wiec gtdwng drogg jest tworzenie kompleksu
plazmina- stafylokinaza, ktéry aktywuje proenzym protea-
zy serynowej [24]. Opisany wyzej mechanizm rézni sie od
dziatania streptokinazy (Sk), innego biatka bakteryjnego,
pochodzacego z hemolitycznych szczepdéw Streptococcus.
Aktywuje ono pos$rednio plazminogen, poprzez zmiany
konformacyjne i prezentowanie jego miejsc aktywnych.
Utworzony kompleks plazminogen-streptokinaza ulega
proteolizie i tworzy aktywng plazmine potgczong z strep-
tokinazag. W przeciwienstwie do stafylokinazy kompleks
plazmina-streptokinaza nie posiada zdolnosci aktywacji
plazminogenu [7],

MECHANIZM SELEKTYWNEGO
DZIALANIA STAFYLOKINAZY

W prawidtowych warunkach, gdy w naczyniach nie wy-
stepuje skrzeplina, tworzenie kompleksu plazmina-stafylo-

kinaza praktycznie nie zachodzi, gdyz proteaza serynowa,
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plazmina jest szybko hamowana przez a2antyplazmine
[21,24], Proces ten wymaga dostepu inhibitora do wolnych
miejsc wigzacych lizyne (LBS - ang. lysine binding site) w
czasteczce plazminy. Obecnos$¢ fibryny, ale nie fibrynoge-
nu, op6znia inaktywacje plazminy w kompleksie ze stafy-
lokinazg przez cp-AP. Mechanizm ten polega na wigzaniu
widknika do miejsc LBS plazminy, poprzez ktdre taczy sie
ona takze ze swoim inhibitorem. W ten sposob fibryna chro-
ni plazmine przed degradacjg. Utatwia ona takze tworze-
nie kompleksu plazmina-stafylokinaza, a przez to zwiek-
sza aktywacje plazminogenu na powierzchni skrzepliny
[21,24,27]. Nalezy podkresli¢, ze stafylokinaza nie tgczy sie
bezposrednio z wkdknikiem i nie jest inaktywowana przez
a,~antyplazmine. Po neutralizacji plazminy w kompleksie
plazmina-stafylokinaza przez cg-AP, uwolniona stafyloki-
naza moze tgczyc sie z plazminogenem lub inng czasteczkg
proteazy serynowej (plazming) i petni¢ funkcje aktywatora
fibrynolizy (Rys. 4) [21,24],

Wykazano ponadto, ze stafylokinaza ma niskie powi-
nowactwo do plazminogenu posiadajgcego konformacje a
(krgzgcego w osoczu) lub [3 (na powierzchni nienaruszonej
przez proteazy fibryny), ale wysokie do struktury prze-
strzennej Y- Plazminogen zwigzany z cze$ciowo rozpusz-
czonym zakrzepem przyjmuje preferowang przez stafyloki-
naze konformacje y. Pozwala to na kumulacje duzych ilosci
kofaktora bakteryjnego w obszarze trawionego widknika

(61,

Reasumujac, regulacja tworzenia kompleksu plazmina-
stafylokinaza przez fibryne, cg-AP i strukture y plazmino-
genu jest podstawg selektywnego dziatania stafylokinazy.
Ogranicza to efekty uboczne zwigzane z tworzeniem duzej
ilosci plazminy degradujacej nie tylko wtoknik, ale réwniez
fibrynogen, co zaburza proces rownowagi miedzy fibryno-
lizg a krzepnieciem. W przeciwienstwie do streptokinazy,
ktora w kompleksie z plazming lub plazminogenem, nie jest
degradowana przez a,-AP, stafylokinaza wywotuje mniej
powiktan krwotocznych [7],

stafylokinaza

plazminogen

stafylokinaza

"‘;Yl‘:-':-:::,::. plazmina
produkty
plazmina degradacji
fibryny
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*aa o komir
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Rysunek 4. Mechanizm selektywnego dziatania stafylokinazy. Kompleks stafylo-
kinaza-plazmina na powierzchni fibryny jest chroniony przed degradacja przez
a2antyplazmine (a2AP). Jest on silnym aktywatorem plazminogenu. Powstajaca
plazmina trawi fibryne. Kompleks stafylokinaza-plazmina nie zwiagzany z wték-
nikiem jest szybko degradowany przez a2AP. Uwolniona z kompleksu stafylo-
kinaza moze taczy¢ sie z plazming zwigzang ze skrzepling i aktywowac kolejne
czasteczki plazminogenu. Rysunek zmodyfikowany na podstawie [27],
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Po okresleniu mechanizmu dziatania w warunkach in
vitro dalsze prace nad stafylokinazag prowadzono w Kkie-
runku sprawdzenia skutecznosci trombolitycznego dziata-
nia na modelach zwierzecych i mozliwosci potencjalnego
zastosowania tego biatka w leczeniu choréb zatorowo-za-
krzepowych u ludzi. Podjeto jednoczesnie proby okreslenia
parametrow farmakologicznych i pordwnania dziatania
tego zwigzku z obecnie stosowanymi lekami: streptokinazg
i tkankowym aktywatorem plazminogenu. Eksperymenty
z udziatem chomikéw z zatorem ptucnym i krélikéw ze
skrzepling w zyle szyjnej wykazywaty podobng skutecz-
no$¢ dziatania stafylokinazy i streptokinazy, jednak ten
pierwszy czynnik wykazywat znaczng przewage w usuwa-
niu zakrzepow bogatoptytkowych, tworzonych w tetnicach
i nie wywotywat uog6lnionej aktywacji systemu fibrynoli-
tycznego [24,28],

Co wiecej, w oparciu o modelowe badania nad krolikami
z zakrzepem w zyle szyjnej ustalono, ze mniejsze dawki sta-
fylokinazy (150 gg/kg) sa tak samo skuteczne jak wysokie
stezenie tkankowego aktywatora plazminogenu (500pg/
kg). Dodatkowo wykazano, ze stafylokinaza nie wydtuza
czasu krwawienia i charakteryzuje sie mniejszym ryzykiem
ponownego zamknigcia naczynia (reokluzji) w poréwna-
niu z t-PA [24,29]. Podobne rezultaty, wskazujgce na moz-
liwo$¢ zastosowania dziesigeciokrotnie mniejszych dawek
stafylokinazy w pordwnaniu z streptokinazg, uzyskano u
pawiandéw ze skrzepling w tetnicy udowej [24], Powyzsze
eksperymenty na zwierzetach modelowych pozwolity na
sformutowanie wniosku, ze stafylokinaza ma zwiekszong
efektywnos$¢ dziatania w pordwnaniu z t-PA i streptokinazg
[24,28], Dato to podstawe do prowadzenia badan nad za-
stosowaniem stafylokinazy u ludzi. W celu oceny skutecz-
nosci dziatania czynnikéw fibrynolitycznych wprowadzo-
no czterostopniowg klasyfikacje TIMI (ang. Thrombolysis In
Myocardial Infarction trial), w zakresie od 0 do 3. Polega ona
na ocenie droznosci naczynia na podstawie koronarografii.
Stopien ,,0" oznacza catkowity brak przeptywu poza miej-
scem zamkniecia, stopien ,,1" - przenikanie kontrastu poza
zwezenie, ale bez dalszego przeptywu, stopien ,,2" - prze-
ptyw przez miejsce zwezenia z wolnym wypetnianiem kon-
trastem obwodowego segmentu naczynia (perfuzje czescio-
wa), stopien ,,3" - reperfuzje catkowita [5].

Pilotazowy eksperyment przeprowadzono poczatkowo
z udziatem 10 pacjentdw z ostrym zawatem miesnia serco-
wego ze stopniem przeptywu ,,0" w skali TIMI. Po podaniu
stafylokinazy w dawce 10 mg uzyskano catkowitg reperfu-
zje (TIMI-3) u 8 pacjentow bez istotnych zmian poziomu fi-
brynogenu, plazminogenu i cg-AP [30]. Kolejne badania ob-
jety 100 pacjentow po niedawno przebytym zawale miesnia
sercowego i miaty na celu poréwnanie skutecznos$ci dziata-
nia stafylokinazy i tkankowego aktywatora plazminogenu.
W wyniku tego eksperymentu stwierdzono, ze stafyloki-
naza podobnie jak t-PA szybko udraznia zamkniete przez
zakrzep naczynia, ale w przeciwienstwie do tego drugie-
go leku nie zmienia poziomu plazminogenu i czynnikow
krzepniecia [31].

W celu utatwienia sposobu podawania, prébowano sto-
sowac stafylokinaze w postaci pojedynczych wlewéw do-

Postepy Biochemii 52 (1) 2006

zylnych (20 mg w ciggu 5 min), ale okazato sig, ze lepszy
efekt uzyskuje sie wprowadzajac mniejsze podwojne dawki
(schemat 2x10 mg przez 5 min) [24], Skuteczno$¢ stafyloki-
nazy sprawdzano takze w leczeniu zatoréw tetnic obwodo-
wych. Wstepne badania Vanderschuerena i wsp. [32] objety
30 pacjentow, a pozytywne rezultaty zachecity do podjecia
dalszych prdb przez zesp6t Heymansa [33]. W eksperymen-
tach tych uczestniczyto 191 pacjentéw z chromaniem prze-
stankowym, martwicg niedokrwienng konczyn dolnych
oraz ostrym lub przewlektym niedotlenieniem naczyn ob-
wodowych. We wszystkich wyzej wymienionych przypad-
kach stwierdzono, ze stafylokinaza zmniejsza $miertelnosc¢,
eliminuje konieczno$é amputacji, skraca czas krwawienia,
ale w niewielkim stopniu przyczynia sie do powstawania
krwotokéw wewnatrzczaszkowych i reakcji alergicznych
[32].

Réwnolegle podejmowano takze badania w celu okresle-
nia whasciwosci farmakologicznych stafylokinazy. Ekspery-
menty z udziatem krélikow wykazaty, ze stafylokinaza ma
bardzo krotki okres péttrwania, ktéry wynosi ok. 1,7 min, co
spowodowane jest szybkim usuwaniem jej z osocza (14ml/
min) [24], Stafylokinaza usuwana jest gtéwnie przez nerki i
miednie, a nie przez watrobe jak wigkszos¢ lekow. Badania z
udziatem pacjentéw z ostrym zawatem mieénia sercowego
wykazaty, ze dawka 10 mg podawana dozylnie przez okres
30 min byta usuwana bardzo szybko z osocza (270 ml/min),
a czas poéttrwania wynosit okoto 6 min [29], Reasumujac,
stafylokinaza wykazuje silne trombolityczne dziatanie, co
ma znaczenie w leczeniu zawatu migs$nia sercowego i in-
nych chordb zatorowo-zakrzepowych.

POCHODNE STAFYLOKINAZY

Stafylokinaza mimo wysokiej selektywnos$ci dziatania i
szerokiego zastosowania ma takze wady. Jako biatko pocho-
dzace ze Staphylococcus aureus wywotuje odpowiedz immu-
nologiczng u leczonych pacjentéw. Prowadzi to do powsta-
nia przeciwciat klasy 1gG, ktére zmniejszajg skutecznos$c jej
dziatania [5]. Odpowiedz organizmu na stafylokinaze zale-
zy od wieku pacjenta, co zwigzane jest z pamiecig immu-
nologiczng (wczes$niejszymi infekcjami wywotanymi przez
gronkowce) [24], Zidentyfikowano obszary odpowiedzial-
ne za powstawanie przeciwciat. Obejmuja one nastepujace
rejony stafylokinazy [34]: Al (N-koniec), DI (aminokwasy
16-32), F2 (aminokwasy 56-72), C3 (aminokwasy 71-87), D4
(aminokwasy 106-122), A5 (C-koniec).

Najbardziej immunogenny okazat sie rejon C3 [34]. Jest
on rozpoznawany przez uktad zgodnosci tkankowej HLA-
DR cztowieka i stymuluje proliferacje limfocytow T. Elimi-
nacja tego obszaru moze zmniejsza¢ immunogenno$¢ sta-
fylokinazy, a poniewaz jest on zlokalizowany na zewnatrz
miejsc wigzacych plazmine moze nie mie¢ wptywu na akty-
wacje plazminogenu [35], Prace Collena i wsp. potwierdzajg
immunogenno$¢: lizyny 74, kwasu glutaminowego 75 oraz
argininy 77 [36],

Metodg ukierunkowanej mutagenezy skonstruowano
pochodne stafylokinazy o nazwie SakSTAR.M38 (w ktorej
lizyna w pozycji 35, kwas glutaminowy w pozycji 38, lizy-
na 74, kwas glutaminowy 75, arginina 77 zastgpione zosta-
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ty alaning) oraz SakSTAR.M89 (w tym przypadku alanine
wprowadzono zamiast lizyny w pozycji 74, kwasu gluta-
minowego 75 i 80, argininy 77, kwasu asparaginowego 82).
Zwiazki te wykazujg zmniejszong immunogennosé, ale i
site trombolitycznego dziatania [37], W przeciwienstwie
do wyzej wymienionych, nowa pochodna SakSTAR(K74) z
podstawieniem lizyny w pozycji 74 alaning zachowuje przy
zmniejszonej indukcji uktadu immunologicznego cztowie-
ka petng zdolno$¢ do aktywacji plazminogenu [38],

Wadg stafylokinazy obok immunogennosci jest bardzo
krotki okres poétrwania, co utrudnia proces podawania
tego leku [39], Podstawienie 12 aminokwas6w w czasteczce
stafylokinazy zmniejszyto zdolno$¢ biatka bakteryjnego do
produkcji przeciwciat, a dodatkowe wprowadzenie cyste-
iny w pozycje 3 (seryna) i potgczenie z pochodng glikolu
polietylenowego doprowadzito do powstania wyjgtkowo
skutecznego czynnika trombolitycznego SY161-P5 o prze-
dtuzonym okresie pottrwania (do 15 min) [40], Wstepne
badania z zastosowaniem nowej pochodnej u pacjentéw z
zawatem mies$nia sercowego daty obiecujace wyniki [40],
ktore zachecity do podjecia dalszych prob przez zespot
Armstronga i wsp. (tzw. badania CAPTORS - ang. Collab-
orative Angiographic Patency Trial Of Recombinant Staphylo-
kinase) [41], Badania te miaty na celu okreSlenie wielkosci
skutecznej dawki, profilu bezpieczenstwa i dziatar niepo-
zgdanych oraz poréwnanie skuteczno$ci dziatania nowej
pochodnej SY161-P5 z tkankowym aktywatorem plazmino-
genu. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w
wyniku podania obu czynnikéw trombolitycznych, a takze
nie wystapity reakcje alergiczne po podaniu nowej pochod-
nej stafylokinazy [42],

W drugiej fazie badan klinicznych (CAPTORSII) wyka-
zano, ze stosowanie stafylokinazy potaczonej z glikolem po-
lietylenowym zwigzane jest z pewnym ryzykiem krwotoku
wewnatrzczaszkowego i drobnymi krwawieniami, ale lek
wykazuje selektywnos$é dziatania tylko w obecnosci fibryny
oraz charakteryzuje sie tatwoscig podawania w postaci jed-
norazowych iniekcji ze wzgledu na dtugi okres pottrwania.
W przysztosci planowane sa badania trzeciej fazy (CAP-
TORSIII) w celu ustalenia standardow bezpieczenstwa [43].

Stosowanie stafylokinazy, podobnie jak innych lekéw
fibrynolitycznych, jest obarczone ryzykiem wystgpienia
efektu prokoagulacyjnego. Polega on na ponownym za-
mknieciu naczynia wczes$niej udroznionego przez leki
trombolityczne. Dochodzi do tego na skutek miejscowego
uszkodzenia naczyn i aktywacji uktadu krzepniecia [44], W
celu zapobiegania temu zjawisku potgczono stafylokinaze
z hirudyng [45] lub dipetaling [46], Sa to inhibitory trombi-
ny - ostatniego ogniwa tworzenia zakrzepu. W ten sposob
udato sie skonstruowaé czynniki o wtasciwosciach antyko-
agulacyjnych i fibrynolitycznych. Przyspieszajg one proces
trawienia skrzepliny, a przez to ograniczaja rozmiar uszko-
dzenia.

Innym podejsciem przy zapobieganiu powstania efektu
prokoagulacyjnego jest wprowadzenie do stafylokinazy
sekwencji RGD, czyli argininy, glicyny i kwasu asparagino-
wego. Trojpeptyd ten jest rozpoznawany przez receptor gli-
koproteinowy GPIIb/Illa ptytek krwi, co ma kluczowe zna-
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Tabela 1. Pochodne stafylokinazy.

1 Nazwa pochodnej Efekt modyfikacji PiSmiennictwo 1

zmniejszenie immunogenno-
§ci oraz sity fibrynolityczne-
go dziatania na skutek wpro-
wadzenia mutacji punktowej

SakSTAR.M38
[37]
SakSTAR.M89

zmniejszenie immunogen-
nosci, petne zachowanie
zdolnos$ci do aktywacji pla- [38]
zminogenu po podstawieniu
lizyny w pozycji 74 alaning

Sak STAR (K74)

zwiekszenie okresu pottrwa-

nia do 15 min, a takze selek-

tywnosci dziatania w wyni- [39,40]
ku potaczenia z pochodng
glikolu polietylenowego

SY161-P5

potaczenie stafylokinazy
z inhibitorem trombiny
- hirudyng doprowadzito
do powstania czynnika
o wiasciwos$ciach antykoagu-
lacyjnych i fibrynolitycznych

HE-Sak [45]

stafylokinaza zwigzana

z inhibitorem trombiny

- dipetaling to czynnik [46]
o wtasciwosciach tromboli-
tycznych i fibrynolitycznych

HfSak-Dip-1+11

potaczenie stafylokinazy
z sekwencjami RGD (argini-
na-glicyna-kwas asparagino-
wy) pozwolito na uzyskanie
czynnika o wtasciwosciach
antykoagulacyjnych

DGR iRL1 [47]

wprowadzenie sekwencji
RGD i domeny kringle K2
tkankowego aktywatora
doprowadzito do powstania
czynnika o wtasciwos-
ciach antyagregacyjnych
izwiekszonym powino-
wactwie do widknika

Sak/RGD/K2 [48]

wprowadzenie domeny krin-
gle K1 plazminogenu oraz
mutacji punktowej doprowa-
dzito do powstania czynnika
o wiasciwosciach bezposred-
niego wigzania ze skrzepem

SAKM3-L-K1 [49]

czenie w ich agregacji, a tym samym w tworzeniu zakrze-
pu [47], Powstaty w ten sposOb czynnik posiada nie tylko
wiasciwosci aktywatora plazminogenu, ale takze inhibitora
agregacji ptytek krwi. Kolejng trudnos$cig pojawiajacg sie w
czasie leczenia trombolitycznego jest ryzyko wystepowania
krwawien lub nawet groznych krwotokéw wewnatrzczasz-
kowych. Dochodzi do tego w czasie wyczerpania sie rezerw
inhibitorow aktywatora plazminogeu (PAIl) oraz a2antypla-
zminy. Podawanie egzogennych aktywatoréw plazminoge-
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nu prowadzi do tworzenia duzej ilosci plazminy trawigcej
fibryne i czynniki krzepniecia [44], W celu zmniejszenia
ryzyka potencjalnych krwotokéw proponuje sie zwieksze-
nie selektywnos$ci poprzez bezpos$rednie potaczenie stafy-
lokinazy ze skrzepling. Sama stafylokinaza nie posiada ta-
kich wiasciwosci w zwigzku z tym wprowadzono do niej
domene kringle K2 tkankowego aktywatora plazminogenu,
odpowiedzialng za wiazanie z wtoknikiem, a takze dodano
hirudyne i sekwencje RGD. Otrzymane biatko Sak/RGD/
K2 charakteryzuje sie wtasciwosciami antykoagulacyjnymi,
antyagregacyjnymi oraz zwiekszonym powinowactwem do
fibryny [48]. Wu iwsp. [49] skonstruowali czynnik o nazwie
SakM3-L-KI, ktéry charakteryzuje sie zwiekszong zdolnos-
cig wigzania ze skrzepling. Sktada sie on z domeny kringle
KI plazminogenu wiazacej fibryne i stafylokinazy z podsta-
wiong alaning w pozycji 30 (Tabela 1).

Obecnie obok tworzenia metodami inzynierii genetycz-
nej pochodnych stafylokinazy duze znaczenie ma leczenie
skojarzone. Stafylokinaze podaje sie pacjentom leczonym
aspiryng (hamujacg agregacje ptytek krwi) lub heparyng
(inhibitorem trombiny) [7], Ciekawe rezultaty w warunkach
eksperymentalnych in vitro uzyskano w wyniku dodania do
roztworu stafylokinazy domen [3i y streptokinazy - inne-
go biatka bakteryjnego o wtasciwosciach fibrynolitycznych.
Powstaty kompleks stafylokinaza-(3y-streptokinaza wyka-
zywat zwiekszong zdolnos¢ aktywacji plazminogenu w po-
rownaniu z wolng stafylokinazg [50].

PODSUMOWANIE

Stafylokinaza - biatko bakteryjne nalezgce do specyficz-
nych aktywatoréw plazminogenu, wykazuje zwiekszong
skuteczno$¢ dziatania w poréwnaniu z tkankowym akty-
watorem plazminogenu i prourokinaza [24,28,31]. Wywo-
tuje mniej strat fibrynogenu, plazminogenu i a2 antypla-
zminy w osoczu [51]. Jej wyjgtkowy mechanizm tworzenia
plazminy na powierzchni zakrzepu w przeciwienstwie do
streptokinazy, zwieksza bezpieczenstwo podania stafyloki-
nazy jako leku trombolitycznego [7]. Stafylokinaza nie jest
jednak idealnym aktywatorem plazminogenu z uwagi na
immunogennos$¢ i krotki okres pottrwania [5]. W zwigzku
z tym skonstruowano szereg jej pochodnych o zmienionych
wiasciwosciach biochemicznych [37-40,45-49], Prowadzone
badania na ludziach i zwierzetach dowiodty, ze stafyloki-
naza jest skuteczna w leczeniu zawatu mig$nia sercowego i
innych chorob zatorowo-zakrzepowych [24,28],

PISMIENNICTWO

1. Sadowski Z, Budaj A, Dtuzniewski M, Duszynski A, Dziatkowiak
A, Pasyk S, Ruzyto W, Tracz W, Wodniecki J (1997) Choroba nie-
dokrwienna serca. Polskie Towarzystwo Kardiologiczne standardy
postepowania w chorobach uktadu krazenia. Kardiologia Pol 46:
Supl. 1: 156-168

2. Lijnen HR, Collen D (2000) Molecular basis of thrombolytic therapy.
J Nucl Cardiol 7: 373-381

3. Amstrong PW, Collen D (2001) Fibrinolysis for acute myocardial
infarction: current status and new horizons for pharmacological re-
perfusion, part 1. Circulation 103: 2862-2866

4. Cesarman-Mau G, Hajjar KA (2005) Molecular mechanisms of fibri-
nolysis. BrJHaematol 129: 307-321

5. topaciuk S (2002) Zatory i zakrzepy, Wydawnictwo PZWL, Warsza-
wa

Postepy Biochemii 52 (1) 2006

6. Rijken DC, Sakharov DV (2001) Basic principles in thrombolysis:
regulatory role of plasminogen. Thromb Res 103: Supp 1: S41-49

7. Collen D, Lijnen HR (2000) Recent developments in thrombolytic
therapy. Fibrinolysis Proteol 14: 66-72

8. Much U (1908) Uber eine vorstufe des fibrinfermentes in kulturen
von Staphylokinase areus. Bichemische Zeitschrift 14:143-155

9. Vanderschueren S, Van de Werf F, Collen D (1997) Recombinant
staphylokinase for thrombolytic therapy. Fibrinolysis Proteol 11:
Suppl 2: 39-44

10. Lewis JH, Kerber CW, Wilson JH (1964) Efects of fibrinolytic agents
and heparin on intravascular clot lysis. Am J Physiol 207:1044-48

1

[N

. Kanae K (1986) Fibrinolysis by staphylokinase in vivo. Biol Abstr 81:
AB748, abstrakt 65436

12. Matsuo O, Okada K, Fukao H, Tomioka Y, Ueshima S, Watanuki M,
Sakai M (1990) Thrombolytic properties of staphylokinase. Blood 76:
925-929

13.Sako T, Sawaki S, Sakurai T, Ito S, Yoshizawa Y, Kondo | (1983)
Cloning and expression of the staphylokinase gene of Staphylococcus
aureus in E. coli. Mol Gen Genet 190: 271-277

14. Behnke D, Gerlach D (1987) Cloning and expression in Escherichia
coli, Bacillus subtilis, and Streptococcus sanguis of a gene for staphy-
lokinase-A bacterial plasminogen activator. Mol Gen Genet 210: 528-
534

15. Collen D, Silence K, Demarsin E, De Mol M, Lijnen HR (1992) Iso-
lation and characterization of natural and recombinant staphyloki-
nase. Fibrinolysis 6: 203-210

16.Schlott B, Hartmann M, Giihrs KH, Birch-Hirschfeld E, Pohl HD,
Vanderschueren S, Van de Werf F, Michoel A, Collen D, Behnke
D (1994) High yield production and purification of recombinant
staphylokinase for thrombolytic therapy. Biotechnology 12:185-189

17.Ye R, Kim JH, Kim BG, Szarka S, Sirota E, Wong SL (1999) High-Lev-
el Secretory Production of Intact, Biologically Active Staphylokinase
from Bacillus subtilis. Biotechnol Bioeng 62: 87-96

18. Collen D (1996) Fibrin-selective thrombolytic therapy for acute myo-
cardial infarction. Circulation 93: 857-865

19. Collen D, Zhao ZA, Holvoet P, Marynen P (1992) Primary structure
of staphylokinase. Fibrinolysis 6: 226-231

20.Sako T, Tsuchida N (1983) Nucleotide sequence of the staphyloki-
nase gene from Staphylococcus aureus. Nucleic Acids Res 11: 7679-
7693

21.Collen D, Lijnen HR (1994) Staphylokinase, a fibrin-specific plas-
minogen activator with terapeutic potential? Blood 84: 680-686

22.Horii T, Yokoyama K, Barua S, Odagiri T, Futamura N, Hasegawa T,
Ohta M (2000) The staphylokinase gene is located in the structural
gene encoding N-acetylmuramyl-L-alanine amidase in methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. FEMS Microbiol Lett 185: 221-224

23. Collen D, Lijnen R (2005) Thrombolytic agents. Thromb Haemost 93:
627-630

24. Lijnen HR, Collen D (1996) Staphylokinase, a fibryn - specific bacte-
rial plasminogen activator. Fibrynolisis 10:119-126

25. Rajamohan G, Dahiya M, Mande SC, Dikshit KL (2002) Function of
the 90-loop (Thr90-GIlul00) region of staphylokinase in plasminogen
activation probed through site-directed mutagenesis and loop dele-
tion. Biochem J 365: 379-389

26. Rajamohan G, Dikshit KL (2002) Role of the N-terminal region of
staphylokinase (SAK): evidence for the participation of the N-termi-
nal region of SAK in the enzyme-substrate complex formation. FEBS
Lett 474:151-158

27.Parry MA, Zhang XC, Bode W (2000) Molecular mechanisms of plas-
minogen activation:bacterial cofactors provide clues. TIBS 25: 53-59

28. Pietrucha T, Watata C (1996) Stafylokinaze - nowy $rodek w lecze-
niu choréb uktadu krazenia. Biotechnologia 3: 44-51

85



2

[{e]

.Verstraete M (2000) Third-Generation Thrombolytic Drugs. Am J
Med 109: 52-58

30.Collen D, Van de Werf F (1993) Coronary thrombolysis with recom-
binant staphylokinase in patients with evolving myocardial infarc-
tion. Circulation 87:1850-1853

31.Vanderschueren S, Barrios L, Kerdsinchai P, Van den Heuvel P,
Hermans L, Vrolix M, De Man F, Benit E, Muyldermans L, Collen
D (1995) A randomized trial of recombinant staphylokinase versus
alteplase for coronary artery patency in acute myocardial infarction.
The STAR Trial Group. Circulation 92: 2044-2049

32.Vanderschueren S, Stockx L, Wilms G, Lacroix H, Verhaeghe R, Ver-
mylen J, Collen D (1995) Thrombolytic therapy of peripheral arterial
occlusion with recombinant staphylokinase. Circulation 92: 2050-
2057

33.Heymans S, Vanderschueren S, Verhaeghe R, Stockx L, Lacroix H,
Nevelsteen A, Laroche Y, Collen D (2000) Outcome and one year
follow-up of intra-arterial staphylokinase in 191 patients with perip-
heral arterial occlusion. Thromb Haemost 83: 666-671

34.Warmerdam PA, Vanderlick K, Vandervoort P, De Smedt H, Plai-
sance S, De Maeyer M, Collen D (2002) Staphylokinase-specific cell-
mediated immunity in humans. J Immunol 168:155-161

35.Warmerdam PA, Plaisance S, Vanderlick K, Vandervoort P, Brepo-
els K, Collen D, De Maeyer M (2002) Elimination of a human T-cell
region in staphylokinase by T-cell screening and computer mode-
ling. Thromb Haemost 87: 666-673

36. Collen D, Stockx L, Lacroix H, Suy R, Vanderschueren S (1997) Re-
combinant staphylokinase variants with altered immunoreactivity.
IV: Identification of variants with reduced antibody induction but
intact potency. Circulation 95: 463-472

37.Collen D, Moreau H, Stockx L, Vanderschueren S (1996) Recom-
binant staphylokinase variants with altered immunoreactivity. II:
Thrombolytic properties and antibody induction. Circulation 94:
207-216

38.Collen D, de Cock F, Demarsin E, Jenne S, Lasters I, Laroche Y, War-
merdam P, Jespers L (1997) Recombinant staphylokinase variants
with alterned Immunoreactivity. Ill: Species Variability of antibody
binding patterns. Circulation 95: 455-462

39. Amstrong PW, Burton J, Pakola S, Malhoek G, Betriu A, Tendera M,
Bode C, Adgey AA, Bar F, Vahanian A, Van de Werf F (2003) Col-
laborative angiografic patency trial of recombinant staphylokinase
(CAPTORS II). Am Heart J 146: 484-488

40. Collen D, Sinnaeve P, Demarsin E, Moreau H, De Maeyer M, Jespers
L, Laroche Y, Van de Werf F (2000) Polyethylene glycol-derivatized
cysteine-substitution variants of recombinant staphylokinase for

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50

51

single-bolus treatment of acute myocardial infarction. Circulation
102:1766-1772

Armstrong PW, Burton JR, Palisaitis D, Thompson CR, Van de Werf
F, Rose B, Collen D, Teo KK (2000) Collaborative angiographic pa-
tency trial of recombinant staphylokinase (CAPTORS). Am Heart J
139: 820-823

Armstrong PW, Burton J, Pakola S, Molhoek PG, Betriu A, Tendera
M, Bode C, Adgey AA, Bar F, Vahanian A, Van de Werf F, CAP-
TORS 1l Investigators (2003) Collaborative angiographic patency
trial of recombinant staphylokinase (CAPTORS II). Am HeartJ 146:
484-488

Moreadith RW, Collen D (2003) Clinical development of PEGylated
recombinant staphylokinase (PEG-Sak) for bolus thrombolytic treat-
ment of patients with acute myocardial infarction. Adv Drug Deliv
Rev 55:1337-1345

Marder VJ (2000) Thrombolytic therapy: 2001. Blood Rev 15: 143-
157

Lian Q, Szarka SJ, Ng KK, Wong SL (2003) Engineering of a staphy-
lokinase-based fibrinolytic agent with antithrombotic activity and
targeting capability toward thrombin-rich fibrin and plasma clots. J
Biol Chem 278: 26677-26686

Icke C, Schlott B, Ohlenschlager O, Hartmann M, Guhrs KH, Glusa
E (2002) Fusion proteins with anticoagulant and fibrinolytic proper-
ties: functional studies and structural considerations. Mol Pharma-
col 62: 203-209

Su HB, Zhang YG, He JT, Mo W, Zhang YL, Tao XM, Song HY (2004)
Construction and characterization of novel staphylokinase variants
with antiplatelet aggregation activity and reduced immunogeneci-
ty. Acta Biochim Biophys Sin 36: 336-342

Szemraj J, Walkowiak B, Kawecka I, Janiszewska G, Buczko W, Bart-
kowiak J, Chabielska E (2005) A new recombinant thrombolitic and
antithrombolitic agent with higer fibrin affinity - a staphylokinase
variant. I. In vitro study. Thromb Haemost 22:1538-1550

Wu SC, Castellino FJ, Wong SL (2003) A fast-acting, modular-struc-
tured staphylokinase fusion with Kringle-1 from human plasmino-
gen as the fibrin-targeting domain offers improved clot lysis effica-
cy. J Biol Chem 278:18199-18206

.Dahiya M, Rajamohan G, Dikshit KL (2005) Enhanced plasminogen

activation by staphylokinase in the presence of streptokinase beta/
betagamma domains: plasminogen kringles play a role. FEBS Lett
579:1565-72

,Okada K, Lijnen HR, Moreau H, Vanderschueren S, Collen D (1996)

Procoagulant properties of intravenous staphylokinase versus tis-
sue-type plasminogen activator. Thromb Haemost 76: 857-859

Staphylokinase - a specific plasminogen activator
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ABSTRACT

Staphylokinase is a 135 amino acid protein produced by certain strains of Staphylococcus aureus. It belongs to fibrin - specific plasminogen
activator. Staphylokinase converts plasminogen - the inactive proenzyme - to the plasmin, which dissolves the fibrin of a blood clots. This
review will focus on the biochemical and thrombolytic properties of staphylokinase and its derivatives, which would make use of treatment

in acute myocardial infarction and other cardiovascular diseases.
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Odpowiedz Scista - mechanizm adaptacyjnej
odpowiedzi bakterii na warunki stresowe

STRESZCZENIE

dpowiedz $cista stanowi jeden z kluczowych mechanizméw bakteryjnej odpowiedzi
Ona warunki stresowe. Gt6d aminokwasowy, niedob6r wegla, azotu czy fosforu prowa-
dza do wzmozonej syntezy i akumulacji alarmondéw odpowiedzi $cistej - tetra- i pentafosfo-
ranéw guanozyny, w metabolizmie ktérych kluczowgq role odgrywaja biatka RelA i SpoT.
Nukleotydy (p)ppGpp oddziatujgc bezposrednio z polimeraza RNA zmieniaja aktywno$¢
transkrypcyjna niektérych genéw - negatywnie regulowana jest transkrypcja genéw kodu-
jacych rRNA, tRNA i biatka rybosomalne, pozytywnie - genéw kodujacych enzymy szlaku
biosyntezy aminokwaséw, proteolizy biatek i czynnik sigma S. Wiazanie czynnika sigma S z
rdzeniem polimerazy RNA nadaje jej powinowactwo do gen6éw kodujacych biatka zwigzane
z przejsciem komoérek w stacjonarng faze wzrostu i ich odpowiedzig na stres oksydacyjny,
osmotyczny i cieplny.

WPROWADZENIE

Wszystkie organizmy zywe wytworzyty na drodze ewolucji mechanizmy
adaptacyjnej odpowiedzi na czynniki stresowe, umozliwiajgce im przezycie w
niesprzyjajacych warunkach. U bakterii, jednym z gtéwnych mechanizméw od-
powiedzi na warunki stresowe obok systemu SOS i reakcji chemotaksyjnej, jest
odpowiedzZ $cista (ang. stringent response), odkryta u E. coli przed ponad czter-
dziestoma laty [1], Polega ona na adaptacyjnej reakcji organizmu na zmiany w
dostepie pozywienia (np. gtdd aminokwasowy) i inne stresy $rodowiskowe.
Wyznacznikiem odpowiedzi Scistej jest wzmozona synteza i akumulacja tetra- i
pentafosforanéw guanozyny (ppGpp i pppGpp), nietypowych nukleotydéw o
charakterze regulatorowym, zwanych alarmonami odpowiedzi $cistej. Nukleo-
tydy te oddziatujac bezposrednio z polimeraza RNA prowadzg do przeprogra-
mowania bakteryjnej aktywnosci transkrypcyjnej. W konsekwencji dochodzi do
globalnych zmian metabolizmu komérki - hamowania proceséw wymagajacych
duzych naktadéw energii oraz aktywacji mechanizmoéw umozliwiajgcych adap-
tacje i przezycie niesprzyjajagcych warunkow [2],

METABOLIZM (p)ppGpp

U E. coli synteza pppGpp odbywa sie na zasadzie enzymatycznej fosforylacji
GTP z uzyciem ATP jako donora reszt fosforanowych. Reakcje katalizuje enzym
RelA (EC: 2.7.6.5) zwigzany z rybosomem. Poniewaz pppGpp prawdopodob-

odpowled2 écisia

A

e e S A
8 1 o X 1 R 0

d

wolny tRNA peptydylotRNA aminoacylo-tRNA

Rysunek 1. Model mechanizmu syntezy (p)ppGpp katalizowanej przez biatko RelA. (a) Gt6d aminokwaso-
wy prowadzi do akumulacji nienatadowanych form tRNA, ktére wiagza sie z miejscem akceptorowym rybo-
somu i blokujg translacje; (b) RelA rozpoznaje zablokowany rybosom z wystajagcym 3' koncem mRNA; (c)
Biatko RelA Kkatalizuje synteze (p)ppGpp w obecnoéci nienatadowanego tRNA w akceptorowym miejscu
rybosomu, réwnoczeénie enzym oddysocjowuje od rybosomu; (d) Uwolniony enzym RelA przeskakuje na
kolejny zablokowany rybosom i cykl syntezy (p)ppGpp powtarza sie. Wysoki poziom (p)ppGpp indukuje
odpowiedzZ $cisty; () Po ustapieniu stresu wzrasta pula aminoacylo-tRNA, ktéry ze wzgledu na wyzsze
powinowactwo do akceptorowego miejsca rybosomu zajmuje miejsce akceptorowe i proces translacji zostaje
wznowiony. Zwigzanie aminoacylo-tRNA do miejsca akceptorowego rybosomu prowadzi réwniez do uwol-
nienia wolnego tRNA z miejsca E rybosomu. Wg [5].
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nie jest toksyczny w wyzszych stezeniach, ulega on szyb-
kiej hydrolizie do ppGpp katalizowanej przez rybosomalne
biatka kodowane przez geny gpp. Produkt tej reakcji jest
nastepnie rozktadany do GDP przy udziale cytozolowego
enzymu SpoT (E.C: 3.1.7.2) w roli katalizatora i kationéw
manganowych w roli kofaktoréw. Biatko SpoT, w pewnych
okreslonych warunkach, takich jak brak wegla, azotu czy
fosforu, katalizuje rowniez reakcje syntezy pppGpp. Caty
cykl metabolizmu alarmonéw odpowiedzi Scistej dopetnia
rybosomalne biatko kodowane przez gen ndk i katalizujace
fosforylacje GDP do GTP [2-4],

Uwaza sie, ze czynnikiem regulujacym synteze (p)ppGpp
jest stosunek aminoacylo-tRNA do wolnego, nienatadowa-
nego tRNA. W warunkach bezstresowych, w logarytmicz-
nej fazie wzrostu bakterii, wolny tRNA stanowi okoto 15%
catkowitej puli tRNA, ktérej przewazajgcg cze$¢ stanowi
woéwczas aminoacylo-tRNA. W warunkach gtodu ami-
nokwasowego zawarto$¢ wolnego tRNA moze wzrosngé
nawet do 80% puli tRNA, tym samym wzrasta prawdopo-
dobienstwo jego zwigzania z miejscem akceptorowym ry-
bosomu. Zablokowany w ten spos6b rybosom rozpoznawa-
ny jest przez biatko RelA, ktdre sie z nim wigze i katalizuje
synteze (p)ppGpp (Rys. 1). Stwierdzono, ze do przytgczenia
biatka RelaA do rybosomu niezbedna jest obecno$s¢ mRNA
na rybosomie, co wiecej, wykazano ze efektywno$¢ tego
wigzania jest pozytywnie skorelowana z dtugoscia 3' korica
MRNA wystajgcego z rybosomu. Synteza (p)ppGpp katali-
zowana przez RelA zalezy natomiast od obecnos$ci nienata-
dowanego tRNA w miejscu akceptorowym rybosomu i ak-
tywnosci rybosomalnego biatka L11 [5]. Wykazano, ze dele-
cja 36 aminokwasOw z N-konca tego biatka nie ma wptywu
na efektywno$¢ wigzania RelA do rybosomu, natomiast jest
wystarczajgca do zablokowania syntezy (p)ppGpp [6]. Syn-
teza (p)ppGpp wywotuje prawdopodobnie konformacyjne
zmiany enzymu RelA, co prowadzi do jego odigczenia od
rybosomu. Uwolnione biatko rozpoznaje kolejny zabloko-
wany rybosom icykl syntezy (p)ppGpp si¢ powtarza. Przy-
wrécenie korzystnych warunkéw $rodowiska prowadzi do
uzupetnienia puli aminoacylo-tRNA, ktéry ze wzgledu na
wyzsze powinowactwo do rybosomu, zajmuje miejsce wol-
nego tRNA w akceptorowym miej-
scu rybosomu i nastepuje wzno-

dukcja syntezy antybiotykéw, zmiana ksztattu i wielkoSci
komaérek [31-36],

Powstajace w warunkach stresu czy gtodu alarmony od-
powiedzi Scistej reguluja procesy transkrypcji poprzez bez-
posrednie oddziatywanie z C-koricem podjednostki p oraz
N-kofAcem podjednostki P' bakteryjnej polimerazy RNA
[7,8], Wyniki badan krystalicznej struktury polimerazy
RNA w kompleksie z ppGpp wykazaty, ze nukleotydy te
moga wigzac sie zenzymem w poblizu jego miejsca aktyw-
nego w dwoch alternatywnych orientacjach oznaczonych
jako 3" i 5', w zaleznosci od tego, ktore grupy difosforano-
we - przy 3' czy 5 weglu czasteczki ppGpp - ustawione sg
proksymalnie w stosunku do reszt kwasu asparaginowego
centrum aktywnego enzymu. Prawdopodobnie orientacja
ppGpp zwigzanego z polimerazag RNA determinuje typ re-
gulacji procesu transkrypcji [9],

Gtownym fizjologicznym efektem dziatania odpowiedzi
Scistej jest zahamowanie wzrostu i podziatow komorek, w
zwigzku z czym transkrypcja gendéw kodujacych rRNA,
tRNA i biatka rybosomalne, czyli caty aparat translacyjny,
regulowana jest negatywnie (Rys. 2). Hamowana jest row-
niez transkrypcja gendéw kodujacych biatka biorgce udziat
w syntezie lipidéw czy elementéw Sciany komérkowej. Po-
zytywnej regulacji podlegaja geny kodujgce enzymy szlaku
biosyntezy aminokwasdw (operon tryptofanowy, histydy-
nowy) i proteolizy biatek [10,11]. Indukowana jest rowniez
transkrypcja genow rpoS kodujgcych czynniki sigma S (er)
[12]. Przytaczenie czynnika c6 do rdzenia polimerazy RNA
nadaje jej powinowactwo do promotoréw genéw koduja-
cych biatka odpowiedzialne za przejScie komorek w stacjo-
narng faze wzrostu i niezbedne do przetrwania warunkdw
stresowych [12,13]. Celem takiego przeprogramowania bak-
teryjnej aktywnosci transkrypcyjnej jest oszczednos¢ energii
poprzez ograniczenie syntezy biatek i elementéw maszy-
nerii biorgcej udziat w ich syntezie. Jednoczesne przejscie
komoérek w stacjonarng faze wzrostu sprawia, ze stajg sie
mniej wrazliwe na podwyzszong temperature [14], HOy
czy wysoka osmolarno$¢ srodowiska [15],

wienie procesu translacji [5].

PROCESY KOMORKOWE
REGULOWANE PRZEZ
ODPOWIEDZ SCIStA

W warunkach stresowych aku-
mulacja alarmonéw odpowiedzi
komoérkowym metabolizmie: re-
guluje ekspresje genow przede

GTP+ATP
e .
pppGpp l

gléd aminokwasowy

niedobér wegla, azotu
fosforu

.W.

!
@

pPPGpp —_— GDP + PPi

wszystkim na poziomie transkryp- = = | - [ - | + +:

Cji [7-27]’ ham uje Wzrost i podzia’ry synteza synteza bialek  synteza lipidow, replikacja DNA rpoS  biosynteza aminokwasow,
P rRNA | tRNA rybosomainych $ciany komérkowej proteoliza

komoérkowe [2,28,29], wptywa na v

procesy rekombinacji i naprawy =

DNA [30], wywotuje rézne formy + + ] + +

bakteryjnej adaptacji do warun-

glikoliza biatka fazy bialka odpowiedzi na biatka odpowiedzi na
kéw stresowych, takie jak zmiana stacjonarnej stres oksydacyjny stres osmotyczny
wiasciwosci WIrUIenCanyCh' In- Rysunek 2. Model bakteryjnego mechanizmu odpowiedzi scistej, wg [10]
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Tworzenie kompleksu otwartego

Stabilno$¢ otwartego kompleksu

Oczyszczanie promotora

Tabela 1. Mechanizmy negatywnej regulacji transkrypcji przez ppGpp [10,16-20],
wykazano, ze obecno$¢ ppGpp réznie wptywa na tempo tworzenia kompleksu otwartego ré6znych
promotoréw

wiazanie ppGpp do polimerazy RNA bezposrednio destabilizuje otwarte kompleksy promotoro-
we wszystkich genéw, natomiast negatywnie regulowane sg tylko te promotory, ktérych otwarte
kompleksy istotnie charakteryzujg sie niska stabilnoscig - np. promotory genéw rRNA

badania promotora XPRwykazaty, ze negatywny efekt ppGpp wynika przede wszystkim ze zmniej-
szania tempa tzw. oczyszczania promotora, etapu, w ktdrym konczy sie inicjacja, a rozpoczyna

elongacja transkrypcji i polimeraza RNA opuszcza promotor

Pauzowanie

Wspétzawodnictwo pomiedzy
ppGpp isubstratami NTP

Parowanie z cytozynami

MODELE REGULACJI TRANSKRYPCJI PRZEZ (p)ppGpp

Powstato kilka modeli mechanizmu pozytywnej jak i ne-
gatywnej regulacji transkrypcji w warunkach odpowiedzi
Scistej. R6zne mechanizmy negatywnej regulacji poprzez
ppGpp (Tab. 1) wzajemnie sie nie wykluczajg, moga doty-
czyé réznych genéw, moga tez wspotdziata¢ ze sobg [10,16-
20]. Fakt, ze w systemie transkrypcyjnym in vitro, ppGpp
nie stymulowato transkrypcji z promotoréw genéw koduja-
cych enzymy szlakéw biosyntezy aminokwaséw sugeruje,
ze wptyw tych nukleotydéw na pozytywng regulacje tran-
skrypcji nie jest bezposredni i wymaga dodatkowych czyn-
nikow posredniczacych w tym procesie lub specyficznych
warunkoéw. Zaproponowano wiec model, w ktérym desta-
bilizacja otwartych kompleksow promotoréw rRNA prowa-
dzi do uwolnienia polimerazy RNA itym samym zwieksza
jej dostepnos¢ dla promotoréw gendéw szlakéw biosyntezy
aminokwasdw w zwigzku z czym sg one pozytywnie regu-
lowane. Najnowsze badania wskazujg jednak, ze w kontroli
transkrypcji regulowanej przez odpowiedz Scistg oprocz
(p)ppGpp, zaréwno pozytywnie jak i negatywnie, bierze
rowniez udziat czynnik transkrypcyjny - biatko DksA. W
jego obecnosci (p)ppGpp pozytywnie regulujg in vitro tran-
skrypcje z promotorow genoéw szlakéw biosyntezy amino-

Tabela 2. Charakterystyka czynnikéw sigma regulowanych przez (p)ppGpp.

ppGpp zwieksza pauzowanie poi RNA w czasie elongacji transkrypcji
ppGpp konkuruje z substratami NTP o centrum aktywne polimerazy RNA

wigzanie ppGpp do poi RNA w orientacji 3' umozliwia parowanie tego nukleotydu z resztami
cytozyny w bogatym w GC regionie promotora na niematrycowej nici DNA

kwasow. Wykazano réwniez, ze biatko DksA nie wigze sie
z DNA lecz z polimerazag RNA i wzmacnia bezposredni ne-
gatywny efekt (p)ppGpp na aktywno$é promotoréw rRNA
[21-23],

Stwierdzono réwniez, ze (p)ppGpp aktywuje geny, kto-
rych promotory zalezne sg od alternatywnych czynnikow
sigma (02 ch, 05) (Tab. 2) [12,13,24-26]. Aktywacja ta oparta
jest na regulacji wspotzawodnictwa pomiedzy tymi alterna-
tywnymi czynnikami a czynnikiem o®o rdzen polimerazy
RNA. Czynnik oM odpowiedzialny jest za inicjacje tran-
skrypcji wiekszosci genéw w fazie logarytmicznego wzros-
tu komérek. W warunkach gtodu dochodzi do akumulacji
alternatywnych czynnikéw sigma, a obecno$¢ (p)ppGpp
drastycznie redukuje frakcje czynnikéw o™ zwigzanych z
rdzeniem polimerazy. W konsekwencji hamowana jest tran-
skrypcja gendw, ktérych promotory zalezg od o™ (geny me-
tabolizmu podstawowego, np. rRNA), a stymulowana tran-
skrypcja genoéw zaleznych od czynnikéw 02 &, 054 zaan-
gazowanych w obrone przed stresem. Jednak nie wszystkie
geny zalezne od oM podlegajg negatywnej regulacji przez
(p)ppGpp, pozytywnie regulowane sg geny kodujace biatka
zaangazowane w synteze aminokwasow (np. operon histy-
dynowy). Mechanizm wspoétzawodnictwa czynnikéw sig-

T lacji
Typ Gen Geny regulowane Dowody na zalezno$¢ czynnika sigma yp Teg” _acu
czynnika kodujac rzez czynnik sigma od (p)ppGpp [PisSmiennictwo] czynnika sigma
sigma jacy p y g p)ppGpp przez (p)ppGpp
070 (0D oD metabolizmu (p)ppGpp redukuje frakcje czynnikéw o7 zwigzanych z rdzeniem pozytywna
(D) P podstawowego polimerazy RNA [24] negatywna
. . mutanty charakteryzujagce sie brakiem lub niskim poziomem
odpowiedzi na - A - . -
02 (oH rpoH . (p)ppGpp wykazujg op6zniong ekspresje gendéw szoku cieplnego pozytywna
szok cieplny .
zaleznych od a2[25]
zaangazowar?e wwy: efektywnos$¢ induktorow promotoréw Po i Pu zaleznych od o%jest
053 (oN) rpoN korzystywanie alterna- ozytywnie skorelowana z poziomem (p)ppG [26] pozytywna
tywnych zrédet wegla pozyty P P)pp&PP
mutanty relA-, spoT- wykazujg fenotyp charakterystyczny dla rpoS-,
determinuiace przeiscie w  ° wskazuje na zalezno$¢ produkcji c¢ od obecnosci (p)ppGpp [12]
G (09) rpoS Jace przej (p)ppGpp wptywajg réwniez na aktywnos$¢ c¢, bowiem do indukcji pozytywna
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stacjonarng faze wzrostu

promotoréw zaleznych od c¢, nawet w obecnosci wysokiego poziomu
oskonieczna jest dodatkowo obecno$¢ (p)ppGpp [13]
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Rysunek 3. Struktura domenowa biatek RelA, SpoT i Rei, na podstawie danych bazy Pfam 18.0 [40].

ma opiera sie na destabilizacji otwartych komplekséw tran-
skrypcyjnch poprzez wigzanie ppGpp do polimerazy RNA,
odtgczeniu polimerazy RNA od promotoréw tworzgcych
wewnetrznie niestabilne otwarte kompleksy (np. rrnPl)
i wzroscie puli wolnego enzymu dostepnego do inicjacji
transkrypcji z promotoréw relatywnie stabo wigzacych poi
RNA (promotory zalezne od alternatywnych czynnikéw
sigma). Wykazano réwniez, ze (p)ppGpp nie jest niezasta-
piony w regulacji wspotzawodnictwa miedzy czynnikami
sigma o rdzen polimerazy RNA. Obnizenie produkcji 0@
nadprodukcja czynnika anty-o®(Rsd) czy produkcja biatka
0Mze zredukowang zdolnoScig wigzania polimerazy RNA
umozliwiajg transkrypcje z promotoréw zaleznych od c0 i
0% nawet przy braku (p)ppGpp [10,25,27].

UDZIAL (p)ppGpp W PROCESACH REPLIKACJI,
REKOMBINACJI | NAPRAWY DNA

Wykazano rowniez udziat odpowiedzi Scistej w bakte-
ryjnych procesach replikacji [2,28,39], rekombinacji i napra-
wy DNA [33]. U E. coli zaobserwowano korelacje miedzy
wzmozong produkcjg i akumulacjg (p)ppGpp podczas stre-
su gtodowego a spowolnieniem replikacji z oriC poprzez ne-
gatywna regulacje ekspresji genu dnaA, kodujgcego biatko
inicjatorowe tego procesu [2,28]. U Bacillus subtilis stwier-
dzono, ze odpowiedz Scista hamuje replikacje nie na etapie
jej inicjacji jak to jest u £. coli, ale w wyniku regulowanej
terminacji zachodzacej w charakterystycznych miejscach
terminatorowych zwanych stringent terminators (Ster), znaj-
dujacych sie miedzy 100 a 200 kpz po obu stronach oriC. Do
terminacji replikacji w obrebie tych terminatoréow niezbed-
na jest obecno$¢ biatka RTP zaangazowanego w terminacje
w normalnych warunkach. Po zniesieniu odpowiedzi Scistej
replikacja postepuje dalej od miejsca wczesniejszego zablo-
kowania [28,29].

Alarmony odpowiedzi Scistej biorg rowniez udziat w
naprawie uszkodzen DNA poprzez rekombinacje homo-
logiczng. Wykazano, ze wzmozona produkcja (p)ppGpp
prowadzi do wzrostu przezywalnos$ci szczepéw £. coli nie-
produkujgcych resolwazy RuvABC, a traktowanych pro-
mieniowaniem UV. Uwaza sie, ze przytaczenie (p)ppGpp
do polimerazy RNA zatrzymanej w miejscu uszkodzenia
DNA prowadzi do destabilizacji i rozdzielenia kompleksu
elongacyjnego. Ekspozycja miejsca uszkodzenia umozliwia
jego naprawe, w ktorej bierze udziat helikaza RecG formu-
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jaca strukture Hollidaya z zablokowanych w miejscu uszko-
dzenia widetek replikacyjnych oraz biatko PriA inicjujgce
ponowny start replikacji. Warto podkresli¢, ze u E. coli, gen
recG znajduje sie w jednym operonie z genem spoT [30],

UDZIAL (p)ppGpp W AKTYWACJII ROZNYCH
FORM BAKTERYJNEJ ADAPTACJI DO
WARUNKOW STRESOWYCH

Wykazano, ze (p)ppGpp inicjuje programy rozwojowe
bakterii krytyczne dla przezycia okresow gtodu i innych
niesprzyjajacych warunkéw $rodowiska. U Myxococcus
xanthus synteza (p)ppGpp inicjuje powstawanie wieloko-
morkowego ciata odzywczego ,,fruiting body", ktore roz-
nicuje sie w spory odporne na stresy srodowiskowe [31],
Akumulacja alarmonéw odpowiedzi Scistej u Streptomyces
coelicolor indukuje synteze antybiotyku - aktynomycyny.
Stwierdzono bowiem, ze w warunkach gtodu szczepy roz-
luznione (relA-) wykazujg brak syntazy aktynomycyny |,
gtéwnego enzymu szlaku biosyntezy tego antybiotyku [32].
Podobnie regulowana jest synteza kolicyny K u E. coli [33].
Potwierdzono réwniez role odpowiedzi Scistej w aktywacji
wirulencji bakterii patogennych. U Legionelia pneumophila,
pasozyta ptuc, wysoki poziom (p)ppGpp inicjuje pie¢ wy-
znacznikow przejscia tej bakterii z formy replikatywnej w
forme wirulencyjng, a nalezg do nich: cytotoksycznosé, ru-
chliwo$¢ (wytworzenie rzesek), wrazliwo$é na jony sodo-
we, odporno$¢ na stres osmotyczny i zdolno$¢ do unikania
degradacji lizosomalnej. Dzieki nabyciu tych cech bakterie
moga opusci¢ organizm gospodarza, rozprzestrzenic¢ sie
w $rodowisku i znaleZz¢ sprzyjajaca nisze dla replikacji. W
aktywacji wirulencji L pneumophila bierze udziat jeszcze
dodatkowy czynnik, gdyz wykazano, ze mutanty Lpl20,
mimo indukowanego akumulacjg (p)ppGpp przejscia w sta-
cjonarna faze wzrostu, nie wykazujg zadnej z cech bedacych
wyznacznikiem przejScia w faze wirulencji [34], Stwierdzo-
no réwniez udziat (p)ppGpp w dtugoterminowej bezobja-
wowej przezywalnoS$ci bakterii Mycobacterium tuberculosis
w organizmie gospodarza. W stanie uspienia komorki tego
pasozyta izolowane sg w masie komorek limfoidalnych, a
dostep do sktadnikdw odzywczych itlenu jest ograniczony.
Wykazano, ze przezywalno$¢ in vitro mutantow relA- tego
pasozyta ptuc byta znacznie obnizona w trakcie przedtuzo-
nego okresu niedoboru sktadnikéw odzywczych i tlenu w
poréownaniu z bakteriami szczepu dzikiego [35], Co wiecej
wykazano, ze komarki tego pasozyta znajdujace sie w fazie
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Tabela 3. Poréwnanie sekwencji domen HD pomiedzy przedstawicielami bakteryjnych biatek odpowiedzi écistej; na podstawie [41].

Zachowane w ewolucji motywy domeny HD

(.Tiina iiTiraniym hiatkn
| 1l
P 8 1
RelA Escherichia_RelA 38 TWAYCLQQ-TQGHPDASL 17DJ: BI14
SpoT Escherichia_SpoT
Rei Streptomyces_Rel 133 AERwW]|rgQ-KRKs|dPYl 17 Al : AGLLBD

1l v \Y

:ADA 5 DVLRESVIKSWNLIHGV 10 AT-HTDSVSSEQVDNVRRMLLA 6 CVVIKLAERIAHL 584
30 ARDa]eGQ-TRSs|ePYl 17 ETLmKILHi|vIED 5 QDMEQLFIKSVAELVEGV 10 K--—----- KEAQAENFRKMIMA 6 VILIKLalrTHNM 558
D 5 EDLRRDF|AWTLLVDGYV 9 —-——-———- EAAQAETVRKMVVA 6 VLVIKLa|rLHNM 246

Przedstawiono pie¢ motywdéw domeny HD, numer na poczatku i koficu sekwencji wskazuje pozycje pierwszego i ostatniego aminokwasu domeny; numery pomiedzy
motywami wskazuja liczbe aminokwaséw znajdujacych si¢ pomiedzy nimi, a nieuwzglednionych na rysunku; kolorem czerwonym zaznaczono wysoce konserwowane
reszty histydyny i kwasu asparaginowego; kolorem zéttym zaznaczono konserwowane hydrofobowe reszty aminokwasowe, a kolorem niebieskim - konserwowane

reszty aminokwaséw o krétkich taricuchach weglowodorowych.

uspienia, charakteryzujg sie sferycznym ksztattem - podob-
nie jak gtodzone in vitro komorki jego bliskiego, niepatogen-
nego krewniaka - Mycobacterium smegmatis, ktére zmieniajg
swoj ksztatt z wydtuzonego w sferyczny. Zmiana ksztattu
komérek bedaca konsekwencjg akumulacji (p)ppGpp suge-
ruje znaczaca role tych nukleotydéw w transformacji komo-
rek aktywnych w uspione [36].

STRUKTURA | EWOLUCJA BIALEK
ZAANGAZOWANYCH W BAKTERYJNA
ODPOWIEDZ SCISEA

Bakterie Gram ujemne posiadajg dwa biatka, RelA i SpoT,
biorgce udziat w syntezie i degradacji (p)ppGpp. Analiza
sekwencji aminokwasowych obu tych enzyméw u £. coli
wykazata ich wysoka homologie [2,4]. Bakterie Gram do-
datnie posiadajg tylko jedno biatko Rei, wykazujace aktyw-
nos$¢ zaréwno syntetazy jak i hydrolazy (p)ppGpp [37-39],

Poréwnanie struktury domenowej biatek RelA, SpoT
i Rei (Rys. 3) wskazuje na obecno$¢ w ich obrebie charak-
terystycznej domeny RelA/SpoT o nieznanej funkcji oraz
domeny TGS, ktorej rola polega na wigzaniu nukleotyddéw
GTP/ATP. Ponadto w obrebie biatek Rei i SpoT wystepu-
je domena HD, charakterystyczna dla fosfohydrolaz me-
talozaleznych i odpowiedzialna za witasciwosci hydrolazy
(p)ppGpp tych biatek. W obrebie tej domeny wystepuje
pie¢ charakterystycznych motywdw. Trzy z nich, pierwszy,
drugi i pigty, zawierajg wysoce konserwowane reszty histy-
dyny i kwasu asparaginowego. Stwierdzono, ze w biatku
RelA, w obrebie przewidywanej katalitycznej czesci do-
meny HD, wystepujg substytucje, ktére prowadzg do jego
dezaktywacji. Najczestszg substytucjg wystepujacg w ob-
rebie domeny HD biatek RelA jest zamiana kodonu kwasu
asparaginowego na kodon proliny, aminokwasu wptywaja-
cego na fatdowanie biatek (Tab. 3, motyw Il). Brak aktywnej
domeny fosfohydrolitycznej w obrebie RelA ttumaczy, dla-
czego biatka te nie rozktadajg (p)ppGpp [41]. Dodatkowo
w strukturze biatek RelA i Rei znajduje sie domena ACT,
charakterystyczna dla enzyméw regulowanych stezeniem
aminokwasow, a jej funkcja polega na wigzaniu liganddw,
ktorymi w przypadku biatek RelA i Rei sg prawdopodobnie
nukleotydy GTP [42],

Bazujac na wiedzy dotyczacej enzymatycznych wiasci-
wosci biatek RelA, SpoT i Rei zaproponowano model ich
ewolucji w obrebie bakterii. Filogenetyczna analiza ortolo-
gow gendw kodujacych te biatka utatwita ich klasyfikacje w
cztery gtdwne grupy (Rys. 4). Pierwsze dwie to grupy RelA
() i SpoT (I) charakterystyczne dla bakterii Gram ujemnych
nalezagcych do Boraz y grupy proteobakterii. Stwierdzono
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przy tym separacje tych biatek w ewolucji wynikajacag praw-
dopodobnie z braku - u RelA, a obecnosci - u SpoT, aktyw-
nosci hydrolazy (p)ppGpp, co w efekcie bardziej zbliza biat-
ka SpoT do biatek Rei. Pozostate dwie obejmujg biatka Rei
bakterii Gram dodatnich grupy Actinobacteria (I1l) i grupy
Bacillus/Clostridium (V). Proponowany model przewiduje,
iz wspolny przodek proteobakterii grup B iy posiadat gen
rei o strukturze charakterystycznej dla grupy Actinobacteria
(). Nastepnie w wyniku duplikacji powstaty dwie kopie
tego genu, z ktérych jedna w ramach adaptacji do warun-
kéw braku wegla i fosforu ewoluowata do spoT. Adaptacja
drugiej kopii do warunkéw gtodu aminokwasowego pole-
gata na dezaktywacji domeny HD pociagajacej za sobg utra-
te aktywnosci hydrolitycznej i doprowadzita do powstania
genu reiA [43], Przedstawiony model ewolucji prokario-
tycznych biatek RelA i SpoT pozostaje zgodny z nowym
modelem liniowej ewolucji bakterii, wedtug ktérego grupa
y proteobakterii stanowi najmtodsze ogniwo ewolucyjne
tych mikroorganizmow [44], Co ciekawe, geny kodujace
syntetazy (p)ppGpp nie wystepuja w zadnym z kompletnie
zsekwencjonowanych genoméw archeobakterii [43]. Praw-
dopodobnie ttumaczy to fakt, iz celem dziatania (p)ppGpp
jest polimeraza RNA typu bakteryjnego, natomiast archeo-
bakterie posiadajg aparat transkrypcyjny zblizony do euka-
riotycznego [45].

organizm 1 aminokw. numer

RelA  Escherichia coli 744 P11585

‘E RelA  Salmonella typhi 744 Q8z447

RelA  Vibrio cholerae 738 Q9S3S3

grupa |

RelA  Haemophilus Influenzae 743 P44644
RelA  Legionella pneumophila 734 Q5WwWs82

[ RelA  Neisseria menigitilals 769 Q9JT36

RelA  Bordatella pertusis 737 Q7VTF3

SpoT  Escherichia coli 702 P 17580

SpoT  Salmonella typhi 703 Q8z210

SpoT  Vibrio cholerae 738 Q9S3s3

grean SpoT  Haemophilus influenzae 677 P43811
al SpoT  Legionella pneumophila 707 Q5WV32
SpoT Bordatella pertusis 759 Q7U362

e SPOT  Neisseria menigitilais 725 Q9JT97

—— Rei Streptomyces coellcolor 847 P52560

grupa il Rei Corynebacterium glutamlcum 760 Q87331

ﬁ Rei Mycobacterium leprae 787 Q49640

Rei Mycobacterium tuberculosis 790 P66014

P Rei Clostridium acetobutylicum 740 Q97GU1

Rei Streptococcus equisimilis 740 Q8DNX1

grupa IV —|_E Rei Bacillus stearothermophilus 732 Q9F8Q5

Rei Bacillus subtilis 734 Q54408

Rysunek 4. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace stopieri pokrewieristwa mie-
dzy przewidywanymi sekwencjami aminokwasowymi bakteryjnych biatek RelA,
SpoT i Rei; analize wykonano w programie ClustalW na podstawie danych bazy
Pfam 18.0.
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(p)PpGpp U Eukaryota

Nukleotydy ocharakterze regulatorowym, takiejak cAMP
czy cGMP, stanowig elementy tafcucha transdukcji sygnatu
zaréwno u Prokaryota jak i Eukaryota. Odkrycie (p)ppGpp u
bakterii sktonito licznych badaczy do poszukiwan tych nu-
kleotydéw u wyzszych organizmow. Nie powiodty sie pré-
by znalezienia ich u Neurospora crassa. Natomiast badania w
komaérkach ssakéw nie daty jednoznacznych wynikéw [46],
W 1977 roku Pao i in. [47] wykazali natomiast akumulacje
(p)ppGpp u drozdzy Saccharomyces cerevisiae poddanych
warunkom szoku cieplnego i zupetny ich brak w komdérkach
hodowanych w temperaturze pokojowej. Autorzy doswiad-
czenia przeprowadzili rowniez testy wykluczajgce ewentu-
alng kontaminacje komérek drozdzowych bakteriami, ktéra
mogtaby doprowadzi¢ do otrzymania wynikow fatszywie
pozytywnych. Co wiecej zasugerowali, Zze miejscem syntezy
tych nukleotydéw sg mitochondria, jednak nie dali zadne-
go bezposredniego dowodu na poparcie tej teorii. W cza-
sie ostatnich kilku lat nukleotydy (p)ppGpp, a takze geny
kodujace biatka biorgce udziat w ich metabolizmie ziden-
tyfikowano réwniez u glonu Chlamydomonas reinhardtii oraz
kilku roslin wyzszych, miedzy innymi Arabidopsis thaliana
i Nicotiana tabacum. Wyniki przeprowadzonych do tej pory
badan sugeruja, iz miejsce dziatania roslinnej odpowiedzi
Scistej stanowi chloroplast, a sam mechanizm przypomina
bakteryjny i rowniez zwigzany jest z odpowiedzig na wa-
runki stresowe [46-51],

PODSUMOWANIE

Cztery dekady od odkrycia mechanizmu odpowiedzi $ci-
stej u E. coli doprowadzity do identyfikacji genow koduja-
cych kluczowe enzymy tego procesu u wiekszosci badanych
pod tym katem przedstawicieli Swiata Prokaryota. Wykaza-
no, ze alarmony odpowiedzi S$cistej regulujg metabolizm
komérek bakteryjnych na réznych poziomach, wptywaja
na procesy replikacji, transkrypcji i rekombinacji DNA, a
takze na wiasciwosci wirulencyjne bakterii patogennych.
Biorgc pod uwage fakt, ze jak dotad u ssakéw nie udato sie
stwierdzi¢ obecnosci homologow biatek RelA/SpoT, bakte-
ryjne enzymy odpowiedzi $cistej mogg w przysztosci sta¢
sie potencjalnym celem oddziatywania nowych lekéw an-
tybakteryjnych.

Liczne proby stwierdzenia obecnosci (p)ppGpp u Eu-
karyota doprowadzity natomiast do ich identyfikacji u nie-
ktorych gatunkéw drozdzy, glonéw oraz roslin wyzszych.
Przeprowadzone badania wskazujg na wysoce konserwo-
wany charakter mechanizmu odpowiedzi Scistej w obrebie
tych organizmoéw, na co z pewnoscig znaczacy wptyw ma
przewidywana lokalizacja tej odpowiedzi odpowiednio w
mitochondriach i chloroplastach - organellach, ktére wg te-
orii endosymbiotycznej wtasnie od bakterii sie wywodzg.
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The stringent response - bacterial mechanism of an adaptive stress response
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ABSTRACT

The stringent response is a key regulatory reaction exhibited by bacteria in response to amino acid deprivation or carbon, nitrogen and phos-
phate limitation. In E. coli, the products of the relA and spoT genes regulate accumulation of the effector molecules of the stringent response
- guanosine tetra- and pentaphosphates (ppGpp and pppGpp respectively). These unusual hyperphosphorylated nucleotides bind directly
to the bacterial RNA polymerase and change transcriptional activity of some genes - transcription repression of genes associated with the
translational apparatus and the simultaneous upregulation of genes encoding metabolic enzymes, especially those involved in amino acid
biosynthesis, protein hydrolysis and coding for the sigma S factor. Sigma S factor binds to the core of the bacterial RNA polymerase and in-
duce stationary-phase-specific and stress-response-specific genes expression.
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STRESZCZENIE

szystkie organizmy zywe wytworzyty na drodze ewolucji mechanizmy adaptacyjnej
Wodpowiedzi na warunki stresowe. Jeden z kluczowych, odkryty u E coli, stanowi od-
powiedzZ $cista. W ciggu ostatnich pieciu lat zidentyfikowano nie tylko ro$linne homologi
bakteryjnych genéw odpowiedzi $écistej - RSH (ang. relA/spoT homologue$), ale réwniez w
obrebie chloroplastéw produkty ich aktywnosci, nietypowe nukleotydy o charakterze regu-
latorowym - tetra- i pentafosforany guanozyny ((p)ppGpp). Co wiecej, w chloroplastach ro-
$lin stwierdzono wzmozong ich akumulacje w wyniku dziatania biotycznych i abiotycznych
czynnikéw stresowych oraz hormondéw roslinnych. Ponadto wykazano, ze w warunkach iti
vitro zaréwno ppGpp, jak i pppGpp hamuja aktywno$¢ chloroplastowej polimerazy RNA.
Wydaje sig, ze odpowiedz $cista roslin stanowi konserwowany mechanizm odpowiedzi na
warunki stresowe odbywajacy sie poprzez regulacje ekspresji genomu chloroplastowego i co
za tym idzie regulacje plastydowego metabolizmu.

WPROWADZENIE

Rosliny zyjace w warunkach naturalnych sg stale narazone na dziatanie r6z-
nego typu czynnikow stresowych. Mozliwo$¢ egzystencji w okreslonym $rodo-
wisku, powodzenie rozwoju osobniczego i wydanie potomstwa, a takze wytwo-
rzenie plonu rolniczego zalezg od tego, w jakim stopniu dany organizm jest do-
stosowany do funkcjonowania w tym srodowisku, a wiec od tego, czy i w jakim
stopniu wykazuje odpornos$¢ na wystepujace w srodowisku stresory.

U bakterii, jednym z gtéwnych mechanizméw odpowiedzi na warunki stre-
sowe obok systemu SOS i reakcji chemotaksyjnej, jest odpowiedz $cista (ang.
stringent response), odkryta u £. coli przed ponad czterdziestoma laty. Polega ona
na adaptacyjnej reakcji organizmu na zmiany w dostepie pozywienia (np. gtéd
aminokwasowy) oraz inne $rodowiskowe i metaboliczne czynniki stresowe.
Wyznacznikiem odpowiedzi Scistej jest wzmozona synteza i akumulacja tetra-
i pentafosforan6w guanozyny (ppGpp i pppGpp), nietypowych nukleotydéw
0 charakterze regulatorowym, w ktérych metabolizm u E. coli zaangazowane
sa biatka RelA i SpoT. Nukleotydy (p)ppGpp oddziatujac bezposrednio z poli-
merazag RNA wptywaja na aktywno$¢ transkrypcyjng wielu gendéw, negatywnie
regulowana jest transkrypcja gendéw kodujacych rRNA, tRNA i biatka ryboso-
malne, czyli caly aparat translacyjny, natomiast indukowana jest transkrypcja
genow kodujacych enzymy szlaku biosyntezy aminokwasow i proteolizy biatek
[1], Pozytywnie regulowana jest rowniez transkrypcja gendw kodujacych czyn-
niki sigma S odpowiedzialne za przejscie komérek w stacjonarng faze wzrostu
lniezbedne do przetrwania warunkéw stresowych [2], Celem takiego przepro-
gramowania bakteryjnej aktywnosci transkrypcyjnej jest oszczedno$¢ energii
poprzez ograniczenie syntezy biatek i elementéw maszynerii biorgcej udziat w
ich syntezie. Natomiast jednoczesne przejscie komdrek w stacjonarng faze wzro-
stu sprawia, ze stajg sie mniej wrazliwe na podwyzszong temperature [3], H,Ov
czy wysoka osmolarno$é Srodowiska [4],

Do niedawna uwazano, ze odpowiedZ $cista ograniczona jest wytgcznie do
Swiata Prokaryota, jednak ostatnie badania dowiodty, ze wystepuje rowniez u ro-
§lin, gdzie centrum jej dziatania stanowi chloroplast. Zidentyfikowano zaréwno
homologi bakteryjnych enzymoéw zaangazowanych w mechanizm odpowiedzi
Scistej (biatka RSH - ang. RelA/SpoT Homologue$), jak i produkty ich aktywnosci
- (p)ppGpp. Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan sugeruja, ze podob-
nie jak u bakterii, roslinna odpowiedz $cista zaangazowana jest w odpowiedz na
warunki stresowe [5-10].
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Tabela 1. Charakterystyk.i domen funkcjonalnych wystepujacych w strukturze biatek zaangazowanych w mechanizm odpowiedzi $cistej.

j Domena Wystepowanie Funkcja Pis$miennictwo

wytacznie w biatkach zaangazowanych w mechanizm odpowie- .

RelA/SpoT RS S

¢ po dzi $cistej u Prokaryota jak i Eukaryota nieznana [

w enzymach o aktywnosci fosfohydrolaz metalozaleznych za- prawdopodobnie odpowiedzialna

HD angazowanych w metabolizm kwasoéw nukleinowych i taficuch  za hydrolityczne aktywnosci biatek [18]
transdukcji sygnatu SpoT, Rei i RSH

TGS w biatkach takich jak ThgrRS, GTPaz czy SpoT wiagze nukleotydy [19]

ACT w enzymach regulowanych stezeniem aminokwaséw wigze ligandy [20]

Motyw dtoni EF w biatkach tafncucha transdukcji sygnatu oraz strukturalnych wigze jony wapnia [21]

SUBKOMORKOWA LOKALIZACJA |
STRUKTURA DOMENOWA BIALEK RSH

U E coli i innych bakterii Gram ujemnych w metabolizm
(p)ppGpp zaangazowane sg dwa biatka wykazujgce duzy
stopied homologii - RelA i SpoT, przy czym RelA posiada
aktywnos$¢ syntetazy tych nukleotydéw, natomiast SpoT
jest przede wszystkim hydrolazg, wykazujagcg w pewnych
warunkach, takich jak niedobdr wegla i fosforu, réwniez
wiasciwosci syntetazy (p)ppGpp. Bakterie Gram dodatnie
charakteryzujg sie obecnoscig jednego biatka Rei wykazuja-
cego obie aktywnosci [1],

Geny kodujgce roslinne biatka RSH zidentyfikowano do
tej pory u Nicotiana tabacum [7], Arabidopsis thaliana [9], Ory-
za sativa [10], Suaeda japonica [11], Capsicum annuum, Pisum
sativum, Pharbitis trifida i Pharbitis nil, przy czym u trzech
pierwszych gatunkéw wykazano obecno$¢ w genomie wie-
cej niz jednego homologa. Podobiefistwo biatek RSH do ich
bakteryjnych homologéw - RelA i SpoT oscyluje pomiedzy
50 a 70% na odcinku najbardziej konserwowanych 450 ami-
nokwaséw [9],

W oparciu o przewidywang lokalizacje biatek RSH za-
proponowano ich klasyfikacje w dwie odrebne grupy: rshl i

rsh2. W sktad pierwszej grupy miatyby wchodzi¢ biatka ta-
kie jak AtRSHI rzodkiewnika czy NtRSHI tytoniu, koduja-
ce biatka, ktérych przewidywane sekwencje aminokwasowe
wskazujg na cytoplazmatyczng lokalizacje i zakotwiczenie w
btonie komorkowej. Natomiast w sktad grupy drugiej, biat-
ka takie jak AtRSH2, AtRSH3 czy NtRSH2, kodujace biatka
o przewidywanej lokalizacji chloroplastowej. Chloroplasto-
wa lokalizacja biatek RSH grupy drugiej oparta jest na ana-
lizie ich sekwencji aminokwasowych w programie TargetP.
Ponadto analiza filogenetyczna wykazata, ze roslinne biatka
RSH najwiekszg homologie wykazujg do biatek odpowie-
dzi $cistej cyjanobakterii, organizméw, od ktérych wg teorii
endosymbiotycznej, roslinne chloroplasty sie wywodza. W
celu potwierdzenia przewidywanej plastydowej lokalizacji
biatka NtRSH2 udowodniono, ze w wyniku frakcjonowa-
nia subkomoérkowego oczyszcza sie ono z chloroplastami.
Kolejny dow6d na plastydowg lokalizacje biatka NtRSH2 to
fakt, iz jest ono krétsze niz to wynika z jego przewidywanej
sekwencji aminokwasowej, co jest prawdopodobnie wyni-
kiem usuniecia 93 aminokwas6w z N- konca nastepujacego
podczas translokacji [7], W przypadku homologa CrRSH u
glonu Chlamydomonas reinhardtii, rowniez stwierdzono obec-
nos¢ przy N- koncu sekwencji skierowujgcej do chloropla-
stow, bogatej w reszty seryny, treoniny, a ubogiej w reszty
asparaginianu i glutaminianu. Co wiecej, zademonstrowa-

Tabela 2. Analiza struktury bakteryjnych iroslinnych biatek zaangazowanych w mechanizm odpowiedzi Scistej.

Struktura domenowa Lokalizacja

Przedstawiciel M. cz.
(liczba aminokwaséw)

Funkcja

[Pismiennictwo]

e protoplazma 3 okasowego 1] BOKDE )
R oo nd s M

Rel ".-TGS-.- protoplazma syntetaza i hydrolaza (p)ppGpp [22] ;4‘;’;')’::“(’:;;’7;«)'—1)52560
RSH1 TGS|— konl::;:‘rllf)wa syntetaza (p)ppGpp [9] “;gfg“ég:”(gg%?LQqum
e I oo i e 67 oy e
RSH3 —-—..— chloroplast nie badano 26'::‘[')':'(';81;;3g17470_084R11
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no in vitro translokacje biatka CrRSH do tych organelli [6].
Inne dowody na chloroplastowg lokalizacje mechanizmu, w
ktorym uczestniczy ta grupa biatek RSH stanowig: akumu-
lacja produktéw ich aktywnosci - nukleotydow (p)ppGpp
- w chloroplastach [8], potwierdzenie asocjacji aktywnosci
syntetazy (p)ppGpp z chloroplastowymi rybosomami 70S
u grochu [5] czy hamowanie aktywnosci chloroplastowej
polimerazy RNA przez (p)ppGpp u tej rosliny [8]. Ponadto
w chloroplastach szpinaku [12], Arabidopsis [13] i Chlamy-
domonas [14] zidentyfikowano odpowiedniki bakteryjnych,
rybosomalnych biatek L11, odpowiedzialnych za aktywacje
katalitycznych funkcji biatka RelA. Rowniez plastydowe
translacyjne czynniki elongacyjne, EF-G i EF-Tu, wykazujg
wysokag homologie do czynnikéw bakteryjnych [15,16], a u
E. coli, mutacja w genie kodujagcym pierwszy z nich, prowa-
dzi do zaburzen w syntezie (p)ppGpp [17]. Biatka zaanga-
zowane w mechanizm odpowiedzi $cistej charakteryzujg sie
obecnoscia kilku konserwowanych domen funkcjonalnych
(Tabela 1), przy czym jedna z nich - RelA/SpoT - jest cha-
rakterystyczna tylko i wytacznie dla tych biatek [18-22].

Analiza struktury domenowej biatek RSH poszcze-
gbélnych grup (Tabela 2) wykazata pewng prawidtowos$¢
- obecno$¢ w grupie pierwszej, obok domen RelA/SpoT i
HD domeny TGS - taka struktura charakterystyczna jest dla
bakteryjnych biatek SpoT. Natomiast domeny TGS nie zi-
dentyfikowano w strukturze biatek RSH grupy drugiej.

Bioragc pod uwage przewidywang subkomdrkowa loka-
lizacje biatek RSH, ich strukture domenowg oraz analize
filogenetyczng wyraznie mozna wyroznic jeszcze jedng ich
grupe charakteryzujacg sie brakiem zaré6wno domeny TGS,
jak i domeny HD, natomiast wykazujgcg obok domeny
RelA/SpoT obecno$¢ dwoch motywow dioni EF wigzacych
wapn. Analiza ich przewidywanych sekwencji aminokwa-
sowych wskazuje, ze podobnie jak biatka grupy RSH2, loka-
lizujg sie w chloroplascie. Motywy dtoni EF wigzace wapn
nie wystepuja w strukturze zadnego z zidentyfikowanych
do tej pory prokariotycznych biatek RelA, SpoT czy Rei. Na-
tomiast zadne z ro$linnych biatek RSH nie posiada domeny
ACT, wystepujagcej w strukturze biatek RelA oraz Rei [23].

Analiza filogenetyczna (Rys.l) wskazuje, ze do grupy
pierwszej wchodzi¢ miatoby rowniez biatko RelAl ryzu,
potwierdza to rowniez jego struktura domenowa (obecnos¢
domen RelA/SpoT, HD i TGS), aczkolwiek biatko to cha-
rakteryzuje sie przewidywang lokalizacjg chloroplastows.
Biatko RSH2 ryzu réwniez charakteryzuje sie strukturg cha-
rakterystyczng dla biatek grupy pierwszej, natomiast wyka-
zuje chloroplastowg lokalizacje i co wiecej, analiza filoge-
netyczna wskazuje na jego pokrewienstwo z biatkami RSH
grupy drugiej. Obydwa te biatka stanowig najstarsze pod
wzgledem filogenetycznym ogniwo swoich grup, co suge-
ruje ze moga stanowi¢ formy przejSciowe pomiedzy tymi
grupami.

WEASCIWOSCI KATALITYCZNE BIALEK RSH

Ze wzgledu na wysoka homologie z bakteryjnymi biat-
kami RelA, SpoT i Rei, wiekszo$¢ doswiadczen przeprowa-
dzonych w celu okreslenia funkcji biatek RSH opiera sie na
ich analizie funkcjonalnej w systemach bakteryjnych. W ba-
daniach na E. coli wykorzystuje sie fakt, ze mutanty relA-, a
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organizm, biatko numer I. aminokw. grupa
Arabidopsis_At3g17470 QR4R11 583
Nicotiana_RSH4 Q84LE6 552 RSH3
Oryza_RelA2 QY9AYT4 583
Arabidopsis_RSH1 QIMSP7 883
Nicotiana_RSH1 QB4LE7 876 RSH1
Oryza_RelA1 QYAYTS 892
Oryza_RSH2 Q6Z8E2 772
& Suaeda_RelA QB4KS9 708
Capsicum_RSH Q94B18 721
Nicotiana_RSH2 Q6VIR3 718 » RSH2
Pisum_RSH1 Q76JT3 729
Arabidopsis_RSH3 QIM5P5 715
Arabidopsis_RSH2 QIM5P6 710
Chlamydomonas_RSH Q8LSZ7 735 4

Rysunek 1. Drzewo filogenetyczne przedstawiajgce stopien pokrewieristwa mie-
dzy przewidywanymi sekwencjami aminokwasowymi biatek RSH roélin; analize
wykonano w programie ClustalW na podstawie danych bazy Pfam 18.0.

wiec nieprodukujace (p)ppGpp, nie rosng na pozywce SMG
[24], Jest to pozywka minimalna, wzbogacona o aminokwa-
sy - seryne, metionine i glicyne. Taka kombinacja amino-
kwas6w prowadzi do zaburzenia r6wnowagi metabolicznej,
czego rezultatem jest gtod izoleucynowy nastepujacy wsku-
tek hamowania ekspresji operonu biosyntezy tego amino-
kwasu. W takich warunkach szczepy dzikie witaczajg me-
chanizm odpowiedzi Scistej i indukujg ekspresje operonow
biosyntezy aminokwasdw, a szczepy rozluznione (relA-)
nie sag w stanie poradzi¢ sobie z tymi warunkami inie rosng
na pozywce SMG [25], Stwarza to mozliwo$¢ sprawdzenia
czy ekspresja wprowadzonego roslinnego genu rsh kom-
plementuje te bakteryjng mutacje i tym samym czy biatko
kodowane przez wprowadzony gen posiada witasciwosci
syntetazy (p)ppGpp tak jak jego bakteryjny homolog RelA.
Akumulacja duzych stezehd (p)ppGpp jest dla komarki tok-
syczna, tak wiec wykorzystanie podwdéjnych mutantow
relA-, spoT-, pozwala na sprawdzenie czy badane biatko
posiada réwniez wtasciwosci hydrolazy (p)ppGpp.

W przypadku wszystkich badanych pod tym katem ro-
$linnych RSH stwierdzono wzrost na pozywce SMG mutan-
téw relA- E. coli eksprymujacych roslinne geny RSH (CrRSH,
NtRSH2, AtRSHI, SjRSH), co wskazuje na ich witasciwosci
syntetazy (p)ppGpp [6,7,9,11], Dodatkowo witasciwosci
syntetazy (p)ppGpp biatka NtRSH2 tytoniu potwierdzono
in vitro. Stwierdzono bezposrednio, ze oczyszczone biatko
zdolne jest do syntezy ppGpp i pppGpp z ATP i odpowied-
nio GDP i GTP. Wydajno$¢ syntezy byta pozytywnie sko-
relowana ze stezeniem enzymu, przy czym synteza ppGpp
zachodzita wydajniej niz pppGpp. Wykazano wolny ale sta-
ty wzrost stezenia produktéw w okresie 23-godzinnym [7],
Natomiast wiasciwosci syntetazy (p)ppGpp biatka AtRSHI
potwierdzono dodatkowo poprzez ekspresje kodujacego je
genu w szczepie relA- Streptomyces coelicolor. U bakterii tej
akumulacja (p)ppGpp zwigzana jest z produkcja antybioty-
ku aktinohordiny. Mutanty relA- Streptomyces coelicolor nie
sg zdolne do syntezy (p)ppGpp, w konsekwencji nie pro-
dukujg aktinohordiny. Synteza antybiotyku zostaje jednak
przywrdcona mutantom dzieki ekspresji genu AtRSHI [9],
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Tabela 3. Poréwnanie sekwencji domen HD pomiedzy przedstawicielami poszczeg6lnych grup biatek odpowiedzi Scistej; na podstawie [18].

5 DVLRESVMKSVVNLIHGV 10
5 QDMEQLFTKSVAELVEGV 10
5 EDLRRDfIdVVTLLVDGVY

6 ekieeeflhtvrhivege
6 eriekee] ptvrrivege
6 erienee]ltvrrivege

DYIFRTL
DYIFRTL
DY IFGMF
DYILNIF
DYILRTF sgvadlvegv
DYILRNF agvadlvegv
EEFMPPSVVSVLEHVNTI
ksieeqfJddvaslvsgv

agvadlvegv
agvadlvegv
agvadlvggv
sgvadlvngv

5 YEVRDHiBtGTAHLLHEI
5 YDVRDRISTSTAHLLHES

10
10
10

v

AT-HTDSVSSEQVDNVRRMLLA
K=—————- KEAQAENFRKMIMA
_________ EAAQAETVRKMVVA

CKTESETIQDVKADDLRQMFLA
CKDESH-VQDVKADDLRQMFLS
CKNEGNSKQDVKAEDLRQMFLA

RD-FNTASKTVEADRLHTMFLA
RD-FNTASKTVEADRLHTMFLA

RD
RE
RE
RE

~NNTASKSVEADRLHTMFLA
~NNTASKTIEADRLHTMFLA
~NNTACKTVEADRLHTMFLA

~NNTACKTVEADRLHPMFLA
————— TGSFSDETFQRLLVG

RR—HRQKNTGGSTLTSF.EYFSY

DV
EV

LDDETAASLRKFYLT
LDDDSATALRKFCLT

6 CVVIKLAERIAHL
6 VILIKLA|JRTHNM
6 VLVIKLalr 1 HNM

6 viivklalklhnm
6 VIIVKLA Fihnm
6 VIIVKLA] kihnm

5 AVLVKLA
5 AVLIKLA
5 AVLIKLA
5 AVLIKLA
5 AVLIKLA
5 AVLIKLA RLHNM
5 AVIVKLS RLAEL
6 AEAVAQE rLAVWC

RLHNM
RLHNM
RLHNM
RLHNM
RLHNM

5 AVIMDLVSKLDEM
5 ALVLDLAIKLDMM

584
558
246

271
272
291

345
345
353
330
338
337
320
257

212
187

Grupa Organizm, biatko | 1
RelA Escherichia_RelA 38 TWAYCLQQ-TQGHPDASL 17 DTL: ApgmimWPLADA
SpoT Escherichia_SpoT 30 ARDATEGQ-TRSslePYl 17 ETL1 I I 1ED
Rei Streptomyces_Rel 133 AERw|rGQ-KRKs|dPYl 17 ATL1 VED
Arabidopsis_RSHI 156 afea|hgq-krrs|epfi 17 Esi agllH ed
RSH1 Nicotiana_RSHI 150 afe4 dgq-krrslepfi 17 esiaB 11ha :ved
Oryza_RelAl 168 ayealhgq-krrs|epfi 17 ESI A G 1)1 "VED
Capsicum_RSH 225 AEKA RGQ-VRATIDPYL 17 TWAgLIM :DD
Nicotiana_RSH2 225 AEKA rgg-vras|dpyl 17 tvva”Bix"Btidd
Pisum_PsRSHI 233 AEKA rgg-mras|dpyl 17 tw/ABLLHD 1DD
Suaeda_RelA 210 AEKA rgg-vras|hpyl 17 tw a~B#en~Bt idd
RSH2 Arabidopsis_RSH3 221 AEKA rgqg-mrat]dpyl 17 Tw ve iLHD "LDD
Arabidopsis_RSH2 217 AEKA RGQ-MRASRDPYL 17 Tw v8 1LHD VDD
Chlamydomonas_CrRSH 203 AARA gng-qrkn]esll 17 etva”"BABecvdm
Orvza_RSH2 131 ASTA igg-frkt]dpyv 22 ntvvB xi®c vidd
Arabidopsis_At3gl7470 95 SIPILQSLPLASA|rSPL 17 EVISASILSEVVDA
RSH3 Nicotiana_RSH4 71 CIPILQSLPLAPd|rAPL 17 EVISTGLLREVLEA
Oryza_RelA2 106 ALPALR DGDFGRAL 17 EV :.*#ILREALDA

5 RDVKSEI| :STAHLLHES 10 DV LDDESASALRKFCLS 5 AVILELALKLDMM 218

Przedstawiono pie¢ motywéw domeny HD, numer na poczatku i koricu sekwencji wskazuje pozycje pierwszego i ostatniego aminokwasu domeny; numery pomiedzy
motywami wskazujg liczbe aminokwaséw znajdujacych sie pomiedzy nimi, a nieuwzglednionych na rysunku; kolorem czerwonym zaznaczono wysoce konserwowane

reszt)' histydyny i kwasu asparaginowego; kolorem z6ttym zaznaczono konserwowane hydrofobowe reszty aminokwasowe, a kolorem niebieskim -

reszt)’aminokwaséw o krétkich tancuchach weglowodorowych.

Biatka RSH grupy pierwszej i drugiej charakteryzuja sie
obecnosciag domeny HD, ktéra u bakterii odpowiedzialna
jest za witasciwosci hydrolazy (p)ppGpp biatek SpoT i Rei
[18]. Ekspresja genu CrRSH Chlamydomonas reinhardtii kom-
plementuje podwdjng mutacje relA-, spoT-, co wskazuje na
wiasciwosci hydrolazy (p)ppGpp [6], Jak dotad aktywnosci
tej nie wykazano w przypadku biatek NtRSH2 i AtRSHI
[7,9]. Jednak analiza sekwencji ich domen HD sugeruje, ze
sq one w petni funkcjonalne (Tabela 3). O funkcjonalnosci
tej decydujg konserwowane reszty histydyny (H) i kwasu
asparaginowego (D) w obrebie pierwszego, drugiego i pig-
tego motywu domeny. Poréwnanie sekwencji domen HD
biatek odpowiedzi $cistej wykazato, ze biatka RelA oraz
grupy RSH3 wykazujg obecno$¢ substytucji konserwowa-
nych reszt histydyny i kwasu asparaginowego na reszty in-
nych aminokwasow, co w konsekwencji prowadzi do utraty
aktywnosci hydrolitycznej tych biatek. Wszystkie pozostate
znane biatka RSH posiadajg charakterystyczne dla SpoT i
Rei motywy histydyny i kwasu asparaginowego domeny
HD i teoretycznie powinny wykazywa¢ aktywno$é hydro-
lazy (p)ppGpp.

BIALKA RSH A ROSLINNA ODPOWIEDZ NA STRES

U bakterii odpowiedz Scista, w ktorg zaangazowane sg
biatka RelA, SpoT i Rei stanowi jeden z gtéwnych mecha-
nizmoéw odpowiedzi na warunki stresowe. Akumulacja
(p)ppGpp prowadzi do przeprogramowania bakteryjnej ak-
tywnosci transkrypcyjnej i nastawienie komdérkowego me-
tabolizmu na ochrone organizmu przed negatywnymi skut-
kami stresu [1], Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja,
ze podobnie jak u bakterii, ro$linne biatka RSH zwigzane sg
z odpowiedzig tych organizmoéw na stres. Dowoddéw na po-
twierdzenie tej teorii dostarczyty doswiadczenia: charakte-
rystyka funkcjonalna biatka SjJRSH w uktadzie bakteryjnym
idrozdzowym, analiza poziomu transkryptu genu NtRSH2
w lisciach roslin tytoniu poddanych dziataniu kwasu jasmo-
nowego i ataku patogenu oraz analiza poziomu (p)ppGpp
w chloroplastach roslin poddanych ekspozycji na dziatanie
biotycznych i abiotycznych czynnikéw stresowych oraz ro-
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konserwowane

slinnych hormonow stresowych [7,8,11]. Ponadto sposéb
identyfikacji kilku roslinnych genéw RSH wskazuje na ich
udziat w odpowiedzi na warunki stresowe [9-11].

Zaliczane do grupy pierwszej, biatko AtRSHI rzod-
kiewnika, zidentyfikowano w dwuhybrydowym systemie
drozdzowym przy uzyciu jako ,przynety" biatka RPP5, od-
powiedzialnego za odporno$¢ na patogeny. Stwierdzono,
ze do oddziatywania z domeng NB-ARC biatka RPP5 wy-
starczy C-koncowy fragment biatka AtRSHIwielkosci oko-
to 160 aminokwasoéw (634-793). Nie obserwowano jednak
zadnych zmian w poziomie transkryptu AtRSHI w réznych
odstepach czasu po infekcji roslin patogenem Pseudomonas
syringae, w wyniku dziatania kleszczy, traktowania 0,5 mM
kwasem salicylowym czy 1 mM kwasem jasmonowym [9],
Podobnie jak u rzodkiewnika, ekspozycja roslin tytoniu na
dziatanie kwasu salicylowego nie miata wptywu na poziom
transkryptu NtRSH2. Stwierdzono natomiast jego 3- do 4-
krotny wzrost w stosunku do kontroli juz po 8 godzinach
od traktowania roslin kwasem jasmonowym i utrzymanie
sie tego efektu przez 48 godzin. Jednocze$nie zaobserwo-
wano porownywalny wzrost poziomu biatka NtRSH2. Co
ciekawe, indukcje transkrypcji genu NtRSH2 zaobserwo-
wano rowniez pod wptywem dziatania etanolu, ktory jest
rozpuszczalnikiem kwasu jasmonowego i miat stanowic
kontrole dla wariantéw traktowanych tym kwasem. Eks-
pozycja roslin tytoniu na dziatanie etanolu w koricowym
stezeniu 0,5% doprowadzita po 24 godzinach do 2-krotnego
wzrostu poziomu NtRSH2 mRNA w stosunku do kontroli,
co prawdopodobnie wynika z faktu, ze dziatanie etanolu
imituje warunki zwigzane ze stresem takim jak dehydrata-
cja, szok osmotyczny czy hipoksja (niedobdr tlenu). Induk-
cja transkrypcji NtRSH2 w wyniku traktowania kwasem
jasmonowym, jednym z ro$linnych hormondw stresu, suge-
ruje udziat NtRSH2 w reakcji na zranienie, infekcje patoge-
nem czy promieniowanie UV. | rzeczywiscie stwierdzono,
ze infekcja roslin tytoniu bakteryjnym patogenem E. carto-
vora cartovora prowadzi do 10-krotnego wzrostu poziomu
biatka NtRSH2 [7], Na udziat biatek RSH w odpowiedzi na
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warunki stresowe, ktérej mediatorem jest kwas jasmono-
wy wskazuje réwniez fakt, iz w ryzu, jeden z genéw RSH
zidentyfikowano w wyniku funkcjonalnego przeszukiwa-
nia biblioteki cDNA przygotowanej z ros$lin traktowanych
wiasnie tym fitohormonem [10].

U halofita Suaeda japonica, gen SjRSH zidentyfikowano
na drodze funkcjonalnego przeszukiwania biblioteki cDNA
utworzonej z ro$lin, ktore rosty w warunkach wysokiego
zasolenia (250 mM NacCl). Analiza funkcjonalna biatka SjR-
SH w uktadzie bakteryjnym i drozdzowym wykazata jego
udziat w odpowiedzi na stres solny i osmotyczny. W wa-
runkach kontrolnych bakterie E. coli niosgce w wektorze
ekspresyjnym cDNA genu SjRSH wykazaty wzrost toleran-
cji na stres solny (400 mM NacCl) i osmotyczny (IM sorbitol)
w porédwaniu z bakteriami kontrolnymi niosagcymi pusty
wektor. Uzyskane wyniki potwierdzono poprzez ekspresje
cDNA genu SjRSH w drozdzach S. cerevisiae, wykorzysta-
nych z racji ich uzytecznosci jako organizm modelowy do
analizy funkcji genéw eukariotycznych. Co wiecej, analiza
northern wykazata, iz drozdzowe transformanty ekspry-
mujace cDNA genu SjRSH charakteryzujg sie podwyzszo-
nym poziomem transkryptéw gendw kodujacych biatka za-
angazowane w odpowiedZ tych organizmdéw na stres, takie
jak: dehydrogenaza 3-fosfoglicerolu (GPD1), podjednostka
wakuolarnej H+ATPazy (VMAG), kinaza MAP stresu osmo-
tycznego (HOG1), biatko szoku cieplnego 104 (SED5), ho-
molog ssaczego biatka 14-3-3 (BMHL1) oraz czynnik inicjacji
translacji elf-5A (HYP2) [11].

Wiecej dowodow na udziat biatek RSH w odpowiedzi
roslin na warunki stresowe dostarczyty analizy poziomu
(P)ppGpp - produktéow aktywnosci biatek RSH. Stwierdzo-
no wzrost poziomu tych nukleotydédw w chloroplastach
ro$lin poddanych dziataniu biotycznych i abiotycznych
czynnikow stresowych, takich jak zranienia, szok cieplny,
wysokie zasolenie, metale ciezkie, susza, promieniowanie
UV, raptowne przejscie ze $wiatta do ciemnosci czy trak-
towanie roslin stresowymi hormonami ro$linnymi - kwa-
sem jasmonowym (JA), abscysynowym (ABA) czy etylenem
[8], W przypadku zranienia czy traktowania roslin kwasem
jasmonowym, stwierdzono w chloroplastach staty wzrost
poziomu (p)ppGpp, az do osiggniecia maksimum po 60 mi-
nutach, po ktorych nastepuje spadek poziomu tych nukleo-
tyddw, co wskazuje na obecno$¢ u roslin rowniez systemu
degradujgcego (p)ppGpp. Do tej pory jedynie w przypadku
biatka CrRSH glonu Ch. reinhardtii doswiadczalnie potwier-
dzono aktywno$¢ hydrolazy (p)ppGpp. U bakterii akumu-
lacja alarmond6w odpowiedzi Scistej jest znacznie szybsza,
wiaczana natychmiast w odpowiedzi na warunki gtodu i
osiggajgca maksimum w ciggu 5-10 minut. Réznica ta wy-
nika prawdopodobnie z wiekszej ztozono$ci mechanizmow
obronnych u roslin w poréwnaniu z bakteryjnymi. Na uwa-
ge zastuguje chociazby fakt, ze wzrost poziomu (p)ppGpp
w odpowiedzi na dziatanie kwasu jasmonowego zostaje
catkowicie zahamowany w wyniku wcze$niejszego trakto-
wania roslin cykloheksimidem, antybiotykiem specyficznie
hamujagcym synteze biatek w komorkach eukariotycznych.
Wskazuje to na udziat w tej odpowiedzi dodatkowo jedne-
go lub kilku biatek mediatorowych, nowo syntetyzowanych

CHLOROPLAST

TRANSLOKACJA

hamowanie aktywnosci
= - —®  chloroplastowej
polimerazy RNA

Rysunek 2. Proponowany model ro$linnej odpowiedzi na stres, w ktérg zaangazowane sg biatka RSH, zmodyfikowane wg [8].
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w cytosolu. Co ciekawe, inny roslinny hormon, kwas indo-
lilo-3-octowy (IAA) z grupy auksyn, nie tylko nie powodu-
je wzrostu poziomu (p)ppGpp, ale wrecz znaczgco hamuje
wzrost poziomu tych nukleotydéw wynikajacy z dziatania
JA, ABA czy etylenu. Efekt ten ttumaczy sie faktem, iz au-
ksyny w przeciwieAstwie do innych roslinnych hormonéw,
zaangazowane sg raczej w procesy podziatéw komorko-
wych, elongacji czy réznicowania komérek niz odpowiedzi
na stres [8],

MECHANIZM ODPOWIEDZI SCISLEJ ROSLIN

Ekspozycja roslin na dziatanie ro6znych czynnikdw stre-
sowych prowadzi do zmiany réwnowagi hormonalnej w
ich tkankach. Nastepuje zmniejszenie stezenia tych hormo-
néw, ktére uwaza sie za stymulatory wzrostu (giberelin, cy-
tokinin, czasem kwasu indolilooctowego), natomiast zwiek-
sza sie stezenie hormondw hamujgcych wzrost elongacyjny
komoarek, przyspieszajgcych dojrzewanie i starzenie sie tka-
nek lub indukujacych spoczynek. Do tej grupy, okreslanej
mianem hormondéw stresowych, naleza kwas abscysynowy,
etylen i kwas jasmonowy [26], Wyniki badan wptywu tych
hormonéw, jak i czynnikéw indukujacych ich akumulacje
na ekspresje genow RSH i akumulacje (p)ppGpp, pozwalaja
przypuszczaé, ze te nietypowe nukleotydy stanowig jedno z
ogniw tancucha transdukcji aktywowanego w odpowiedzi
na warunki stresowe, a roslinny mechanizm kontroli $cistej
zwigzany jest z odpowiedzig roslin na warunki stresowe.
Mimo, ze biatka RSH kodowane sg jadrowo, centrum ich
dziatania pozostaje chloroplast (Rys. 2) [5,7,8]. Wykazano,
ze translokacja biatek RSH do tego organellum zalezy od
Swiatta. Analiza wptywu $wiatta na akumulacje (p)ppGpp
w grochu, wykazata znaczny jej wzrost krotko po przenie-
sieniu roslin do ciemnosci po 12-godzinnym okresie na-
Swietlania. Natomiast 12-godzinny okres ciemnosci dopro-
wadzit do 5-krotnej redukcji poziomu alarmonéw odpowie-
dzi Scistej. Co wiecej, obecnosci ani ppGpp, ani pppGpp, nie
stwierdzono w etiolowanych siewkach grochu [8]. Réwniez
efekt zranienia, czyli 5-krotny wzrost poziomu (p)ppGpp w
chloroplastach grochu, zostaje zniesiony, gdy nastgpi ono w
ciemnosci. Wyniki te potwierdzajg fakt, ze Swiatto jest nie-
zbedne dla translokacji biatek RSH z cytoplazmy do chloro-
plastow, co wykazano u Chlamydomonas [8,27].

W obrebie samego chloroplastu, mechanizm roslinnej
odpowiedzi Scistej bardzo przypomina pierwotny bakte-
ryjny. Ostatnie badania w grochu dowiodty, Zze podobnie
jak to jest u bakterii, chloroplastowa aktywno$é¢ syntetazy
(p)ppGpp jest zasocjowana z rybosomami [5]. U bakterii
wptyw (p)ppGpp na komdrkowg aktywnos$é transkrypcyj-
ng wynika z bezposredniego oddziatywania tych nukleo-
tydéw z polimerazg RNA [1], Réwniez u roslin wykazano
in vitro wigzanie zaréwno ppGpp, jak i pppGpp z chloro-
plastowg polimerazag RNA i w konsekwencji hamowanie jej
aktywnosci [8], Nalezy pamietaé, ze genom chloroplastowy
zawiera nie tylko geny kodujgce podjednostki polimerazy
RNA, biatka rybosomalne, rRNA itRNA, ale rowniez biatka
zaangazowane w fotosynteze. Wydaje sie wiec, ze jedng z
mozliwych funkcji biatek RSH mogtaby by¢ regulacja pla-
stydowego metabolizmu w celu przygotowania chloropla-
stow do odpowiedzi na warunki stresowe [7],
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PODSUMOWANIE

Prawie cztery dekady od odkrycia mechanizmu odpowie-
dzi Scistej u bakterii wykazano, iz jest ona charakterystycz-
na réwniez dla $wiata roslin. Zidentyfikowano zaréwno ho-
mologi bakteryjnych biatek RelA i SpoT - biatka RSH, jak i
produkty ich aktywnosci - tetra- i pentafosforany guanozy-
ny. Ze wzgledu na lokalizacje i strukture biatek RSH propo-
nujemy ich podziat na trzy, a nie jak do tej pory dwie grupy.
Zaréwno w grupie RSH1, jak i RSH2 znajdujg sie biatka wy-
kazujace aktywnos$¢ syntetazy (p)ppGpp i ponadto charak-
teryzujace sie obecnoscig domeny HD odpowiedzialnej za
wiasciwosci hydrolazy (p)ppGpp bakteryjnych biatek SpoT
i Rei. Jednak tylko dla jednego biatka roslinnego, CrRSH,
nalezacego do grupy RSH2, wykazano te aktywnos$¢. Nasza
wiedza na temat biatek grupy RSH3 ogranicza sie jedynie
do ich struktury domenowej i przewidywanej lokalizacji
subkomorkowej. Poréwnanie sekwencji domeny HD biatek
odpowiedzi Scistej wykazato, ze biatka grupy RSH3, podob-
nie jak bakteryjne biatka RelA, nie posiadajg funkcjonalnej
domeny HD. Analiza ich przewidywanych sekwencji ami-
nokwasowych wykazata natomiast obecno$¢ dwoch moty-
wow dioni EF wigzacych wapn, niewystepujacych u zadne-
go z bakteryjnych homologéw. Prawdopodobnie biatka tej
grupy przystosowaty sie na drodze ewolucji do petnienia
dodatkowej funkcji, jaka stanowi percepcja jonéw wapnio-
wych, ktérych homeostaza ulega znacznym zmianom w
warunkach stresu.

Liczne dowody wskazujg, ze podobnie jak u bakterii, ro-
§linna odpowiedz S$cista stanowi mechanizm odpowiedzi
na warunki stresowe, przy czym jej centrum stanowi chlo-
roplast. Wykazano, ze biatka RSH transportowane sg do
chloroplastéw, gdzie pod wptywem dziatania stresu kata-
lizujg synteze (p)ppGpp. Wykazano wzrost poziomu tych
nukleotydéw w wyniku ekspozycji roslin na réznorodne,
biotyczne i abiotyczne, czynniki stresowe. Wydaje sie wiec,
ze akumulacja (p)ppGpp, a co za tym idzie mechanizm ro-
Slinnej odpowiedzi $cistej stanowi wspdlne podtoze roz-
nych reakcji na warunki stresowe. W samym chloroplascie
mechanizm dziatania (p)ppGpp przypomina bakteryjny. Po
pierwsze potwierdzono, ze podobnie jak u bakterii, aktyw-
nos¢ syntetazy (p)ppGpp zasocjowana jest z rybosomami.
Po drugie wykazano, iz wigzanie in vitro tych nukleotydéw
do chloroplastowej polimerazy RNA hamuje jej aktywnos¢.
Wydaje sie wiec, ze produkty aktywnosci biatek RSH petnig
konserwowang oraz uniwersalng role w adaptacji roslin do
warunkéw stresowych poprzez regulacje ekspresji genow
chloroplastowych, a co za tym idzie - plastydowego meta-
bolizmu.

Ze wzgledu na konserwowany charakter oraz uniwersal-
nosc¢ roslinnej odpowiedzi Scistej wydaje sie, ze stanowi ona
jeden z kluczowych mechanizmdéw odpowiedzi roslin na
stres. Wiele pytan pozostaje jednak nadal bez odpowiedzi.
Czy wzrost poziomu nukleotydéw (p)ppGpp jest wynikiem
aktywnosci wszystkich biatek rodziny RSH stanowigcych
np. elementy jednego uniwersalnego tancucha transdukcji
sygnatu, czy indukcji poszczegélnych biatek, ktorych akty-
wacja zalezy np. od rodzaju, natezenia czy ukierunkowania
dziatajacego stresu? Jakie sg wzajemne relacje pomiedzy
poszczeg6lnymi przedstawicielami rodziny RSH, biatkami
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grupy pierwszej - cytoplazmatycznymi zakotwiczonymi w
btonie komorkowej, biatkami grupy drugiej - chloroplasto-
wymi i biatkami grupy trzeciej - chloroplastowymi, wig-
zacymi jony wapnia? Ktdra grupa odpowiedzialna jest za
degradacje (p)ppGpp i dlaczego do tej pory nie udato sie
potwierdzi¢ tej aktywnosci dla biatek NtRSH2 i AtRSHI,
posiadajacych funkcjonalng domene HD? Czy podobnego
mechanizmu mozemy spodziewaé¢ sie w mitochondriach,
ktore przeciez rowniez wywodzg sie od bakterii? Prawdo-
podobnie najblizsze lata dostarczg odpowiedzi na te i wiele
jeszcze innych pytan, ktére wzbogacg naszg wiedze na te-
mat odpowiedzi roslin na warunki stresowe i roli, jakg od-
grywaja w tym procesie biatka RSH.
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Plant mechanism of an adaptive stress response
homologous to bacterial stringent response
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ABSTRACT

All living organisms possess adaptive responses to environmental stresses that are essential to ensuring cell survival. One of them is the strin-
gent response, initially discovered forty years ago in the gram-negative model organism E. coli. Recently plant homologues to the bacterial
relA/spoT genes were identified (RSH genes - RelA/SpoT Homologues). Also the products of rsh proteins activity - (p)ppGpp were identified in
the chloroplasts of plant cells. Levels of ppGpp increased markedly when plants were subjected to some biotic and abiotic stresses. Eleva-
tion of ppGpp levels was elicited also by treatment with plant hormones. What is more - in vitro, chloroplast RNA polymerase activity was
inhibited in the presence of ppGpp. Itis supposed that plant stringent response is a conserve stress-response pathway possibly operating via
regulation of chloroplast gene expression and, thus, the regulation of plastid metabolism.
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Molekularne mechanizmy odpowiedzi roslin na niedotlenienie

STRESZCZENIE

iedobor tlenu - hipoksja jest zjawiskiem czesto spotykanym w $rodowisku naturalnym.

Ros$liny dostosowujg sie¢ do warunkdéw tego stresu uruchamiajac szereg mechanizmoéw
adaptacyjnych morfologicznych lub funkcjonalnych. Wiele zmian dostosowujacych rosliny
do niedoboru tlenu jest poprzedzonych aktywacja lub represjg specyficznych genéw. Zasto-
sowanie metody mikromacierzy DNA wykazato zr6znicowang ekspresje genéw kodujacych
nie tylko biatka indukowane przez anaerobioze, ale rowniez czynniki transkrypcyjne, sktad-
niki szlaku przekazywania sygnatu oraz liczne biatka zaangazowane w réznorodne szlaki
metaboliczne, takze wczesniej nie identyfikowane jako zwigzane z odpowiedzig na niskie
stezenia tlenu. Zastosowanie i analiza mutantéw charakteryzujacych sie zr6znicowang re-
akcja na niedobor tlenu okazaty sie pomocne w badaniach szlakéw przekazywania sygnatu
regulujacych odpowiedz na hipoksje. Z dotychczasowych badan wynika, ze w proces ten
zaangazowane sg biatka Rop oraz H®, i Ca2; petniace role wtérnych przekaznikéw infor-
macji. Hemoglobiny indukowane w warunkach niedoboru tlenu moga by¢ odpowiedzialne
za utrzymywanie statusu energetycznego komorek oraz detoksyfikacje NO, ktdrego poziom
wzrasta podczas niedotlenienia.

WPROWADZENIE

Wystepujace okresowo w Srodowisku naturalnym powodzie mogg powo-
dowac niedotlenienie tkanek roslinnych, gtdwnie kietkujgcych nasion i korzeni
[1]. Warunki niskiego stezenia tlenu sg konsekwencjg ograniczonej dyfuzji 02
w zalanych wodg przestworach miedzy czasteczkami gleby; dyfuzja tlenu w
wodzie jest 10 000 razy wolniejsza niz w powietrzu [2]. W ciggu kilku godzin
lub dni, w zaleznosci od temperatury, rodzaju gleby, intensywnos$ci oddychania
mikroorganizméw glebowych oraz zalanych roslin, moze dojs¢ do catkowitego
wyczerpania tlenu w glebie [3,4]. Terminem hipoksja okreslamy takie warunki
niedoboru tlenu, gdy cisnienie parcjalne O, wynosi 2-4 kPa. W warunkach hi-
poksji metabolizm tkanek charakteryzuje jednoczesna obecno$¢ ograniczonego
oddychania i fermentacji. Anoksja (brak tlenu) powoduje catkowite zahamowa-
nie oddychania mitochondrialnego, ajedynym zrédtem ATP w tkankach sa pro-
cesy fermentacyjne. W warunkach ograniczonej dostepnosci tlenu w tkankach
roslinnych uruchamiane sg strategie polegajace na unikaniu stresu lub aklimaty-
zacji do warunkow niskiego stezenia tlenu. Unikanie stresu polega na rozwoju
miekiszu powietrznego - aerenchymy [2,3,5,6], umozliwiajacego transport tlenu
z czesci nadziemnej do korzeni oraz wyksztatceniu korzeni bocznych rosnacych
pod powierzchnig gleby i majacych utatwiony dostep do tlenu atmosferycznego
[2], Aklimatyzacja funkcjonalna moze polega¢ na dostosowaniu metabolizmu
do czasowego ograniczenia dostepu tlenu. W warunkach stresu moze nastgpic
aktywacja glikolizy (efekt Pasteura) i indukcja toréw fermentacyjnych, co czes-
ciowo rekompensuje niedobdr energii [1,7-10], badZ tez zahamowanie szlaku
glikolitycznego w celu ograniczenia metabolizmu do niezbednego do przetrwa-
nia minimum [11,12].

Wiele prac przegladowych poswiecono zmianom morfologicznym, anato-
micznym oraz metabolicznym pojawiajgcym sie w roslinach w warunkach nie-
doboru tlenu [1-3,7-15]. Znacznie mniej wiadomo na temat molekularnych pod-
staw odpowiedzi roslin na niskie stezenie tlenu. Warunkiem szybkiej i whasciwej
reakcji rosliny na zmiany w Srodowisku jest sprawna percepcja i przekazanie
sygnatu. Mechanizmy odbioru i szlaki przekazywania sygnatu zwigzanego ze
spadkiem stezenia tlenu w otoczeniu i/lub tkankach sg obecnie przedmiotem
licznych badan. W artykule tym podjeto prébe przedstawienia najnowszych wy-
nikow badan nad molekularnymi czynnikami regulujgcymi odpowiedz ro$lin
na niedotlenienie.

Postepy Biochemii 52 (1) 2006

Matgorzata Garnczarska

Zaktad Fizjologii Roslin, Instytut Biologii Eks-
perymentalnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet
im. A. Mickiewicza, Poznan

Zaktad Fizjologii Rodlin, Instytut Biologii
Eksperymentalnej, Wydziat Biologii, Uniwer-
sytet im. A. Mickiewicza, al. Niepodlegtos$ci 14,
61-713 Poznan; e-mail: gamczar@amu.edu.pl,
tel. (061) 829 45 20

Artykut otrzymano 11 maja 2005 r.
Artykut zaakceptowano 10 czerwca 2005 r.

Stowa kluczowe: ekspresja genow, hipoksja,
mikromacierze, niedobér tlenu, przekazywa-
nie sygnatu

Wykaz skrotow: ADH - dehydrogenaza al-
koholowa; ANP (ang. anaerobic polypeptides)
- polipeptydy indukowane przez anaerobio-
ze; ARE (ang. anaerobiosis responsive element)
- element odpowiedzi na anaerobioze; AtERF4
(ang. ethylene responsive element binding factor
4) - czynnik 4 wigzacy sie do elementéw od-
powiedzi na etylen; DPI (ang. diphenylene io-
donium chloride)- inhibitor flawoprotein; GLB1
(ang. class | hemoglobin) - gen kodujacy hemo-
globine klasy 1; NO (ang. nitric oxide) - tlenek
azotu; PRONE (ang. plant-specific Rop nucleoti-
de exchanger) - domena biatek RopGEF; Rop
(ang. plant-specific monomeric G-protein) - mo-
nomeryczne biatko G specyficzne dla roélin;
RopGAPs (ang. Rop GTP-ase activating proteins)
- biatka aktywujace Rop GTPaze

Podziekowanie: Praca finansowana przez KBN
w ramach grantu Nr 2P06R 085 26

101


mailto:gamczar@amu.edu.pl

WYKORZYSTANIE TECHNIKI MIKROMACIERZY DNA
DO BADAN NAD REGULACJA EKSPRESJI GENOW
ROSLIN W ODPOWIEDZI NA NIEDOBOR TLENU

W literaturze Swiatowej znaleziono pojedyncze donie-
sienie zawierajagce wyniki wielkoskalowego (3 500 genow)
monitorowania zmian profilu ekspresji genéw w odpowie-
dzi roslin na niedotlenienie [16]. Analizowano zmiany w
poziomie akumulacji transkryptow gendéw A. thaliana po
trwajacej 0,5, 2, 4 i 20 godz. ekspozycji kultury korzeniowej
na obnizone stezenie tlenu (warianty czasowe wytypowano
na podstawie kinetyki ekspresji ADH1 z A. thaliana). Stwier-
dzono, ze odpowiedz na niskie stezenie tlenu obejmuje dwa
stadia czasowe. Pierwsze stadium dotyczy zmian zacho-
dzacych w ciggu 0,5 godz., drugie stadium obejmuje po-
zostate trzy warianty czasowe silnie skorelowane ze soba.
Wsrod 210 gendw podlegajacych zroznicowanej ekspresji
podczas niedoboru tlenu wyrdzniono 6 profili ekspresji.
Profil 1 obejmowat geny, ktérych ekspresja ulegata silnemu
wzmocnieniu w czasie 0,5 godz. i ostabieniu w pozostatych
przedziatach czasowych. Do 2, 3 i 4 profilu zaliczono geny,
dla ktérych obserwowano wzrost poziomu akumulacji tran-
skryptow po 2, 4 i 20 godz., odpowiednio. Profil 5 zawie-
rat geny wykazujgce silne ostabienie ekspresji w czasie 0,5
godz. ekspozycji na warunki niskiego stezenia tlenu, a w
profilu 6 ekspresja genéw ulegata nieznacznemu wzmoc-
nieniu podczas 0,5 godz. hipoksji i ostabieniu w pozostatych
wariantach czasowych.

GENY KODUJACE BIALKA ZAANGAZOWANE
W PROCESY METABOLICZNE | ZWIAZANE
Z OGOLNA ODPOWIEDZIA NA STRES

Zastosowanie techniki mikromacierzy wykazato, ze w
warunkach niedoboru tlenu ekspresja wielu genéw jest zre-
dukowana, ale nie stwierdzono masowego zaniku mRNA
biatek syntetyzowanych w warunkach dobrego zaopatrze-
nia tkanek w tlen, o ktorym donoszono wcze$niej [17, 18],
co oznacza, ze poziom mRNA biatek nie zmienia si¢ zasad-
niczo podczas stresu, a mRNA biatek indukowanych przez
anaerobioze podlegaja preferencyjnej translacji. Po 2 do 4
godz. niedotlenienia wykryto silny wzrost ekspresji genow
kodujacych biatka ANP (ang. anaerobic polypeptides), gtdw-
nie enzymy fermentacyjne: dekarboksylaze pirogroniano-
wa (PDC1 i PDC2), dehydrogenaze alkoholowag (ADH1),
dehydrogenaze mleczanowag (LDH1), aminotransferaze
alaninowg (AlaATI). Ekspresja genéw kodujacych PDC zo-
stata wzmocniona 7-krotnie, natomiast poziom transkryptu
ADH1 wzrdst 13 razy, a po 20 godz. ekspozycji na stres az
17-krotnie. Wzrost poziomu akumulacji transkryptéw zaob-
serwowano rowniez dla genéw kodujgcych enzymy glikoli-
tyczne i zaangazowane w uruchamianie rezerw energetycz-
nych. Poziom transkrypcji genu SuSy kodujacego syntaze
sacharozy wzrdést 7 razy. Odkrycie to koresponduje z opisa-
ng wczesniej masowa indukcja genéw kodujacych ANP dla
A. thaliana [17]. Do$wiadczenia Sachs i wsp. [18] wykonane
na korzeniach kukurydzy wykazaty zmiane profilu biatek w
warunkach niedoboru tlenu. W pierwszych godzinach stre-
su obserwowano zanik wielu biatek w zelu z dwukierun-
kowej elektroforezy oraz stwierdzono selektywng synteze
ok. 20 biatek indukowanych przez anaerobioze; wigkszos$¢
z nich zidentyfikowano jako enzymy zaangazowane w gli-
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kolize, tory fermentacyjne i przemiany weglowodandw.
Chang i wsp. [19] stosujac IEF-SDS-PAGE i spektrometrie
masowg do kompleksowej analizy profilu biatkowego zi-
dentyfikowali kolejne 46 biatek syntetyzowanych w warun-
kach niskiego stezenia tlenu, a wsrdd nich nie tylko biatka
okreslane wczesniej jako ANP, ale rowniez szereg biatek
petnigcych réznorodne funkcje w komérce.

Metoda mikromacierzy wykazata, ze proces adaptacji
metabolicznej do warunkéw niskiego stezenia tlenu jest
bardziej skomplikowany niz wcze$niej sgdzono i obejmuje
zmiany w réznorodnych szlakach metabolicznych (Rys. 1).
Juz po 0,5 godz. ekspozycji na stres stwierdzono 3-krothg
indukcje gendow kodujacych biatka zaangazowane w meta-
bolizm grup metylowych (metyltransferaza, adenozyloho-
mocysteinaza) oraz transport przez btony (biatko zwigzane
z systemem bton wewnetrznych (ang. endomembrane-asso-
ciated protein). W grupie gendw wykazujgcych taki sam pro-
fil ekspresji jak ADH1 stwierdzono obecno$¢ genu GLB1,
kodujgcego hemoglobine indukowang w warunkach ni-
skiego poziomu tlenu, ktéry wykazywat 11-krotny wzrost
poziomu ekspresji po 20 godz. hipoksji. Stwierdzono takze
3-krotny wzrost poziomu transkryptdw genéw kodujgcych
biatka uczestniczace w usuwaniu reaktywnych form tlenu
(peroksydaza askorbinianowa, reduktaza monodehydroa-
skorbinianowa, reduktaza glutationowa, dysmutaza ponad-
tlenkowa). Biatka kodowane przez te geny moga odgrywac
kluczowg role w przezwyciezaniu stresu oksydacyjnego w
warunkach post-hipoksji [3,20,21]. Ekspresja gendw koduja-
cychreduktaze azotanowg (NR1 i NR2) oraz dekarboksylaze
glutaminianowg (GDC1) zostata wzmocniona 5 i 3-krotnie,
odpowiednio. Dekarboksylaza glutaminianowa uczestni-
czy w przemianach glutaminianu w kwas aminomastowy i
regulacji cytoplazmatycznego pH [22]. Podobny wzrost po-
ziomu ekspresji wykazywaty geny kodujgce inne biatka za-
angazowane w metabolizm azotu, mianowicie dehydroge-
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Rysunek 1. Schemat proceséw biochemicznych indukowanych podczas 20-to
godzinnej ekspozycji na warunki deficytu tlenowego. Wykorzystano rysunek z
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naze glutaminianowg (GDH2) i aminotransferaze alanino-
wa (AlaAtl), co wyjasdnia obserwowang wcze$niej akumula-
cje alaniny w warunkach niedoboru tlenu [23], Stwierdzono
takze 4-krotny wzrost ekspresji genu kodujacego oksydaze
glikolanowg zaangazowang w fotooddychanie. Szlak ten
dostarcza takze substratow do biosyntezy lipidéw [24], Nie-
dobor tlenu spowodowat 3-krotne wzmocnienie ekspresji
genu kodujgcego biatko HAL3A, odgrywajace wazng role w
biosyntezie acetylo-CoA. Wykazano takze indukcje gendw
kodujgcych biatka zaangazowane w glikolizacje (alfa-man-
nozydaza) i transport (apolipoproteina), ktérych ekspresja
zostata wzmocniona 4 i 9-krotnie, odpowiednio. Stwierdzo-
no zwiekszony poziom ekspresji genéw kodujgcych biatka
uczestniczace w reakcji na etylen, programowanej $mierci
komarki (PCD - ang. programmed celi death) i rozluZnieniu
struktury $ciany komdrkowej. Poziom transkryptow genow
kodujacych receptor etylenu ETR2, biatko zwigzane ze sta-
rzeniem (ang. senescence-associated protein 1) oraz celulaze
KOR 1 wzrdst okoto 4-krotnie. Etylen jest czastkg sygnalng
indukujgca programowang $mier¢ komorki i tworzenie ly-
zogenicznej aerenchymy w korzeniu. Powstanie aerenchy-
my zmniejsza 0g6lng aktywno$¢é metaboliczng tkanek ko-
rzenia poprzez ograniczenie liczby komdrek zuzywajacych
tlen i polepsza zaopatrzenie tkanek w tlen dzieki powsta-
tym przestworom miedzykomérkowym.

ANALIZA MOTYWOW PROMOTOROWYCH
WYSTEPUJACYCH W GENACH
PODLEGAJACYCH REGULACJI EKSPRESJI W
ODPOWIEDZI NA NIEDOBOR TLENU

Dane uzyskane w wyniku analizy zmian profilu ekspresji
genow A. thaliana pod wptywem hipoksji zostaty wykorzy-
stane do identyfikacji motywow sekwencyjnych nadrepre-
zentowanych w grupach gendéw, ktérych poziom ekspresji
zmieniat sie w podobny sposéb w odpowiedzi na niskie
stezenie tlenu. Analizie poddano fragmenty sekwencji o
dtugosci 500pz, potozone bezposrednio powyzej kodonu
inicjujgcego transkrypcje. W grupie genow zaliczanych do
profilu 2 (obejmujgcego ADH1) najczeSciej wystepujagcym
motywem byt element odpowiedzi na anaerobioze - ARE
(ang. anaerobiosis responsioe element). Potwierdzone zostaty
wczesniejsze informacje o udziale tego elementu w zalez-
nych od niedoboru tlenu mechanizmach adaptacyjnych ro-
§lin. Element ARE zidentyfikowano w promotorach ADH z
A. thaliana i kukurydzy oraz w promotorach innych gendw
wykazujgcych wzmocniong ekspresje w warunkach anaero-
bowych [25]. Statystycznie nadreprezentowane byty kasety
GC i GT, nalezgce do ARE. Elementy regulatorowe, podob-
ne do motywdw GC (GCCCCTAG) i GT (GCAAAACC)
wystepujacych w promotorze ADH1 z A. thaliana pomiedzy
pozycjg -142 i -158, obecne byty réwniez w innych genach
nalezacych do tego samego profilu ekspresji, ale odlegtos¢
pomiedzy nimi wynosita od 26 do 240pz. Wykazano, ze do
motywu GT przytacza sie czynnik transkrypcyjny Myb (At-
MYB2) niezbedny do indukcji ADH1 przez niskie stezenie
tlenu [26]. W wielu genach wykazujgcych taki sam profil
ekspresji jak ADHI obecne byty rowniez sekwencje G-boks-
1 (CCACGTGGAC).
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GENY KODUJACE SPECYFICZNE
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Wysoka czuto$¢ metody mikromacierzy pozwolita na zi-
dentyfikowanie czynnikéw transkrypcyjnych oraz sktadni-
kéw szlakéw przekazywania sygnatu wystepujacych w po-
szczegblnych profilach ekspresji wskazujac na ich udziat w
kontroli r6znych proceséw w odpowiedzi na niskie stezenie
tlenu [16]. Stwierdzono, ze po 0,5 godz. traktowaniu hipok-
sjg 3-krotnie wzmocniona byta ekspresja genéw kodujacych
dwa czynniki transkrypcyjne zawierajgce motyw palca cyn-
kowego, spadata natomiast akumulacja transkryptu genu
kodujgcego AtERF4 - czynnik 4 wigzacy sie do elementéw
odpowiedzi na etylen (ang. ethylene responsive element bin-
dingfactor 4). Po 2 godz. ekspozycji na niskie stezenie tlenu
obserwowano 4-krotny wzrost akumulacji transkryptéw ge-
néw kodujacych czynnik typu WRKY i ZAT12 (niezbedny
do ekspresji cytosolowej APX1), a po 20 godz. traktowaniu
hipoksja 3-krotnie wzmocniona byta ekspresja genéw kodu-
jacych biatka zawierajgce domene AP2 (RAP2.2 i RAP2.3),
natomiast 3 razy zmalata ekspresja genu kodujgcego czyn-
nik AtbZIP50, konieczny do indukcji ADH1 przez niskie
stezenie tlenu. Zmianom w poziomie ekspresji genéw ko-
dujacych czynniki transkrypcyjne towarzyszyty zmiany w
akumulacji transkryptow genow kodujacych sktadniki szla-
kéw przekazywania sygnatu uruchamianych w odpowiedzi
na niskie stezenie tlenu. Stwierdzono, ze w poczatkowym
okresie traktowania hipoksjg 4-krotnemu wzmocnieniu ule-
gta ekspresja gendw kodujacych kinazy serynowo-treonino-
we oraz receptor etylenu- ETR2, natomiast ekspresja genow
kodujacych inne kinazy biatkowe byta ostabiona w poczat-
kowym okresie hipoksji i ulegata wzmocnieniu po 20 godz.
ekspozycji na warunki niskiego stezenia tlenu.

Zmiany profilu ekspresji gendéw A. thaliana zachodzity
przy stezeniu tlenu wynoszgacym 5% [16]. Indukcje ekspre-
sji ADH1 w kulturach komérkowych i protoplastach kuku-
rydzy obserwowano, gdy stezenie tlenu spadato do 5-10%
[11]. Fakt, ze odpowiedzi te pojawiaty sie przy stezeniu 0 2
znacznie wyzszym niz K dla oksydazy cytochromowej,
wskazuje na istnienie systemu percepcji stezenia tlenu i
szlaku przekazywania sygnatu do wnetrza komorki.

SZLAKI PRZEKAZYWANIA SYGNALU REGULUJACE
ODPOWIEDZ NA NIEDOBOR TLENU

W komorkach roslinnych wystepuja dwie klasy biatek
wigzacych GTP: wysokoczgsteczkowe (heterotrimeryczne)
oraz niskoczasteczkowe (monomeryczne) biatka G [27,28].
Do grupy monomerycznych biatek G nalezy podrodzina
biatek Rop zaangazowanych w odpowiedz na niedobor tle-
nu [29], W warunkach niedotlenienia nastepuje aktywacja
biatek Rop i uruchomienie kaskady sygnatowej. Aktywacja
Rop zachodzi pod wptywem biatek RopGEF zawierajacych
domene PRONE (ang. plant-specific Rop nucleotide exchan-
ger), katalizujgcg odtgczenie GDP od Rop umozliwiajgc w
ten sposob zwigzanie Rop z GTP [30]. Biatka RopGEF moga
stanowi¢ element szlaku przekazywania sygnatu z kinaz re-
ceptorowych na biatka Rop [30]. Powrdt biatka Rop z formy
aktywnej (Rop-GTP) do formy nieaktywnej (Rop-GDP) za-
chodzi w wyniku stymulacji jego aktywnosci jako GTPazy
przez biatka RopGAP (ang. Rop GTPase activating protein)
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[31] (Rys. 2). Biatka Rop regulujg miedzy innymi zmiany
stezenia Ca2; produkcje nadtlenku wodoru, programowang
$mier¢ komorki [28].

Role biatek Rop w odpowiedzi na hipoksje wykazano
przy uzyciu ro$lin transgenicznych A. thaliana z genem
reporterowym Ds-GUS specyficznie indukowanym przez
niedobor tlenu [32,33]. Wyizolowano mutanta ropgap4-l,
ktéry utracit aktywnos$¢ biatka Rop jako GTPazy i wyka-
zywat podwyzszong akumulacje mRNA ADH oraz wyz-
szg aktywno$¢ enzymatyczng ADH. Mutant 35S:DN-rop2,
w ktéorym biatko ROP2 byto trwale potagczone z GDP, nie
wykazywat wzrostu poziomu transkryptu genu kodujgcego
ADH w odpowiedzi na niedob6r tlenu, natomiast mutant
35S:Ca-rop2, u ktérego biatko ROP2 byto konstytutywnie
zwigzane z GTP mial podwyzszong aktywnos¢ ADH w
warunkach kontrolnych. W rosélinach kontrolnych obser-
wowano istotny wzrost poziomu biatka Rop w kompleksie
z GTP podczas 1,5 godz. hipoksji i spadek pomiedzy 12 a
24 godz. ekspozycji na niskie stezenie tlenu. Wszystkie
analizowane linie mutantow wykazywaty nadwrazliwo$¢
na niedobor tlenu, co wskazuje, ze mechanizm tolerancji
na hipoksje moze polega¢ na przejsciowej aktywacji Rop i
umiarkowanej indukcji ADH [32], W warunkach hipoksji
obserwowano takze wzrost poziomu nadtlenku wodoru w
roslinach kontrolnych. Znacznie wyzszy poziom H*CE niz
w kontroli stwierdzono u mutanta ropgap4-l, natomiast u
mutanta 35S:DN-rop2 nie obserwowano wzrostu stezenia
H2XEw odpowiedzi na niedobor tlenu. Traktowanie siewek
kontrolnych oraz badanych mutantéw A. thaliana inhibito-
rem flawoprotein hamowato produkcje nadtlenku wodoru i
aktywnos$¢ ADH w niskim stezeniu tlenu. Wykazano nato-
miast indukcje aktywno$ci ADH w warunkach tlenowych,
gdy H.,Ch byt syntetyzowany na powierzchni siewek w re-
akcjach enzymatycznych [32], Wyniki te stanowig potwier-
dzenie hipotezy zaktadajgcej udziat reaktywnych form tle-
nu w szlaku przekazywania sygnatu odpowiedzialnym za
indukcje ADH w warunkach niedotlenienia.

W warunkach niedoboru O, zrodtem reaktywnych form
tlenu moze by¢ mitochondrialny tancuch oddechowy. Anio-
norodnik ponadtlenkowy, powstajacy w mitochondrialnym
tancuchu transportu elektronow w wyniku jednoelektrono-
wej redukcji zachodzacej z udziatem flawin lub ubichinonu,
moze ulec spontanicznej dysmutacji lub przeksztatceniu
przez mitochondrialng dysmutaze ponadtlenkowg do nad-
tlenku wodoru [34], H*O,, z mitochondriéw moze dyfundo-
wac do cytoplazmy i petni¢ funkcje czasteczki sygnatowej

N

\Niedobor,”

) denu . DPI
Rop-GDP ] vy * Rop-GTP |-* Flawoproteina -* HjO,-* ADH
P Rop-GAP +

Rysunek 2. Udziat biatka Rop w wewnatrzkomdérkowej kaskadzie sygnalizacyj-
nej zwigzanej z odpowiedzig na obnizone stezenie tlenu. Spadek poziomu tlenu
w komoérce powoduje aktywacje biatka Rop i produkcje H2 2przez flawoprote-
ine wrazliwg na DPI (inhibitor flawoprotein), co prowadzi do wzrostu poziomu
MRNA ADH i zwiekszenia aktywnosci ADH. Wzrost stezenia H,02powoduje
powrét biatka Rop z formy aktywnej (Rop-GTP) do formy nieaktywnej (Rop-
GDP) w wyniku stymulacji jego aktywnosci jako GTPazy przez biatko RopGAP
(zmodyfikowano wg [29]).
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lub powodowac uszkodzenia komérkowe. Innym zrodtem
H,02w warunkach niedotlenienia mogg by¢ flawoproteiny
[29]. Jak juz wcze$niej wspomniano inhibitor flawoprotein
- DPI (ang. diphenylene iodonium chloride) zmniejszat pro-
dukcje HD 2i aktywno$s¢ ADH w siewkach A. thaliana w
warunkach niedoboru tlenu [32], DPI hamuje liczne enzy-
my, miedzy innymi plazmolemowg oksydaze NAD(P)H
zalezng od Ca2; dehydrogenaze NADH z wewnetrznej
btony mitochondrialnej, oksydazy NAD(P)H i syntaze tlen-
ku azotu [35, 36]. Analizy przeprowadzone na korzeniach
pszenicy iryzu oraz kigczach kosaéca rosngcych w warun-
kach hipoksji wykazaty wzrost poziomu nadtlenku wodoru
gtéwnie w plazmolemie i w apoplascie [37], Plazmolemo-
wa oksydaza NAD(P)H jest odpowiedzialna za zewnatrz-
komoérkowg produkcje anionorodnika ponadtlenkowego i
tym samym powstawanie HX 2z udziatem jonéw Ca2+[35].
Kiedy stezenie tlenu jest niskie w cytosolu wzrasta steze-
nie Ca2-uwalnianego z mitochondriéw i naptywajgcego z
apoplastu. Wykazano, ze wzrost stezenia jondw wapnia jest
konieczny do zwiekszenia poziomu transkryptu ADH [38,
39] i utworzenia aerenchymy [5], Fukao i Bailey-Serres [29]
sugerujg, ze poziom Ca2w komoérce wzrasta zanim biatko
Rop w kompleksie z GTP inicjuje sygnat, gdyz oksydazy
NAD(P)H zlokalizowane w btonie plazmatycznej i mito-
chondrialnej wymagaja jonéw wapnia do aktywacji. Akty-
wacja oksydazy NAD(P)H zlokalizowanej w btonie plazma-
tycznej moze prowadzi¢ do otwarcia kanatow wapniowych
i dalszego wzrostu stezenia Ca2: Na uwage zastuguje fakt,
ze katalaza zalezna od Ca2+i kalmoduliny zmniejszata za-
kres uszkodzen powodowanych przez HZX)2[40].

ROLA HEMOBGLOBIN INDUKOWANYCH HIPOKSJA |
TLENKU AZOTU W ODPOWIEDZI NA NIEDOTLENIENIE

Hemoglobiny indukowane w warunkach niedoboru tle-
nu odkryto 20 lat temu. Poczatkowo przypisywano im role
czasteczek sygnatowych regulujgcych ekspresje biatek w
warunkach obnizonego stezenia tlenu lub nos$nikéw tlenu
utatwiajgcych dyfuzje 0 2[41]. Obecnie postuluje sie udziat
hemoglobin indukowanych przez niskie stezenie tlenu (kla-
sa 1) w adaptacji komdrek do warunkéw deficytu tlenowe-
go. DosSwiadczenia przeprowadzone na transformowanych
komérkach kukurydzy [42], w ktoérych uzyskano konstytu-
tywng ekspresje genu hemoglobiny z jeczmienia wykazaty,
ze hemoglobiny odpowiedzialne sg za utrzymywanie sta-
tusu energetycznego komoérek w warunkach niskiego ste-
zenia tlenu. Sowa i wsp. [42] sugeruja, ze hemoglobiny in-
dukowane stresem umozliwiajg przebieg glikolizy poprzez
reoksydacje NADH i tym samym synteze ATP w procesie
fosforylacji substratowej (stata dysocjacji dla oksyhemoglo-
biny z jeczmienia wynosi 3 nM, co wyklucza udziat oksy-
hemoglobiny w dostarczaniu tlenu dla procesu oddychania
mitochondrialnego). Podobng role hemoglobiny moga spet-
nia¢ w komdrkach odznaczajacych sie duzym zapotrzebo-
waniem energetycznym. Wysoki poziom mRNA hemoglo-
bin indukowanych w warunkach obnizonego stezenia tlenu
stwierdzono w korzeniach i liSciach rozetowych jeczmienia
[43], mtodych lisciach, pedach i korzeniach soi [44], lisciach i
korzeniach ryzu [45] oraz korzeniach A. thaliana [46],

Nowych informacji na temat roli hemoglobin induko-
wanych w warunkach niskiego poziomu tlenu dostarczyty
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doswiadczenia na ro$linach A. thaliana, w ktérych uzyska-
no nadekspresje genu hemoglobiny klasy 1 GLB1 (ang. class
1 hemoglobin) [47], Rosliny te charakteryzowaty sie zwigk-
szong przezywalnoscig w warunkach obnizonego stezenia
tlenu, proporcjonalng do poziomu biatka GLB1, oraz szyb-
szym wzrostem pedu i korzenia w warunkach tlenowych
w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi. Ros$liny transge-
niczne A. thaliana z nadekspresjg zmutowanego genu GLB,
kodujgcego biatko o znacznie mniejszym powinowactwie
do tlenu (P_(dla mutanta wynosito 350 nM, a dla nietrans-
formanta 9,7 nM), odznaczaly sie takg samg wrazliwoscig
na niskie stezenie tlenu jak rosdliny kontrolne. Wyniki te
wskazuja, ze tolerancja na hipoksje ma zwigzek z wysokim
powinowactwem hemoglobiny do tlenu, ale jef mechanizm
nie polega na udziale hemoglobin klasy 1 w dostarczaniu
tlenu do mitochondriéw. Doswiadczenia Hunt i wsp. [47]
nie potwierdzity istnienia zaleznoSci pomiedzy nadekspre-
sjg genu GLB1 i aktywacjg szlaku glikolitycznego, o ktorej
donosili Sowa i wsp. [42], gdyzZ nie stwierdzono zwiekszo-
nej ekspresji enzymow glikolitycznych (byé moze zmiany
w szlaku glikolitycznym nie sg zasadniczg konsekwencjg
nadekspresji GLB1).

Hemoglobiny indukowane w warunkach niedoboru tle-
nu moga by¢ odpowiedzialne za detoksyfikacje NO produ-
kowanego w hipoksji. Dordas i wsp. [48], stosujgc metode
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego (EPR - ang. electron paramagnetic resonance), wykryli
obecno$¢ kompleksow NO/hem w kulturach komorko-
wych kukurydzy i soi rosngcych w warunkach niedoboru
tlenu, natomiast nie stwierdzili obecnosci sygnatu charak-
terystycznego dla tego kompleksu w kulturach rosngcych
w warunkach tlenowych, pomimo obecnosci hemoglobiny.
Wykazali ponadto, ze znaczne ilosci NO sg syntetyzowane
w komérkach kukurydzy w ciggu pierwszych 24 godz. hi-
poksji. Transformowane linie 0o zredukowanym poziomie
hemoglobiny indukowanej stresem produkowaty wieksze
ilosci NO niz komorki kontrolne lub linie z nadekspresjg
genu kodujagcego hemoglobine, co sugeruje udziat hemo-
globin w przemianach NO.

Synteza NO w roélinach moze zachodzi¢ z udziatem syn-
tazy tlenku azotu (NOS) lub reduktazy azotanowej [49,50],
W warunkach niedotlenienia preferowany jest prawdopo-
dobnie szlak z udziatem reduktazy azotanowej, gdyz syn-
teza tlenku azotu zuzywa 1,5 mola NADPH w przeliczeniu
na mol powstatego NO, ale reakcja wymaga dostarczenia
2 moli 0 2 natomiast reduktaza azotanowa wykorzystuje
2 mole NADH na 1 mol powstatego NO. Wykazano, ze w
korzeniach w warunkach niedoboru tlenu nastepuje wzrost
aktywnosci reduktazy azotanowej [51], natomiast w warun-
kach anoksji asymilacja azotan6w jest hamowana na etapie
reduktazy azotynowej.

Tlenek azotu jest bardzo reaktywnym zwigzkiem tok-
sycznym dla komorki. Reakcja NO z hemoglobing jest uwa-
zana za najwazniejszy szlak detoksyfikacji NO [52], Na ry-
sunku 3 przedstawiono proponowany schemat udziatu NO
i hemoglobiny w reakcjach komdrek na stres hipoksji. NO
reaguje gwattownie z oksyhemoglobing (HbO.,) tworzgc
azotan i methemoglobine [Hb (Fe3H]. Ten cykl przemian
NO, w ktérym odtwarzane sg azotany, moze miec istotne
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Rysunek 3. Schemat udziatu tlenku azotu (NO) i hemoglobiny w odpowiedzi
na stres hipoksji. Hb - deoksyhemoglobina; HbNO - nitrosylhemoglobina; HbO,
- oksyhemoglobing; MetHb - methemoglobina; NR - reduktaza azotanowa. Wy-
korzystano rysunek z artykutu: Dordas C, Rivoal J, Hill RD (2003) Plant haemo-
globins, nitric oxide and hypoxic stress. Ann Bot 91:173-178, za zgoda autoréow i
wydawnictwa Oxford University Press.

znaczenie podczas hipoksji, ktérej towarzyszy deficyt azo-
tandw. Hemoglobina (Fe3H) moze by¢ redukowana przez
zalezng od NADH reduktaze azotanowa do hemoglobiny
(Fe2t), dostarczajgc NAD+dla glikolizy. Deoksyhemoglobi-
na tworzy z tlenkiem azotu nitrosylhemoglobine (HbNO).
Hemoglobiny moga odgrywac kluczowa role w krotkoter-
minowych odpowiedziach komérek korzeni na deficyt tle-
nowy poprzez regulowanie poziomu NO produkowanego
w warunkach stresu (reakcja NO z oksyhemoglobing lub
deoksyhemoglobing).

Postuluje sie takze udziat tlenku azotu w powstawaniu
aerenchymy w warunkach niskiego poziomu tlenu. NO
moze by¢ odpowiedzialny za aktywacje cyklazy guanyla-
nowej i uruchamianie szlaku przekazywania sygnatu pro-
wadzacego do selektywnej Smierci komorek podczas two-
rzenia aerenchymy w korzeniach [5]. Wykazano wptyw NO
na programowang $mieré komorek w kulturze zawiesino-
wej komdrek A. thaliana poprzez szlak z udziatem cyklazy
guanylanowej [53]. Obnizona ekspresja genu hemoglobiny
moze prowadzi¢ do (programowanej) Smierci komérek w
korzeniach wytwarzajacych aerenchyme.

PODSUMOWANIE

W okresie ostatnich kilku lat nastagpit znaczny postep w
badaniach reakcji ro$lin na warunki niedoboru tlenu. Nie-
watpliwie ogromne znaczenie miato wprowadzenie no-
wych metod badawczych, takich jak technika mikromacie-
rzy DNA, selekcjonowanie mutantéw, konstruowanie roslin
transgenicznych. Nowoczesne metody biologii molekular-
nej i inzynierii genetycznej dostarczyty nowych danych o
zmianach profili ekspresji genéw i odpowiednich szlakach
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sygnalizacyjnych uruchamianych w warunkach obnizone-
go stezenia tlenu. Konieczne sg jednak dalsze badania nad
okresleniem sposobu percepcji zmian stezenia tlenu oraz
kolejnych etapow szlaku przekazywania sygnatu. Polgcze-
nie danych uzyskanych w wyniku zastosowania techniki
mikromacierzy z analizg funkcjonalng produktoéw ekspresji
genéw pozwoli na zrozumienie molekularnych mechani-
zmow odpowiedzi roslin na niedotlenienie.
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Molecular aspects of plant responses to oxygen deprivation stress
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Department of Plant Physiology, Adam Mickiewicz University, 14 al. Niepodlegtos$ci, 61-713 Poznan, Poland
e-mail: garnczar@amu.edu.pl

Key words: gene expression, hypoxia, microarrays, oxygen deficiency, signal transduction

ABSTRACT

Oxygen shortage - hypoxia is acommon phenomenon in the environment. Plants response to such stress conditions by developing a number
of morphological and metabolic strategies. These changes are usually preceded or accompanied by activation or repression of specific genes.
DNA microarray technology showed that differentially expressed genes include the known anaerobic proteins as well transcriptions factors,
signal transductions components, and genes that encode enzymes of pathways not known previously to be involved in low-oxygen metabo-
lism. Selection and characterization of various mutants with altering tolerance to hypoxia provide information that help in elucidating pos-
sible signal transduction pathways that regulate responses to oxygen deficiency. Recently, many studies have been focused on the role of Rop
proteins, H,02and Ca2; as second messengers in hypoxia responses. Stress-induced hemoglobins may help maintaining the energy status of
cells under low oxygen stress or function as dioxygenases, detoxifying NO produced during hypoxia.
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Wskazowki dla Autoréw

WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnigeciach i pogladach oraz listdéw do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwigzto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadaja za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podawanych infor-
macji oraz poprawnos$¢ cytowanego pismiennictwa. Ujecie prac winno
by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocg
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra-
fie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzajg wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autoré6w cytowanych prac oryginalnych, do czego Redakcja za-
checa, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk, zaréwno od
autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych
rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z pismiennictwa jest row-
niez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji jest r6wnoznacz-
ne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publikowana ani nie
zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopismie, natomiast jezeli
zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii", jej publikacja w cato$ci
lub we fragmentach w innym czasopi$mie wymagac bedzie uprzedniej
zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie witasnej
opinii i opinii dwdéch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymujg drogg elektroniczng opi-
nie recenzentdw i proszeni sa o przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
na decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sg zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztg elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autorow otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepédw
Biochemii", w ktérym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystagpieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie sie z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii",
aby przygotowa¢ prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakos$ci materiatu ilustracyjnego, ktére bedg odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawnos¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$¢é. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrotow nawet, jesli bywaja uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrocenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac poczta elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie przysytanie prac na dyskietce lub ptycie
CD. Tekst winien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki
zawierajgce ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢
napisany z zachowaniem podwdéjnego odstepu miedzy wierszami, z
uzyciem czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna-
ki specjalne prosimy wstawia¢ komenda ,insert". W tekscie prosimy
wskazaé miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujacego), tytut naukowy kaz-
dego z Autoréw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz

108

stosowanych skrétéow (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrocony tytut pracy (do 25 znakow).

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imiona i nazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazéw).

Pismiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsyfajac czytelnikéw w miare mozliwosci do artykutow
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz piSmienni-
ctwa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekécie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksiazek (3), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatow
z tomow serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis of KvAP
voltage-dependent K+channels in an open conformation. 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, Wydawnictwo Nau-
kowe Slask, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics
of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium:
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mick-
iewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabelg. Wielko$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokos$ci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokos$ci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwac sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionka Arial 8. llustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych pli-
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdzielczo$¢
300 dpi dla obrazow kolorowych i skali szaro$ci (zdjecia czarno biate)
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struktural-
ne zawierajace tylko czern i biel).

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD,
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny

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

02-093 Warszawa

www.postepybiochemii.pl


mailto:postepy@nencki.gov.pl

BADASZ APOPTOZEI SZLAKI SYGNALOWE?

Apoptosis Signals
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* przeciwciata do cytometrii przeptywowej, western blot,
mikroskopii fluorescencyjne;

* gotowe zestawy do badania apoptozy réznymi technikami np.:
Aneksyna V, Tunel, potencjat mitochondrialny, aktywne kaspazy i ich produkty

* badanie sygnatowych biatek cytosolowych, cytokin i chemokin
na cytometrze przeptywowym metodg FlexSet — do kilkudziesieciu
biatek jednoczesnie (tzw. ELISA na cytometr).

Zapewniamy fachowa pomoc przy wdrazaniu pomiaréw
z naszymi odczynnikami na cytometrze.

BD Biosciences, ul. Krolowej Marysienki 90, 02-954 Warszawa
tel.: +48 22 651 75 88, faks: +48 22 651 75 89

www.bdbeurope.com


http://www.bdbeurope.com

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.
Whprowadzenie dodatkowego skanera stwarza zupetnie nowe mozliwoséci w analizie
zywych komoérek, rozwigzuje problem utraty danych podczas rejestracji procesow.
W systemach konfokalnych poprzedniej generacji do pobudzania komoérek i do
obserwacji uzywany byt jeden tylko uktad skanujgcy. Powodowalo to, ze niemozliwe
byto rejestrowanie szybkiej odpowiedzi komérek podczas i bezposrednio po
stymulacji. Dwa zsynchronizowane ukfady skanujace zastosowane w mikroskopie
FV1000 umozliwiajg jednoczesne prowadzenie obserwaciji proceséw oraz
dokonywanie stymulacji. Utatwia to wszechstronna, precyzyjng dokumentacije

i analize zjawisk na poziomie komérkowym, bez utraty istotnych informaciji.
FluoView FV1000 wprowadza nowg jako$¢ w badaniach proceséw
przezyciowych: rejestracje i zrozumienie zjawisk w stopniu
poprzednio nieosiggalnym. Wystarczy tylko chwila pracy —T tl
Z naszym nowym systemem, aby to potwierdzic. nr —
Z nami rozwigzanie Panstwa probleméw 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
mikroskopy@olympus.pl
www.olympus.pl

OLYMPUS

Your Vision, Our Future
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