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Wskazowki
dla Autorow

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

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

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci.
Zgodnie z przyjetg konwencja rozdziaty noszg cyfry rzymskie,
podrozdzialy odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos¢ i czytelno$é. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wplywajgcych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegétowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwoch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwé6jnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otéwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail
zaktadow, w ktorych pracuja Autorzy, adres do korespondencji,

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

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

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Sposob cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatow z toméw serii
opracowanych przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatéw z
tomow serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wska-
zujg ponizej podane przyktady.
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Wspomnienie
0 Profesorze dr hab. Witadystawie Fenrychu

W dniu 25 sierpnia 2002 zmartw Poznaniu Witadystaw Fenrych, profesor zwyczajny
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, emerytowany kierownik Kate-
dry Biochemii Farmaceutycznej, cztonek Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i
wspoitzatozyciel Oddziatu Poznanskiego.

Profesor urodzit sie w 1927 roku w Przybrodzie w wojewddztwie poznanskim. W la-
tach 1947-1952 studiowat na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii UAM uzyskujac dy-
plom magistra z zakresu chemii. Prace naukowa i dydaktyczng rozpoczatw roku 1957 w
Il Klinice Choréb Wewnetrznych AM w Poznaniu. W Klinice zorganizowat laboratorium
biochemiczne, w ktérym nadal wykonywane sa badania zwigzane z realizacjg progra-
mow badawczych, a takze analizy specjalistyczne z zakresu biochemii i hematologii dla
szpitali klinicznych. Badania prowadzone przez Profesora w Klinice Hematologii staly sie
podstawg do uzyskania stopni naukowych doktora n. przyrodniczych na podstawie pracy:
Zagadnienie zwigzkéw kompleksowych korynoidéw z biatkami (1965, WSR) oraz dokto-
ra habilitowanego na podstawie rozprawy: Biatka wigzgce witamine Bi2w osoczu. W ptyw
czynnikow fizyko-chemicznych oraz komérkowych na transkobalaminy iich wzajemng za-
leznos¢ (1978, UAM). W 1984 w wyniku konkursu zostat kierownikiem Katedry Biochemii
i Analityki Medycznej (od 1986 r. Biochemii Farmaceutycznej) AM w Poznaniu. W latach
1967-1968 odbyt stazw Oklahoma Research Foundation w Oklahoma City, gdzie praco-
wat nad metylacja t-RNA, aw 1971 w Instytucie Chemii Organicznej i Biochemii w Pradze.
Byt cztonkiem licznych Towarzystw Naukowych. Poza PTBioch nalezat do Polskiego Towa-
rzystwa Hematologéw i Transfuzjologéw, Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryj-
nej (tytut cztonka zastuzonego), Poznanskiego Towarzystwa Przyjaciot Nauk (tytut cztonka
honorowego), Polskiego Towarzystwa Teologicznego-Studium Syndologiczne w Krako-
wie. Byt takze cztonek korespondentem Towarzystw Syndologicznych w Turynie, Rzymie i
USA.



Profesor Fenrych wykazywat szerokie zainteresowania naukowe i umiejetnie tgczyt ba-
dania podstawowe z aplikacyjnymi. Jednym z istotnych nurtow Jego dziatalnosci badaw-
czej byta analiza biatek. Byt jednym z pierwszych w kraju, ktérzy wprowadzili w tym celu
metody immunochemiczne, co umozliwito m.in. ich wykrywanie w ptynach ustrojowych oraz
ich patologicznych odmian w niektérych schorzeniach rozrostowych.

Bardzo rozlegte miejsce w problematyce badawczej, ktérq zajmowalt sie Profesor zajmu-
je witamina Bz i biatka jg wiqzqce. We wspotpracy z Profesorem Pawetkiewiczem m.in.
okreslit mechanizm przeksztatlcania nieaktywnej postaci cyjanokobalaminy w biologicznie
czynnq, Swiattoczulq posta¢ 5'-deoksyadenozyno-kobalamine. Istotng czes¢ tych badan
stanowito wczesne rozpoznawanie stanéw niedoborowych witaminy Bt2oraz patogeneza
niedokrwistosci megaloblastycznych. Profesor byt wspoétautorem tezy o genetycznym uwa-
runkowaniu choroby Addisona-Biermera. Analiza biatek wigzqcych witamine B»2W granulo-
cytach doprowadzita nie tylko do okreslenia roli tego zjawiska w oddziatywaniu niektérych
lekéw, ale skierowata Jego zainteresowania w kierunku metabolizmu tlenowego tych komé-
rek. Temu zagadnieniu poswiecit sie catkowicie podejmujgc funkcje kierownika Katedry Bio-
chemii i Analityki Medycznej. Z jego inicjatywy zostat skonstruowany chemiluminometr, a
On sam stworzyt wtasnq szkote badan luminescencyjnych metabolizmu tlenowego. Warto
to podkresli¢, bo objqgt zesp6t o wykrystalizowanych zainteresowaniach naukowych i
osiggnieciach. Profesor Fenrych wyktadat biochemie, biochemie klinicznq oraz diagnosty-
ke laboratoryjnqg dla studentow Farmacji, Oddziatu Analityki Medycznej i Wydziatu Lekar-
skiego AM w Poznaniu. Zajecia z tego zakresu prowadzit takze przez wiele latw Pomatural-
nym Medycznym Studium Zawodowym. Profesor byt ulubiehcem mtodziezy akademickiej,
szczegolnie wtedy gdy peinit funkcje prodziekana Wydziatu Farmaceutycznego. Dowo-
dem tego sg wyrdznienia przyznane z inicjatywy studentdw : nagroda | stopnia im.
Witadystawa Bieganskiego i Amicus Studentorum. Mimo posiadania rozlicznych odzna-
czen (m.in.Ztotego Krzyza Zastugi) te cenit sobie szczegélnie. Imponowat umiejetnym tqcze-
niem zainteresowan humanistycznych z wiedzq Scistq. Czesto konczyt wyktady fragmentem
poezji.

llustracje wszechstronnych zainteresowan Profesora byta Jego fascynacja Catunem Tury-
riskim. Byt jednym z nielicznych polskich cztonkéw Towarzystw Syndologicznych w Turynie,
Rzymie oraz USA. Ttumaczyt ksiqzki i propagowat wiedze na temat Catunu zaréwno na
Sympozjach naukowych z zakresu Medycyny Sedowej, sesjach PAN , jak iw salkach para-
fialnych.

Byt cztowiekiem niezwykle skromnym. Zgodnie z Jego ostatnim zyczeniem nie odbyta sie
uroczysta Rada Wydzialu oraz sesja poswiecona Jego pamieci. Zamiast skladania kwiatéw
na grobie wptacano datki na fundusz ,Caritas"”, w ktérym réwniez pracowat.

Dla nas pracownikéw Katedry, byt przede wszystkim przyjacielem i partnerem, ktéry
zawsze z ogromngq zyczliwoscie angazowat sie w nasze problemy zaréwno naukowe izy-
ciowe, inspirujqc i zachecajqc do podejmowania nowych zadan.

Zalujemy, ze odszedt tak wczesnie.

Zespot

Katedry Biochemii Farmaceutycznej
Akademii Medycznej

im. K.Marcinkowskiego

w Poznaniu
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ARTYKULY

Interferencyjny RNA — molekularny regulator ekspresji

genu

Interference RNA —
expression

molecular regulator of gene

ELIZAWYSZKO1 WITOLD SZAFLARSKI2 JAN BARCISZEWSKI3

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie

Il. Molekularny mechanizm wyciszania genu w procesie
RNAI

I11. RNAI jako narzedzie do badania funkcji genu

IV. Biologiczna funkcja RNAI

V. Perspektywy interferencji RNA

Wykaz stosowanych skrétéw: dsRNA — ang. double stran-
ded RNA; mMRNA — matrycowy RNA; PTGS — ang. po-
st-transcriptionalgene-silencing’, RNAi — ang. RNA interfe-
rence’, shRNA — ang. short hairpin RNA', siRNA — ang.
small interfering RNA', ssRNA — ang. single-stranded RNA',
stRNA — ang. small temporary RNA

I. Wprowadzenie

Do niedawna sgdzono, ze zmiany epigenetyczne
sg wytacznie konsekwencjg chemicznej modyfikacji
DNA lub histonéw prowadzacej do przedtranslacyj-
nej inhibicji ekspresji genu [1]. Jednak w ostatnich
kilku latach poznano nowe mechanizmy wytgczania
gendw na etapie potranskrypcyjnym (np. PTGS ang.
post-trancriptional gene-silencing), ktére polegajg
na zablokowaniu lub ograniczeniu ekspresji genu w
wyniku degradacji produktu jego
(mRNA) [2-5],

transkrypcji

'Dr,2mgr, Jrof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
ul. Noskowskiego 12, 61-704 Poznan, tel.: (61) 852-8503 wew.
132, e-mail: wyszkoe@ibch.poznan.pl, jbarcisz@ibch.po-
znan.pl

Contents:

. Introduction

I1. Molecular mechanism of gene silencing in RNAI action
I11. RNAI as a tool for gene function research

IV. Biological function of RNAI

V. Perspectives of RNA interference

Jedne z pierwszych badan dotyczyty genetycznej
modyfikacji petunii (Petunia hybridci) i miaty na
celu uzyskanie kwiatow o bardziej intensywnej bar-
wie [¢]. Do rosliny wprowadzono dodatkowe kopie
genu syntazy chalkonowej w celu zwiekszenia ilosci
pigmentu. Whrew oczekiwaniom u kilku wyselek-
cjonowanych transgenicznych ros$lin kwiaty byty
czes$ciowo lub catkowicie pozbawione zabarwienia.
Obserwacja ta wskazywata na ograniczenie lub za-
trzymanie syntezy pigmentu. W istocie nie nastgpita
ekspresja dodatkowo wprowadzonego genu, a supre-
sja endogennego genu wytwarzajgcego pigment ro-
§linny. Proces ten nazwano wspotblokowaniem (ang.
co-suppresion) gendw (Tabela 1) [3, 4, 7].

Podobne zjawisko zaobserwowano podczas trans-
formacji tytoniu majacej na celu otrzymanie odmian
odpornych na wirusy. Do rosliny wprowadzano
cDNA replikazy niezbednej do amplifikacji wirusa
ziemniaczanego typu X. Przypuszczano, ze nadpro-
dukcja tego enzymu pozwoli zatrzymac ekspresje in-
fekcyjnego wirusowego DNA w roslinie poprzez za-
blokowanie kluczowego etapu cyklu zyciowego.
Okazato siejednak, ze ro$liny transgeniczne syntety-
zuja znikome ilosci replikazy co sugerowato, ze cykl
zyciowy wirusa zostat zablokowany nie z powodu
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nadmiaru enzymu, ale w wyniku degradacji mRNA
replikazy. Efekt ten nazwano potranskrypcyjnym
blokowaniem ekspresji genu, PTGS [s, 9].

W innych eksperymentach pokazano, ze wprowa-
dzenie ¢cDNA kodujgcego karoten do Neurospora
crassa powodowato redukcje ekspresji endogennego
genu u 30% komoarek, a zjawisko to okres$lono po-

Tabela 1

Mechanizmy regulacji ekspresji gendw u réznych organizmoéw.

Przynaleznos$¢

! Organizm Rodzaj
taksonomiczna

Grzyby N. crassa tlumienie genu
PTGS,
Arabidopsis
kosupresja
sp. Nicotiana
Rosliny genoéw
sp.
. transkrypcyjne
Petunia sp.
blokowanie genu
Hydra sp. RNAI
T. brucei RNAI
Planaria sp. RNAI
RNAI,
D.
Bezkregowce
melanogaster kosupresja
genow
C.elegans RNAi, PTGS
Mus
Kregowce RNAI

musculus

transkrypcyjnym ttumieniem genu (ang. post-tran-
criptional gene quelling, PTGQ) [10-12],

Przetomem w badaniach regulacji ekspresji ge-
now okazato sie zastosowanie tzw. antysensowych
oligonukleotydow (DNA i RNA) w celu zablokowa-
nia ekspresji genu lub jego produktu [13, 14].
Zaktadano, ze antysensowe oligonukleotydy hybry-
dyzujg do kodujacej nici DNA lub mRNA uniemozli-
wiajac w ten sposob przytaczenie polimerazy do
DNA lub blokujagc wigzanie mRNA do rybosomu, co
prowadzi do inhibicji ekspresji swoistego genu. Do
Caenorhabditis elegans wprowadzono jedno- lub
dwuniciowe czasteczki RNA {ang. double-stranded
RNA, dsRNA) o sekwencji komplementarnej do se-
kwencji wybranego genu. W pordwnaniu z jednoni-
ciowym, dsRNA powodowat bardziej efektywng in-
hibicje genu [15], ktora nie ograniczata sie tylko do
komoérek, w ktorych proces zostal zapoczatkowany
wprowadzeniem dsRNA ale rozprzestrzenita sie po
calym organizmie [4, 12, 16, 17]. Wprowadzony do
jelita C. elegans dsRNA nie tylko natychmiast indu-
kowat blokowanie ekspresji genu w catym organi-
zmie, ale gen ten pozostat rGwniez nieaktywny w ko-
lejnych pokoleniach.
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mechanizmu

Zjawisko interferencji ekspresji genu w wyniku
wprowadzenia dsRNA wystepuje w komdrkach bez-
kregowcdéw, kregowcdéw, w tym rowniez u ssakow
(Tabela 1). Porownanie mechanizmdw: degradacji
MRNA indukowanego dsRNA, potranskrypcyjnego
blokowania ekspresji genu (PTGS), ttumienia i kosu-
presji gendw oraz badania genetyczne sugeruja, ze

Czynnik Geny ulegajace
powodujacy . Literatura
inhibicje represii
gde-1,qde-2,
transgeny [77,78]
gde-3
transgeny,
sgs, egs [79,80]
wirusy
ddm, som,
transgeny [81]
hog, sil
dsRNA ? 182
dsRNA ? [83]
dsRNA ? [84]
dsRNA ? 185,86]
transgeny ? [87,88]
mut-2, mut-7,
dsRNA,
rde-1, rde-2, [89,90]
transgeny
rde-3, rde-4,
dsRNA el [64]

przebiegaja one wedtug podobnego mechanizmu
omoéwionego nizej [16, 18, 19].

Il. Molekularny mechanizm wyciszania genu
w procesie RNAI

Interferencja RNA (RNAIi) polega na degradacji
mMRNA indukowanej wprowadzeniem lub syntezg
dsRNA o homologicznej sekwencji. Powoduje ona
ograniczenie lub catkowite zahamowanie ekspresji
odpowiedniego genu [20, 21]. Obecno$¢ tego proce-
su wykazano u wielu organizméw eukariotycznych,
w tym u roS$lin, pierwotniakéw, grzybow, zwierzat
bezkregowych i kregowcdw [22, 23]. Okazato sie
rowniez, ze RNAi wydajnie blokuje ekspresje genow
w ludzkich hodowlach komoérkowych [24],

Pierwszym etapem procesu interferencji RNAjest
hydroliza dsRNA do siRNA (ang. smali interfering
RNA) [24-28] (Ryc. 1). Sa to dwuniciowe RNA o
dtugosci 21-23 nukleotydow o sekwencji homolo-
gicznej do docelowego mRNA majace dwa niesparo-
wane nukleotydy przy koncu 3’ kazdej z nici [29].
siRNA powstaje w wyniku hydrolizy kompleksem
enzymatycznym (dimer) okreslanym jako DICER.
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W sktad kazdego monomeru wchodzg: helikaza
RNA zalezna od ATP, dwie podjednostki RNazy Il i
domena biatkowa wigzagca dsRNA [28]. DICER
scharakteryzowano u Arabidopsis thaliana, Saccha-
romyces pombe i Homo sapiens. W reakcji katalizo-
wanej przez ten kompleks dsRNA jest rozpoznawany
przez domene wigzgcg RNA, a helikaza RNA rozpla-
ta obie nici i kazda z podjednostek RNazy Il hydroli-
zuje wigzanie fosfodiestrowe w RNA, prowadzac do
powstania siRNA. Podobnie jak produkty dziatania

A B

, [Tl , T

s
SiRNA (21-23 pz) dsRNA (30-500 pz)

- ATP
> ADP +Pi

DICER

: ,
Specyficzna hydrokza dsRNA ‘

TTTTITIT TTTTTTIT TTTT0TIT
JJ.LLLLI.LJJJ.LLULJ.UJJ.U.LJJJ.LLLLL

\./

Ryc. 1. Mechanizm interferencji RNA. Pierwszy etap obejmuje degra-
dacjg dwuniciowych RNA (dsRNA) do siRNA (21-23 pz) przez
kompleks enzymatyczny DICER (0). W drugim etapie uczest-
niczy kompleks biatkowy RISC, (O) ktéry ze zwigzang
czasteczka SiRNA przytgcza sig do homologicznego mRNA i
katalizuje jego degradacjg. Drogi powstawania siRNA: A —
syntetyczna, B — enzymatyczna.

innych RNaz Ill, rowniez siRNA posiadajg przy ko-
ncu 3’ grupe hydroksylowg, a przy koncu 5’ grupe
fosforanowg oraz niesparowane dwa nukleotydy
przy koncu 3’ [29]. Jest to istotne, poniewaz siRNA
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zawierajace ,,tepe konce” lub pozbawione grupy fos-
foranowej przy koncu 5’ stabo aktywuja proces
RNAI [30-34], Dtugos¢ siRNA wydaje sie by¢ cechg
gatunkowo specyficzna i moze odzwierciedla¢ zmia-
ny w strukturze obu domen RNazy IIl. W$rdd rybo-
nukleaz typu RNazy Ill, DICER jest unikalny, ponie-
waz do hydrolizy dsRNA wykorzystuje energie po-
chodzacg z ATP [27], Helikaza RNA tworzaca do-
mene w DICER przy koicu aminowym wykorzystu-
je ATP do translokacji wzdtuz dsRNA [28, 34], Ge-
neralnie dsRNA moze mieé¢ wielkos¢ od 30 do ponad
500 par zasad. Do badan zwigzanych z RNAi wyko-
rzystuje sie takze kréotkie syntetyczne siRNA, otrzy-
mywane metodg chemiczng badz w wyniku tran-
skrypcji in vitro krotkich RNA za pomocg polimera-
zy T7 [35]. Pozwala to na ominiecie etapu hydrolizy
przez DICER (Ryc. 1).

W drugim etapie interferencji RNA dwuniciowe
czgsteczki siRNA wigzg sie do kompleksu biatkowe-
go RISC (ang. RNA-inducedsilencing complex) [34].
Kompleks ten wyizolowano z komdrek S2 D. mela-
nogaster. Posiada on aktywnos$¢é endonukleazowa, a
niektore jego domeny wykazujg duze podobieAstwo
do biatek z rodziny Argonaute [36]. Nukleolityczne
wiasciwosci kompleksu RISC sg istotg procesu
RNAI. Przytaczenie siRNA aktywuje RISC [26,34],
ktory nastepnie rozpoznaje i degraduje komplemen-
tarny mRNA, blokujac w ten sposob ekspresje genu
[34,36], Wtasciwosci endonukleolityczne RISC nie
sg dotychczas znane, niektére obserwacje wskazujg
jej odrebnos$¢ od RNazy Ill zwigzanej z DICER [27,
29, 34], Wydaje sie, ze ATP jest niezbedny tylko do
aktywacji RISC i nie jest zwigzany z jego aktywno-
§cig rybonukleazowg, podobnie jak inne kofaktory
nukleotydowe [34, 36].

W kompleksie biatkowym DICER wyizolowanym
z Drosophila wystepuje domena PAZ, ktéra jest ho-
mologiczna do rodziny biatek Argonaute. W kom-
pleksie RISC wystepuje domena Arg2, ktora nalezy
takze do biatek Argonaute. Obie domeny przypusz-
czalnie oddziatujg ze sobg utatwiajac w ten sposdb
wiaczenie siRNA do RISC [36, 26].

DICER uczestniczy takze w tworzeniu matych
(19-25
dujagcych RNA zwanych microRNA, ktore znalezio-

nukleotydéw), jednoniciowych nieko-
no u roslin izwierzat. Ich regulatorowe dziatanie po-
lega na specyficznym
czasteczki MRNA na zasadzie komplementarnosci,
co prowadzi do zablokowania jej translacji [37, 38].
Nalezg do nich miedzy innymi stRNA (ang. smali
temporary RNA) bedagce produktami genow lin-4 i
let-7 u C. elegans (Ryc. 2) [39, 40]. Wydaje sie, ze sg
one zaangazowane w proces kontroli rozwoju C. ele-

rozpoznawaniu docelowej
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gans. Dojrzaty stRNA dla lin-4 hamuje potranskryp-
cyjnie ekspresje genu lin-14 oraz lin-28 poprzez od-
dziatywania w rejonie niekodujacym 3’'UTR mRNA.
W podobny sposob let-7 blokuje ekspresje genu
lin-41. Obecno$¢ stRNA stwierdzono rédwniez w
tkankach ludzkich [41].

= PROCES
e SaA
microRNA RNAI
| 50 0 K B -
Prekursor RNA IsRNA

»  ADP+Pi

T * ~ ML
s .
SIRNA 5iRNA
| wRNA TRNA |
¥ \4
Hybrydyzacja z mRNA Degradacja mRNA

Inhibicja translacji

Ryc. 2. Rola DICER w powstaniu siRNA i stRNA. Substratami sg
czasteczki prekursorowe microRNA (struktura typu spinki) np.
Ict7, lin 4 lub dsSRNA (helisa). Produktami reakcji katalizowanej
przez DICER sajcdnoniciowe 19-25 nukleotydowe stRNA oraz
SiRNA.

Proces RNAiI moze by¢ aktywowany zaréwno
przez siRNA bedace produktem dziatania DICER jak
i syntetyczne RNA [29, 34], ktére wydajnie aktywujg
RISC u D. melanogaster i komorkach ssakow, ale sg
mniej efektywne u C. elegans [24, 30, 42],

Wysokag wydajnos$¢ procesu RNAi mozna ttuma-
czy¢ udziatem polimerazy RNA zaleznej od RNA
(RARP) w amplifikacji dsRNA i rozprzestrzenianiu
efektu RNAi na inne komérki badz tkanki [43-46],
Podobne zjawisko obserwowano u roslin, grzybow i
nicieni [43, 45, 46], Stwierdzono, ze aby doprowa-
dzi¢ do degradacji docelowego mRNA, ktdrego
obecno$¢ szacowano na okoto 1000 kopii, wystarczy
ok. 35 czgsteczek dsRNA [47].

Mutacje w genach kodujgcych biatka homologicz-
ne do RARP redukujg wydajnos$¢ procesu RNAi u N.
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crassa (QDE-1), C. elegans (EGO-1) iroslin (SGS2)
[44, 48],

Poznanie mechanizmu inhibicji ekspresji genu w
organizmach tak odlegtych ewolucyjnie od siebie jak
pierwotniaki, rosliny i kregowce sugerujg uniwersal-
no$¢ mechanizmu interferencji RNA (Tabela 2).

Tabela 2

Elementy mechanizmu potranskrypcyjncgo wyciszania genu (PTGS) i
RNAI u zwierzat, grzybéw iroslin [91].

Caenorhabditis Neurospora Arabidopsis
elegans crassa thaliana
ni¢ sensowa
+ + +
2 RNA
Ex
EX i¢
3 ni¢ antysensowa . ” .
= RNA
X~
S
c dsRNA + ? +
>
N
(¢}
geny wirusa ? ? +
SiRNA + ? +
E RARP EGO1. PRF1 QDE1 SDEMSGS2
8
a helikaza RNA SMG2 ? SDE2
o
S CAF2.
£ RNaza Il DCR ?
K T25K16.4?
[}
Biatka Argonaute RDE\ QDE2 AGO1

I1l. RNAI jako narzedzie do badania funkcji
genu

Badania mechanizmu interferencji RNA dopro-
wadzity do wyodrebienia kilku rodzajow RNA
biorgcych udziat w tym procesie jak dsSRNA, siRNA i
SshRNA.

dsRNA powoduje wydajng inhibicje ekspresji
okreslonych genéw m.in. uzi. thaliana, C. elegans i
D. melanogaster. Okazato sie, ze w komoérkach ssa-
kow nie mozna stosowaé dtugich (>30 pz) dsRNA z
powodu wewngatrzkomorkowej odpowiedzi immu-
nologicznej.

Inng metodg otrzymywania prekursoréw RNAI
jest zastosowanie wektoréw zawierajgcych sekwen-
cje siRNA i shRNA (ang. short hairpin RNA) pod
kontrolg promotoréw polimerazy IIl RNA, Us lub
HI, ktére katalizujg synteze krotkich RNA, pozba-
wionych poliA [49]. Sygnatem terminacji transkryp-
cji wtym przypadku jest sekwencja sktadajgca sie z 5
tymidyn. W rejonie tym nastepuje hydroliza tran-
skryptu zapewniajac powstanie RNA zakonczonego
przy koncu 3’ kilkoma urydynami (Ryc. 3) [50-52],

W przypadku klonowania siRNA, wektor zawiera
sekwencje dwoch promotoréw Us kierujgcych tran-
skrypcja dwoch 19 nukleotydowych fragmentow
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DNA odpowiadajacych nici sensowej iantysensowej
siRNA (Ryc. 3A) [50], Powstanie shRNA zapewnia
jeden promotor kontrolujgacy synteze RNA na matry-
cy sktadajacej sie z dwoch 21 nukleotydowych frag-
mentéw o komplementarnej sekwencji, tworzgcych
trzon struktury spinki, rozdzielonych 6-9 nukleoty-

5' [Promotor US s |t | Pomotor U6 | AS | TTTTT |3
l Transkrypcja  pol lll
T~~—Ww
S~—uw
25 g TN
Ein W w
RNA sensowy ~—uw
RNA antysensowy
l Hybrydyzacja
nn
~—U
nn
T~—w
nn/\_
—~—w
siRNA
5 [Pomotor U5 | S | 69nllacznk | AS T ] 3

l Transkrypcja pol Il

§
3
U(?-Sl

shRNA

Ryc. 3. Strategia klonowania siRNA i shRNA do wektora. A. Tran-
skrypcja fragmentéw DNA o dtugosci 19 pz odpowiadajacych
nici sensowej (S)~\_"uu iantysensowej (AS)-"—-w siRNA za-
chodzi pod kontrolg dwéch promotoréw U6 za pomoca polimc-
razy Il (poi Ill). B. Syntezg shRNA prekursora RNA dla
DICER kontroluje jeden promotor U6. Powstate produkty RNA
maja przy koncu 3’ niesparowane urydyny.

dowg sekwencjg odpowiadajgca petli (Ryc. 3B) [51].
ShRNA jest substratem dla DICER i uczestniczy w
procesie RNAI [53]. Zauwazono, ze wprowadzenie
tak skonstruowanego plazmidu do komoérki nie zabu-
rza jej homeostazy, a efekt dziatania siRNA ulega
wydtuzeniu z kilku godzin do tygodni w przypadku
linii komdérkowych [52].

IV. Biologiczna funkcja RNAI

O znaczeniu procesu RNAIi Swiadczg najlepiej
zmiany w organizmie gdy dochodzi do zaburzen na
poszczeg6lnych etapach tego procesu.

Mutacje w genach rodziny Argonaute u Arabi-
dopsis thaliana powoduja zaburzenia funkcji komo-
rek, np. defekty w rozwoju lisci czy nieprawidtowg
proliferacje merystemow kwiatowych, natomiast u
Drosophila negatywnie wptywajg na rozwdj neuro-
now [54],

Indukowany w komorce RNAI stanowi obrone
przed wirusami, ochrone genomu przed transpozona-
mi oraz wspdétuczestniczy w regulacji ontogenezy [3,
55-57]. Mutanty Arabidopsis thaliana, ktore utracity
zdolnos$¢ aktywacji PTGS stawaty sie wrazliwe na
infekcje wirusowe [55]. Wirusy w odpowiedzi na
PTGS wytworzyty mechanizmy blokowania procesu
RNAI/PTGS syntezujac dsRNA przeciwko genom
biatek biorgcych udziat w PTGS [58-60].

RNAi wptywa na stabilnos¢ genomu poprzez
ograniczanie integracji transpozondéw, ktére wbhudo-
wujac sie mogg przerwac ciggtos¢ genu [61]. Stwier-
dzono, ze w wyniku mutacji genéw Mut-7 (homolog
RNazy D), Rde-1 i Rde-4 nalezgcych do rodziny Ar-
gonaute nastgpito zaburzenie procesu RNAi u C. ele-
gans prowadzgc do nadmiernej aktywnosci transpo-
zonéw, podobnie jak u Chlamydomonas reinhardtii
po zmutowaniu genu Mut-6 homologicznego do heli-
kazy RNA [62, 63].

Proces interferencji ma znaczenie takze dla roz-
woju ontogenetycznego, $wiadczg o tym badania
wczesnych stadiow embrionalnych myszy ze zmuto-
wanym genem Ego 1 [64],

Inhibicja ekspresji genow poprzez RNAi moze
przebiega¢ na réznych poziomach. dsRNA u roslin
indukuje metylacje fragmentéw genomu, a w przy-
padku modyfikacji sekwencji promotora nastepuje
zablokowanie transkrypcji genu [65], RNAi moze ta-
kze modulowac strukture chromatyny u Drosophila,
C.elegans igrzybow [66-638], Innym przyktadem jest
ekspresja genéw lin-4 i let-7 prekursoro6w RNAI
dziatajacych na etapie translacji.

Opisano pierwsze udane eksperymenty wykorzy-
stujgce siRNA skierowane przeciw genom biatek rev
i tat w liniach komérkowych transfekowanych pro-
wirusem HIV-1 jak réwniez genom receptora komor-
kowego cd4, biatka strukturalnego gag czy biatka re-
gulatorowego nef[69, 70, 71].

Dziatania anty-HIV majg takze na celu hamowa-
nie replikacji wirusa w komdrkach gospodarza. Po
zastosowaniu siRNA w limfocytach zaobserwowano
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obnizenie poziomu HIV w komdérkach do 30-50 razy
[12].

Inhibicja infekcji wirusowej przez RNAi dotyczy
takze innych wiruséw jak: RSV (ang. Respiratory
Syncytial Virus), ktéry wywotuje szereg chorob
uktadu oddechowego, zastosowanie RNAi doprowa-
dzito do znaczgcego obnizenia poziomu RNA wirusa
w komdrkach. Podobny efekt zaobserwowano po
wykorzystaniu siRNAprzeciw wirusowi polio [73].

Pokazano takze udang iniekcje siRNA do komé-
rek myszy i wyciszenie genéw reporterowych w réz-
nych narzgdach np. 5-10 razy w komdérkach watroby,
Sledziony, trzustki oraz w nerkach [74],

RNAI wykorzystuje sie robwniez jako narzedzie do
badania wtasnosci genéw u réznych organizméw po-
przez ,knock-out” mRNA i obserwacje funkcjonal-
nego efektu inhibicji ekspresji catych grup genéw na
poziomie komérki czy catego organizmu. Ten sposdb
postepowania przyjeto analizujac np. funkcje genow
chromosomoéw | i Il u C. elegans. W przypadku
chromosomu I rozszerzono znajomos$¢ fenotypu ge-
néw z 70 do 378, natomiast dla chromosomu Il wy-
kazano, ze wiekszo$¢ gendw tam zlokalizowanych
petni funkcje w regulacji i réznicowaniu komdérko-
wym [75, 76].

V. Perspektywy inferencji RNA

W ciggu ostatnich kilku lat interferencja RNA
stata sie poteznym narzedziem badania struktury i
funkcji gendéw. Ostatnio pojawito sie wiele doniesien
o0 wykorzystaniu RNAi dla inaktywacji infekcji wi-
rusowych i replikacji w kulturach tkankowych. Wy-
kazano rowniez, ze RNAi powoduje supresje ekspre-
sji genow u zwierzat. Wszystkie te badania sugeruja
jednoznacznie, ze RNAi moze sta¢ sie waznym na-
rzedziem terapeutycznym, chociaz w dalszym ciggu
brakuje wiedzy jak wykorzysta¢é RNAi do zwalcza-
nia chordb.
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Jak dziata melatonina?

How does melatonin work?
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Wykaz stosowanych skrotéw: AF — funkcja transaktywacyj-
na; AFMK — NZImetylo-N2-formylo-5-metoksykynuramina;
CaM — kalmodulina; cAMP — cykliczny adenozynomonofos-
foran; CAT — katalaza; cGMP — cykliczny guanozynomono-
fosforan; DAG — diacyloglicerol; GPx — peroksydaza gluta-
tionowa; GRd — reduktaza glutationowa; GSH — zredukowa-
ny glutation; GSSG — utleniony glutation; IP3— trifosfoinozy-
tol; MAPs — biatka wigzace mikrotubule; NOS — syntaza tlen-
ku azotu; PGF2 — prostaglandyna F2; PKC — kinaza biatkowa
C; QR2 — reduktaza chinonowa 2; ROREs — elementy odpo-
wiedzi hormonalnej; ROR/RZR — grupa receptoréwjadrowych
zwiazkow bedacych pochodnymi retinolu; SCN — jadra nad-
skrzyzowaniowe; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; TM —
domena transbtonowa

I. Wstep
Melatonina (A-acetylo-5-metoksytryptamina),
zwana tak ze wzgledu na efektjaki wywotuje na znaj-
dujacy sie w skorze ptazéw i gadéow pigment melani-
nowy, zostata wykryta okoto 50 lat temu. Poczgtko-
wo uwazano, ze wystepuje jedynie u kregowcdw,
niemniej ostatnie badania pokazaty jej obecnos¢é
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takze u bakterii, drozdzy, pierwotniakéw, owaddéw, a
nawet u roslin [1-2]. Postrzegana dotychczas jedynie
jako hormon regulujacy cykl dobowy czy sezonowy
organizmu, okazata sie by¢ doskonatym przeciwutle-
niaczem, ktory nie tylko neutralizuje aktywne formy
tlenu, ale takze reguluje aktywno$¢ wielu enzymow
odpowiedzialnych za ich usuwanie (m.in. reduktazy
glutationowej i peroksydazy glutationowej) [3],

Wiele kontrowersji wzbudzajg pojawiajace sie
ostatnio w prasie i telewizji informacje przedsta-
wiajace melatonine jako cudowny $rodek, ktérego
stosowanie jest zbhawienne w wielu przypadkach inie
niesie przy tym absolutnie zadnych skutkéw ubocz-
nych, nawet w przypadku stosowania dawek kilkaset
razy przewyzszajacych jego dzienna produkcje u do-
rostego cztowieka (okoto 30 pg) [4]. Sugeruje sie, ze
melatonina moze by¢ lekiem zwalczajagcym zaburze-
nia snu, choroby nowotworowe, chorobe Alzhaime-
ra, chorobe Parkinsona, a nawet infekcje waglikiem
[2, 5,6]. Niestety, wiekszo$¢ tych informacji nie ma
dostatecznego potwierdzenia w wynikach badan kli-
nicznych.

Melatonina jako mata, doskonale rozpuszczalna
tak w wodzie jak iw ttuszczach czgsteczka, niejest w
organizmie magazynowana, a szybkos$¢ jej uwalnia-
nia do krwiobiegu odpowiada szybkosci syntezy. U
zwierzat synteza melatoniny, ktérej prekursorem jest
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pobierany z krwi tryptofan, zachodzi przede wszyst-
kim w szyszynce [2, 4], cho¢ niewielkie ilosci hor-
monu moga by¢ takze wytwarzane przez siatkowke i
soczewke oka [s, s, 9], nabtonek przewodu pokar-
mowego [10], czy komérki krwi [5, 11], Proces syn-
tezy melatoniny przedstawiono na rycinie 1.

AN AN, HO\_. N A NH
Il I e N 1
1«; If : 4 COOH  Mriroksytaza byplolanu L If | (‘:OOH
X N = N
H H
tryptofan 5-hydroksytryptofan

H
HO __N.__CH, L A~ NH,

| ) o N-acetylotransleraza saroloney & Ge X S
N = N
H

H
N-acetyloserotonina serolonina

Vansleraia hydroxsyndoko-O-melyiowa

H

O H
HC Y2 "N'wc’
o]

Iz

MELATONINA

Ryc. 1. Synteza melatoniny w komorkach szyszynki.

Stezenie melatoniny we krwi cztowieka waha sie
zaleznie odpory dnia iroku od 0,14 do 2,3 nM. Zmia-
ny jej poziomu w krwiobiegu sg skorelowane z
dtugosciag dnia inocy. I tak w ciggu dnia stezenie me-
latoniny jest mate, a warto§¢ maksymalng osiaga
miedzy godzing 24. a 03. nad ranem [12]. Podobny
profil wydzielania hormonu zostat opisany nawet dla
jednokomdérkowych glonéw [2]. Co wiecej, jest on
taki sam dla zwierzat prowadzacych zaréwno dzien-
ny, jak i nocny tryb zycia [2]. Wykazano tez, ze u
cztowieka melatonina nagromadza sie w szpiku kost-
nym [13, 14], ptynie mézgowo-rdzeniowym [15] i
z6kci [16],

JesteSmy zgodni co do jednego — hormon ten
dziata w komdrce na co najmniej trzy sposoby: (a) w
wyniku wigzania melatoniny przez receptory btono-
we, (b) na skutek oddziatywania z receptoramijgdro-
wymi i wreszcie (c) poprzez bezpo$rednie od-
dziatywanie z biatkami cytoplazmatycznymi.

Il. Receptory btonowe wigzgce melatonine
I1-1. Klasyfikacja
Ze wzgledu na powinowactwo do hormonu,

btonowe receptory wigzgce melatoning mozna po-
dzieli¢c na dwie grupy: MLI wigzgce melatonineg
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przy stezeniu pikomolarnym hormonu oraz ML2
(zwane tez MT3) wigzgce melatonine przy stezeniu
nanomolarnym hormonu [17]. WS$rod receptoréow z
grupy MLI wyrézniono dodatkowo trzy podtypy:
mtl (Mella), MT2 (Mel,b) i Mel,c[18], Wyszczeg6l-
niono je na podstawie podobienstwa genetycznego
oraz strukturalnego: i tak receptory mtl wykazujg
60% podobienstwa sekwencji aminokwasowej do
MT2, a mtl i MT2 60% podobienstwa sekwencji
aminokwasowej do Mellc [18]. Podziat receptorow
melatoninowych przedstawiono w Tabeli 1

11-2. Receptory typu MLI
11-2-a. Budowa

Receptory nalezace do tej grupy wspotdziatajg z
roznymi biatkami G Gi2 Gi3, Gg/n [18, 19]. Posia-
dajg one 7 hydrofobowych domen transbtonowych,
N-koniec biatka znajduje sie po stronie zewngtrzko-
mdrkowej, a C-koniec w cytoplazmie. Ponizej trze-
ciej domeny transbtonowej (TM3) wystepujg charak-
terystyczne motywy NRY oraz C(C/Y)ICHS. Z kolei
si6dma domena transbtonowa (TM7) charakteryzuje
sie obecnos$cig motywu NAXXY [18]. Za wigzanie
melatoniny odpowiedzialna jest znajdujaca sie w
pigtej domenie transbtonowej (TM5) konserwowana
reszta histydyny, ktéra oddziatuje z grupg 5-metoksy
hormonu [20-22], oraz znajdujgce sie w domenie
sibdmej seryna i alanina [20, 23].

11-2-b. Dziatanie receptoréw mtl

Receptory mtl wspdtdziataja z wrazliwymi na
toksyne krztusca biatkami Gi (Gi2, Gi3) [17-19, 24],
Biatka te hamuja aktywnos¢ cyklazy adenylanowej,
powodujac obnizenie poziomu wewngatrzkomérko-
wego CAMP. Wykazano m.in., ze w komoérkach skéry
ludzi melatonina hamuje spowodowane podaniem
forskoliny nagromadzanie si¢ tego cyklicznego nu-
kleotydu [24]. Co wiecej, melatonina za posrednic-
twem receptordw z grupy mtl moze wspomagac
wywotang przez prostaglandyne F2ot (PGF2a) sty-
mulacje fosfolipazy C (PLC) (Ryc. 2). Za hamowa-
nie cyklazy adenylanowej odpowiedzialna jest pod-
jednostka a biatka Gi, podczas gdy podjednostki Py
powodujg wzrost aktywnosci PLC, co prowadzi w
efekcie do wzrostu poziomu wewngtrzkomoérkowego
wapnia, nastepstwem czego jest aktywacja kinazy
biatkowej C (PKC) [19]. Receptory mtl moggq takze
wspotdziata¢ z biatkami G niewrazliwymi na toksy-
ne krztusca — Gq/n. Podjednostki a tych biatek po-
dobnie do dimeru py biatek Gi aktywujg fosfolipaze
C, zwiekszajgc dodatkowo poziom wewngtrzkomor-
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kowego wapnia i aktywno$¢ PKC [19]. Wiadomo
réwniez, ze biatka Gq/n sg odpowiedzialne za akty-
wacje kinaz MAP oraz niezalezng od fosfolipazy C
stymulacje fosfolipazy D (PLD) [19, 25-27], a takze
regulacje dziatania zaleznych od napiecia kanatéw
wapniowych w neuronach [19, 28]. Co wiecej, za po-
Srednictwem receptoréw mtl melatonina moze akty-
wowac potasowe kanaty jonowe Kir3, 1/2, 2 i stymu-
lowaé¢ produkcje IPs [19, 29-33].

Tabela 1

Klasyfikacja i charakterystyka btonowych receptoréw melatoniny

Typ receptora Podtyp receptora

Charakterystyka

hamowanie wzrostu poziomu cGMP wywotywanego
przez inne czynniki.

11-3. Receptory typu ML2 (MT3)
Receptor MT3 nie wspotdziata z biatkami G. Jest
to biatko o masie 26 kDa, bedgce homologiem ludz-

kiej reduktazy chinonowej 2 (QR2) [42]. Badania re-
ceptorow pochodzgcych z nerki chomika syryjskiego

Efekty

Wspoétdziatajg z biatkami Gi2, icAMP; tCa2+ TIP3;

wzrost aktywnosci PLC, PKC, PLD
oraz kinaz MAP;

regulacja dziatania bramkowanych
elektrycznie kanatéw wapniowych i
kanatéw jonowych KIR 3, 1/2, 2

W spdtdziatajg z biatkami Gi2, Efekty takie same jak dla receptora

mtl oraz fcGMP

W spotdziatajg z biatkami Gi2,

Gi3, Gaql,,
mtl(Mella)
MLI
(wigzace
melatonine przy
pikomolarnym
stezeniu MT2 (Meli,,) Gi3 Gg/n
hormonu)
Mel Ic Gi3 Gal\|
ML2 (MT3)
(wigzace chinonowej 2

melatonine przy

nanomolarnym
stezeniu
hormonu)

I11-2-c. Dzialanie receptoréw MT2 i Mellc

Wszystkie receptory nalezace do typu MLi ha-
mujg aktywowang cyklaze adenylanowg zmniej-
szajagc tym samym synteze cAMP, ale tylko MT2 i
Mellcmajg wptyw na poziom wewngatrzkomérkowe-
go cGMP. Wykazano, ze w komérkach linii HEK293
ze sklonowanymi receptorami MT2 i Mellcmelato-
nina obniza podwyzszony uprzednio poziom cGMP
[34]. Nie ma onajednak wptywu na podstawowg za-
wartos¢ tego cyklicznego nukleotydu w cytopla-
zmie. Omawiane receptory posredniczg ponadto w
hamowaniu aktywno$ci rozpuszczalnej formy (nie
zwigzanej z btonami) cyklazy guanylowej [34],
Stwierdzono, ze w korze moézgu kurczat poziom
cGMP zmienia si¢ wraz z dobowymi zmianami po-
ziomu melatoniny, a receptory MT2 wystepuja w
dwoch waznych dla dziatania melatoniny miejscach:
w jadrach nadskrzyzowaniowych (SCN) iw siatkdw-
ce [34-36], W siatkowce kregowcéw cGMP bierze
udziat w wywotywanym przez Swiatto szlaku sy-
gnatowym rodopsyny [37, 38], aw SCN w regulacji
rytmu dobowego [37, 39-41]. Wydaje sie, ze rolgme-
latoniny w tych, a moze takze w innych tkankach jest
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Homolog ludzkiej reduktazy

Detoksykacja komarki

wykazaty 95% homologii pod wzgledem sekwencji
aminokwasowej miedzy MT3 a QR2, niemniej oka-
zato sie, ze MT3 ma o kilka rzedéw wielkosci wyzsze
powinowactwo do substratow [42]. Wykazano obec-
nos¢ MT3 skorelowang z aktywnos$cig QR2 w watro-
. +* PGF2
@
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Ryc. 2. Wspotdziatanie melatoniny z réznymi typami biatek G (Gi oraz
Gq) prowadzace do spadku wewnatrzkomdrkowego poziomu
cAMP ido wzrostu stezenia Ca2+ Aktywacja PLC prowadzi do
powstania IP3stymulujagcego uwalnianie jonéw wapnia z reti-
kulum cndoplazmatyczncgo oraz nagromadzanie si¢ DAG
wspomagajacego aktywacja PKC. a, P, y — podjednostki
biatka G; PLC — fosfolipaza C; PGF2 — prostaglandyna F2;
PKC — kinaza biatkowa C; DAG  diacyloglicerol; IP, — tri-
fosfoinozytol.



bie, nerce, moézgu, sercu, tkance ttuszczowej, mie-
$niach szkieletowych i ptucach u chomika, myszy i
psa. Nie zauwazono natomiast korelacji miedzy wy-
stepowaniem MT3 i aktywno$cig QR2 u matpy Ma-
cacagfascicularicus, co wynika najprawdopodobniej
z tego, ze matpy w odréznieniu od chomikéw, myszy
i psow nie wykazujg wyraznego cyklu reprodukcyj-
nego [43].

I1l1. Receptory jadrowe

Drugim rodzajem receptorow wigzacych melato-
nine sg receptory jadrowe, nalezace do podrodziny
ROR/RZR (ang.: retinoid orphan receptors/retinoid
Z receptors) [44], Podrodzina ta obejmuje produkty
trzech genéw: (i) r6zne warianty ROR powstajace w
wyniku alternatywnego sktadania pre-mRNA
(RORla, RORa2, RORa3 i RZRa), warunkujace
roznorodno$¢ domeny N-koncowej, (ii) RZR[3 oraz
(iii) RORy [44-47], Typowy receptor ROR/RZR po-
siada N-koncowa, zmienng domene A/B o konstytu-
tywnej funkcji transaktywacyjnej (AF1), konserwo-
wang, wigzagcg DNA domene C, zmienng domene D
(tzw. region zawiasowy), oraz domene E wigzacg li-
gand izawierajgcg konstytutywng zalezng od liganda
funkcje transaktywacyjng 2 (AF2), atakze opcjonal-
nie wystepujacag domene F (Ryc. 3) [44, 49, 50], Kon-

DOMENA WIAZACA DOMENA WIAZACA
DNA LIGAND

N-koniec A/B C D

C-koniec

REGION ZAWIASOWY |

DOMENA O KONSTYTUTYWNEJ
FUNKCJI
TRANSAKTYWACYJNEJ 1 (AF1)

DOMENA O ZALEZNEJ OD LIGANDA
FUNKCJI
TRANSAKTYWACYJNEJ 2 (AF2)

Ryc. 3. Budowa receptora jagdrowego z rodziny ROR/RZR. A/B —
zmienna domena charakteryzujgca sie konstytutywng funkcja
transaktywacyjng | (AFIl), C — konserwowana domena
wigzgca DNA, D — region zawiasowy, E — domena wigzgca
ligand, wykazujaca funkcjg transaktywacyjng 2 (AF2); F— do-
datkowa domena wystepujaca opcjonalnie.

stytutywne aktywnosci transkrypcyjne (pozytywne
lub negatywne zaleznie od typu promotora) moga
by¢ wzmacniane przez ligand, w tym przypadku
przez melatonine. Receptory ROR/RZR wigzg sie do
DNA jako monomery irozpoznajg tzw. elementy od-
powiedzi hormonalnej (RORES) reprezentowane
przez sekwencje A/GGGTCA [44, 45, 47, 51-56].
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Podobnie jak w receptorach jadrowych innego
typu C-koncowa sekwencja posiadajagca AF2 odpo-
wiada za interakcje receptora z r6znymi koaktywato-
rami [44, 57]. Zostatlo dowiedzione wigzanie p300,
MyoD, bHLFt i innych czynnikéw transkrypcyjnych
do receptorow ROR/RZR [44, 58]. Oddziatywania
receptorow z koaktywatorami moga sie rowniez po-
jawia¢ pod nieobecnos$¢ liganda, co doskonale ttuma-
czytoby konstytutywng aktywnos¢ ROR/RZR [44,
59].

Odkrycie ROREs w promotorach gendéw ko-
dujgcych biatka o wielu ré6znych funkcjach (dysmu-
taza ponadtlenkowa, katalaza, apolipoproteina,
oksytocyna, laminina BIl, N-myc, fosfolipaza A,
5-lipooksygenaza), sugeruje bardzo szeroki zakres
dziatania ROR/RZR. Receptory te sg zaangazowane
w regulacje proceséw immunologicznych, réznico-
wanie centralnego uktadu nerwowego oraz dojrze-
wanie limfocytow T [44],

IV. Dziatanie melatoniny na poziomie
komorkowym

IV-1. Wigzanie sie do kalmoduliny i modyfikacja
struktury cytoszkieletu

Melatonina jako zwigzek lipofilny moze swobod-
nie przenikac przez btony komorkowe ioddziatywac
w cytoplazmie z réznymi zwigzkami docelowymi.
Niektdrzy autorzy sugerujg, ze za cytoplazmatyczny
receptor melatoninowy nalezy uzna¢ kalmoduline
(CaMm).

Melatonina wigze sie do kalmoduliny z duzym po-
winowactwem, a wigzanie to jest odwracalne izalez-
ne od jonow wapnia [60-62]. Co wiecej, hormon ten
hamuje zalezng od CaM kinaze Il (Ki = 16 nM), przy
czym dotyczy to takze procesu autofosforylacji sa-
mej kinazy [60, 62]. Obok zaleznej od CaM kinazy Il
melatonina hamuje aktywno$¢ wielu innych enzy-
mow, ktorych aktywnos$¢ zalezy od kalmoduliny, ta-
kich jak: syntaza tlenku azotu (NOS) [60, 63], fosfo-
diesteraza cCAMP [60, 64] oraz zalezna od Ca:+HMg2+
ATPaza [60, 65]. Wigzanie kompleksu Caz2+/kalmo-
dulina do biatek towarzyszacych mikrotubulom
(MAPs — ang.: microtubule associatedproteins) i
tubulinie hamuje polimeryzacje tej ostatniej [60,66],
Wykazano, ze wigzanie melatoniny do kompleksu
Ca2t/kalmodulina znosi jego hamujacy wptyw na po-
limeryzacje mikrotubul [60, 67]. Efekt wywotywany
przez melatonine jest zblizony do obserwowanego
po podaniu antagonu CaM: trifluoperazyny w steze-
niu 10 pM, ale jest bardziej wydajny, gdyz zachodzi
juz przy stezeniu 1nM hormonu. Takze w badaniach
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in situ wykazano, ze podanie melatoniny powoduje
mikrotubul [60, 67]. Obok
dziatania kompleksu Caz+kalmodulina, melatonina

przerost znoszenia
w stezeniu mikromolowym #gczgc sie z tubuling ha-
muje jej polimeryzacje [60]. Mozna wiec wskazaé
dwa rézne sposoby dziatania melatoniny na strukture
cytoszkieletu: po pierwsze — przerost mikrotubul
wywotywany antagonistycznym dziataniem melato-
niny wzgledem kompleksu Ca2+#kalmodulina (steze-
nie nanomolowe hormonu), po drugie — rozprosze-
nie mikrotubul wywotane przez wigzanie melatoniny

do tubuliny (stezenie mikromolowe melatoniny).

IV-2. Zmiany w lokalizacji komdrkowej
kalmoduliny

Melatonina zmienia rozmieszczenie CaM w ko-
morce poprzez jej translokacje z cytosolu do frakcji
btonowej. Sugeruje to, ze melatonina moze
wywotywaé diugoterminowe efekty wynikajgce ze
zmiany stezenia kalmoduliny w réznych prze-
dziatach subkomdrkowych [es]. Stwierdzono, ze
podanie 1 nM melatoniny komoérkom linii MDCK
powoduje wzrost syntezy kalmoduliny. Co wiecej,
po czterodniowym podawaniu hormonu zaobserwo-
wano 78% wzrost iloSci kalmoduliny we frakcji
btonowej i 60% spadek jej zawartosci w cytosolu.
Nie zaobserwowano natomiast zmian ilosci kalmo-
duliny w jadrze komorkowym [68-70].

Wydaje sie, ze redystrybucja kalmoduliny jest
aktywacjg kinazy biatkowej C.
Dziatanie melatoniny polega na stymulacji aktywno-

spowodowana

$ci tej kinazy, co w efekcie prowadzi do fosforylacji
biatek zaleznych od kalmoduliny. Ufosforylowane
biatka nie tgczg sie z kalmoduling, a nawet odtgczaja
od niej, a wolna kalmodulina jest transportowana do
frakcji btonowej. Przemieszczajgca sie kalmodulina
wigze rézne biatka btonowe (takze o aktywnosci en-
zymatycznej), co moze ttumaczy¢, dlaczego melato-
nina wywotuje tak wiele efektow [es].

IV-3. Oddzialywanie z PKC

Mikrotubule sg zakotwiczone w filamentach po-
Srednich rozrzuconych rownomiernie po calej cyto-
plazmie, a takze w strefie okotojgdrowej [60, 71].
Podanie 1 nM melatoniny zmienia rozmieszczenie i
ksztatt tych filamentow. Stajg sie one krotkie, cienkie
i znikajg ze strefy okotojadrowej [60]. Wptyw mela-
toniny na filamenty posrednie moze by¢ skutkiem jej
oddziatywania z PKC, gdyz rozmieszczenie filamen-
tow posrednich zalezy od fosforylacji przez PKC
jednego z biatek tworzacych filamenty — wimenty-
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ny [60, 72]. Kinaza biatkowa C jest aktywowana
przez jony wapnia i diacyloglicerol (DAG), a akty-
wacjajest poprzedzona translokacjg kinazy z cytoso-
lu do frakcji btonowej. Aktywna PKC przemieszcza
sie w rejon cytoszkieletu, gdzie fosforyluje wimenty-
ne, powodujac zniszczenie struktury filamentéw [60,
73, 74], Zarowno melatonina jak i estry forbolu,
bedgce aktywatorem PKC — powodujgjej transloka-
cje do frakcji okotobtonowej, a fosforylacja wimen-
tyny jest stymulowana przez oba zwigzkijuz po 5mi-
nutach inkubacji. Melatonina moze wobec tego po-
wodowac rozproszenie filamentow posrednich dzie-
ki oddziatywaniu z PKC.

IV-4. Melatonina jako przeciwutleniacz
Oprécz detoksykacji komorki przez melatonine w

regulacji
(dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, reduktaza glu-

wyniku ekspresji  niektérych genéw
tationowa, peroksydaza glutationowa) oraz na sku-
tek hamowania aktywnos$ci enzyméw powodujacych
powstawanie wolnych rodnikéw (syntaza tlenku azo-
tu) — moze ona dziataé jako przeciwutleniacz i wy-
miatacz wolnych rodnikéw. Melatonina usuwa m.in.
tlen singletowy — '0 2, , nadtlenek wodoru — H20 2,
tlenek azotu — N O’,jon peroksynitrowy — ONOO",
kwas peroksynitrowy — ONOOH oraz rodniki pe-
roksylowe [75].

Wiasciwos$ci redukujgce indoli i ich pochodnych
sg znane od dawna. Okoto 10 lat temu odkryto, ze
melatonina neutralizuje wysoko reaktywny rodnik
wodorotlenowy [75, 76], Od tamtego czasu pojawito
sie wiele prac, ktére dowodzg, ze hormon ten ijego
metabolity sg wyjgtkowo efektywnymi wymiatacza-
mi wolnych rodnikéw i dziatajagcymi na terenie
catego organizmu przeciwutleniaczami. Warte pod-
kreSlenia jest to, ze melatonina usuwa wolne rodniki
tak w $rodowisku hydrofilowym, jak i hydrofobo-
wym, jest przy tym znacznie skuteczniejsza od wita-
miny C, witaminy E oraz glutationu [75].

Tlen czasteczkowy przechodzi w stan wzbudzenia
tworzac tlen singletowy (Ryc. 4). Melatonina usuwa
powstaty w wyniku dziatania UV tlen singletowy ze
statg szybkoscig 2, 2 X 107 M 151 [75, 77]. Dodanie
jednego elektronu do tlenu prowadzi nastepnie do
powstania anionorodnika ponadtlenkowego (Ryc. 4),
ktorego kazda komdérka moze w ciggu 24 godzin wy-
produkowa¢ 2 X 1010 czgsteczek [75, 78]. Aniono-
rodnik ten pojawia sie¢ w komdrkach fagocytujacych
oraz w intensywnie wytwarzajacych ATP mitochon-
driach. Powstaje tez podczas autooksydacji katecho-
lamin, soli kwasu foliowego oraz niektérych toksyn i
lekéw. Jest on wysoce toksyczny, a jego obecnos$¢
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dodatkowo utatwia powstawanie znacznie bardziej
reaktywnych rodnikéw. Nie wykazano zdolnosci
melatoniny do usuwania anionorodnika ponadtlen-
kowego [75], niemniej Hardaland i wsp. [79]
wysuneli hipoteze, ze moze on byé przez melatonine
usuwany. W ich teorii melatonina tgczac sie z rodni-
kiem wodorotlenowym daje zwigzek, ktory nastep-
nie tagczy sie z anionorodnikiem ponadtlenkowym
tworzgac A'-metylo-./Vz2-formylo-5-rnetoksykynur-
amine (AFMK). Szlak taki nie zostat jednak jeszcze

jednoznacznie opisany.

GRd
HOZ A
A GSH GSSG
‘ GPx A
SOD™N » H,0 +
0, || H,0, » OH
\\ | 1 '
\\\ || sop/ A
\\ \ 4 /
4 . ‘
0;
<
v v N ;
0, 4
) ONOO » ONOOH
L-arginina NQg » NO'

Ryc. 4. Powstawanie wolnych rodnikéw w organizmach zywych. '0 2
— tlen singletowy, 0-2— anionorodnik ponadtlcnkowy, H02
— rodnik wodoronadtlcnkowy, H20 2— nadtlenek wodoru, OH

— rodnik wodorotlenowy, ONOO — jon peroksynitrowy,
ONOOH — kwas peroksynitrowy, NO —tlenek azotu, GRd —
reduktaza glutationowa, GPx — peroksydaza glutationowa,

GSH — zredukowany glutation, GSSG — utleniony glutation,
SOD — dysmutaza ponadtlenkowa, NOS — syntaza tlenku
azotu.

Kolejny toksyczny zwigzek to nadtlenek wodoru
(H20 2) powstajacy podczas dysmutacji anionorodni-
ka ponadtlenkowego przez dysmutaze ponadtlen-
kowa, jak rdédwniez w wyniku innych reakcji.
Wewnatrzkomdrkowe stezenia nadtlenku wodoru sg
kontrolowane dziataniem katalazy i peroksydazy
glutationowej (Ryc. 4). Usuwanie H20 2 przez mela-
tonine jest zalezne od stezenia hormonu i nastepuje
w dwoch etapach. Pierwszy etap zachodzi ze statg
szybkoscig 2, 3 x 10s M'1 s'L Drugi jest znacznie
wolniejszy, a predkos$¢ usuwania H:20:2 stopniowo
maleje. Podczas neutralizacji H20 2 melatonina jest
przeksztatcana w AFMK (Ryc. 5). Doswiadczenia,
ktére doprowadzity do powyzszych wnioskéw, byty
przeprowadzane in vitro. Jezeli proces usuwania
H20 2 przez melatonine zachodzi takze w komaérkach,
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to melatonina odgrywa obok katalazy i GPx klu-
czowg role w usuwaniu tego zwigzku [75].

Rodnik wodorotlenowy powstaje na dwa sposoby:
po pierwsze — w wyniku rozszczepienia wody pod
wptywem promieniowania jonizujgcego i po drugie
— podczas oddziatywania H202 z metalami przejs-
ciowymi w reakcji Fentona (Ryc. 4). Jest on najbar-
dziej reaktywnym rodnikiem. Powoduje znaczace
uszkodzenia sgsiadujagcych z nim czasteczek takich
jak: RNA, DNA, lipidy, biatka czy weglowodany.
Jednak z powodu wysokiej reaktywnosci dziata on
tylko w niewielkiej odlegto$ci od miejsca powstania.
Ochrone przed tym rodnikiem stanowi wiele mecha-
nizmow obronnych takich jak usuwanie H202 w re-
akcjach katalizowanych przez katalaze i peroksyda-
ze glutationowg, chelatowanie jon6éw dwuwartoscio-
wych biorgcych udziat w reakcji Fentona, dziatanie
eliminowanie

przeciwutleniaczy, reperowanie i

uszkodzonych przez rodnik wodorotlenowy

zwigzkow. Melatonina jest znacznie bardziej efek-
tywnym wymiataczem OH niz glutation i mannitol.

H
% N > N. _CH,

H.C

= 5

MELATONINA

X
o : N._ _CH,
HC ) :
W 1L® O
NN 0
¥
DIOKSETAN
|
o
Y e
) CH,
o
5 N/ H

[

| |
| N'-ACETY LO-NZ-FOIiMYLO-S-M ETOKSYKYNURAMINA!

Ryc. 5. Usuwanie nadtlenku wodoru przez melatonine.

Szybkos$¢ reakcji usuwania rodnika wodorotlenowe-
go w jej obecnos$ci wynosi okoto 1,2 X 1010 M”s'1
[75, 80, 81]. Kazda czasteczka melatoniny potrafi
usuna¢ dwa rodniki wodorotlenowe, w reakcji ktéra
prowadzi do powstania cyklicznej 3-hydroksymela-
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toniny (3-OHM) [75] (Ryc. s). 3-OHM zostata wy-
kryta w moczu ludzi i szczuréw. Zwigzek ten jest
markerem ilosci rodnika wodorotlenowego usuniete-
go przez melatonine.

H
0 N_ _CH,
HC Y - :
(0]
N
MELATONINA H
OH
o) HO CH
H,C
N
H
A
Y
A
) {
o) HO
H,C - y
2N+ XH,
N v
H
OH
OH
O ~ HO
H,C —
H
" L —N.__CH,
H
o)

CYKLICZNA 3-HYDROKSYMELATONINA

Ryc. 6. Usuwanie rodnika wodorotlenowego przez melatoning.

Ze wzgledu na swojg strukture elektronowg azot
moze tworzy¢ wiele reaktywnych zwigzkéw. Badano
interakcje melatoniny z nastepujagcymi wysokoreak-
tywnymi zwigzkami zawierajagcymi azot — tlene-
kiem azotu (NO¥*), jonem peroksynitrowym
(ONOO) i kwasem peroksynitrowym (ONOOH)
(Ryc. 4).

Tlenek azotu jest produkowany przez syntaze
tlenku azotu w obecnosci L-argininy jako substratu.
Ma krotki okres péttrwania (we krwi ponizej 1s, aw
tkankach 6-10 s). Peini wiele waznych funkcji za-
rowno w organizmach zwierzecych jak iroslinnych.
Jednak oprocz pozytywnych efektéow dziatania tlen-
ku azotu sg i negatywne. Zwigzek ten moze by¢ tok-
syczny, gdyz bierze udziat w wielu procesach neuro-
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degeneracyjnych [75, 82], Wykazano, ze melatonina
usuwa tlenek azotu, a szybkos$¢ tej reakcji wynosi
3,0 x 107M "1s'1[75, 81, 83],

Tlenek azotu reaguje z rodnikiem ponadtlenko-
wym tworzagc ONOQO'. Reakcja tajest 3 razy szybsza
niz usuwanie rodnika ponadtlenkowego przez SOD.
Jon peroksynitrowy ma wtasciwosci nitrujgce ijest
silnym utleniaczem. W fizjologicznym pH jon pe-
roksynitrowy szybko przytgcza proton i powstaje
kwas peroksynitrowy, zwigzek powodujgcy powsta-
wanie wielu silnych utleniaczy. Zar6wno ONOO'jak
i ONOOH reagujag z melatoning. Jednym z produk-
tow tej reakcjijest hydroksymelatonina, ktdra jest ta-
kze produktem degradacji melatoniny. Co wiecej,
melatonina zapobiega nitrozowaniu tyrozyny [7s,
84],

Melatonina bierze takze udziat w usuwaniu rodni-
kow peroksylowych (ROO’). Hormon ten jest dwa
razy bardziej efektywnym przeciwutleniaczem niz
witamina E [75, 85], Jednak badania nad rodnikiem
lipoperoksylowym [75, s6s-88] wykazaty, ze melato-
nina jest gorszym wymiataczem tego rodnika od
a-tokoferolu. Usuwa takze rodnik aloksylowy [75,
89] i kwas nadchlorowy [9, 75, ss, 90].

Melatonina lokalizuje sie na powierzchni bton ko-
maérkowych w poblizu polarnych gtéw fosfolipidéw,
co umozliwia ochrone bton komdrkowych przed
utlenianiem [9, 91]. Dodatkowo zmieniajac ptynnosé
bton bardzo skutecznie wusuwa rodniki zanim
uszkodzg lipidy i biatka btony komorkowej [9, 92,
93],

V. Podsumowanie

Melatoninajest hormonem, ktdry dziata w komor-
ce za posrednictwem zarowno receptoréw biono-
wych, jak ijadrowych oraz bezposrednio oddziatuje
ze zwigzkami znajdujgcymi sie w cytoplazmie.
Wptywa ona na poziom wielu wtérnych przekazni-
kow informacji, takich jak cAMP, cGMP, Ca2+i IP3,
zmienia strukture cytoszkieletu, modyfikuje aktyw-
nosé enzymoéw, wptywa na ekspresje gendéw oraz jest
bardzo efektywnym przeciwutelniaczem i wymiata-
czem wolnych rodnikéw. Jej przewaga nad innymi
zwigzkami o podobnym dziataniu przeciwutle-
niajagcym wynika m.in. z tego, ze melatonina przeni-
ka swobodnie przez wszystkie bariery w organizmie:
btony komérkowe, bariera krew-mézg itp. [4], Tak
szeroki zakres dziatania tego hormonu stwarza mo-
zliwo$¢ wykorzystania go w terapii wielu chordb.
Trwajg badania nad zastosowaniem melatoniny w le-
czeniu nowotworéw, choroby Alzheimera, Parkinso-
na, czy cukrzycy. Wydaje sie niemozliwe, aby poda-
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nie hormonu o tak szerokim spektrum dziatania nie

powodowato skutkéw ubocznych —

chociaz jak

dotad nie wykazano jednak szkodliwego dziatania

melatoniny. Dalsze badania prowadzone na pozio-

mie komdrkowym wydajg sie niezbedne dla zrozu-

mienia roli, jaka melatonina petni w organizmach zy-

wych.
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Proby zastosowania terapii
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chorobie tkanki tgcznej — wrodzonej tamliwosci kosci

Attempts toward gene therapy of the dominant negative
disorder of connective tissue — osteogenesis imperfecta
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I. Wprowadzenie

Osteogenesis imperfecta (01) jest autosomalng
genetyczng grupa schorzen tkanki tgcznej, ktoérej
gtownym objawem klinicznym jest kruchos$¢ itamli-
wos¢ kosci [1-3], W 1979 r. Sillenceiwsp. [4] na
podstawie klinicznych, genetycznych iradiograficz-
nych cech wyodrebnili 4 typy choroby (Tabela 1).
Typ | charakteryzuje sie najtagodniejszymi objawa-
mi takimi jak: niebieska twardéwka, nieliczne
ztamania lub ich brak, podczas gdy typ Il choroby
jest Smiertelny. Noworodki rodzag sie z licznymi
ztamaniami zeber i kosci dtugich, niezmineralizo-
wang czaszka, abezposrednia przyczyng Smierci jest
ich niewydolno$¢ oddechowa. Typ Il charakteryzuje
sie wielokrotnymi ztamaniami, postepujaca defor-
macja sylwetki, niskim wzrostem, trojkatna twarzg;
tagodniejsza w przebiegu jest choroba typu IV.

W ponad 90% przypadkéw 01 stwierdzono muta-
cje w genach kodujgcych kolagen typu | [5-7]. Poza
nielicznymi przypadkami choroby typu Ill o charak-
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terze recesywnym, wrodzona tamliwos$é kosci jest
dominujgcg chorobg genetyczng. Choroba jest okre-
$lana mianem dominujacej wowczas, jezeli ujawnia
sie u osobnika heterozygotycznego, w przeciwien-
stwie do choroby recesywnej ujawniajacej sie jedy-
nie u homozygoty. Ol typu Il (letalnego) wyste-
pujaca w potomstwie zdrowych fenotypowo rodzi-
cOw jest najczesdciej wynikiem nosicielstwa mutacji
przez ktérego$ z rodzicow [s] lub powstania mutacji
de novo. Ryzyko odziedziczenia mutacji od rodzica
obcigzonego nosicielstwem wynosi 6-7% [s], Ol na-
lezy do chordb rzadkich, gdyz czesto$¢ wystepowa-
nia szacuje sie na 1+ do 10 ocoo urodzen.

Tabela 1

Charakterystyka wrodzonej famliwosci kosci

Typ choroby Objawy kliniczne

do syntezy kolagenu o nieprawidtowej strukturze i
funkcji [11].

I1-1. Mutacje hamujace ekspresje genu COLIAI

Mutacje wystepujgce w regionie promotora lub
mutacje wprowadzajgce przedwczesne kodony ter-
minacyjne w jednym z alleli genu COLIAIl ko-
dujacych tancuch proal prokolagenu typu | moga
spowodowa¢ zahamowanie jego ekspresji (ang. nuli
allele) [12-14], Rowniez mutacje zmieniajgce ramke
odczytu kodonéw mogg obnizy¢ stabilno$¢ zaréwno
zmutowanego mRNA jak i biatka. W konsekwencji

Dziedziczenie Typ mutacji

Niebieska twardéwka, utrata stuchu, tagodne

| (tagodn
(fagodny) ztamania kosci
Il (Ictaln
( y) zmineralizowana czaszka
Il (postepujaco-
deformujacy) wzrost, skolioza, osteoporoza

IV (umiarkowanie

deformujacy) nienie zabiny, niski wzrost

Aby przejs¢ do omdwienia strategii terapii geno-
wej, niezbedne jest poznanie podtoza molekularne-
go i biochemicznego choroby. R6zna ekspresja mu-
tacji i zwigzane ztym rozne postacie choroby stano-
wig podstawe w planowaniu terapii antysensowej.
Duze nadzieje wigzane sg z uzyciem rybozymow
jako czynnikéw terapeutycznych w leczeniu niekt6-
rych choréb wirusowych i nowotworowych. Zasto-
sowanie ich w przysztej terapii genowej domi-
nujacych chordb genetycznych, takich jak osteoge-
nesis imperfecta, wydaje sie rowniez by¢ obie-
cujace.

I1. Podtoze molekularne choroby

Biochemiczne i molekularne badania wykazaty, iz
przyczyng choroby jest mutacja w genie COLIAI lub
COL1A2 kodujacych kolejno tancuchy al ia2 kola-
genu typu I, stanowigcego gtdwne strukturalne
biatko skory, kosci i $ciegien [9, 10]. Zmutowane
geny, w zalezno$ci od rodzaju mutacji, albo nie ule-
gajg ekspresji, czego nastepstwem jest brak zmuto-
wanego kolagenu, albo ulegajg ekspresji prowadzac
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Bardzo liczne ztamania ko$ci dtugich i zeber, nie- Dominujace,

tamliwos¢ i tukowato$¢ kosci dtugich, zwyrod-

Dominujace COLIAI ,nuli allele”
COLIAI i COL1A2: substytu-

nowe mutacje cje glicyny, dclecje egzonéw

tamliwo$¢ kosci, deformacja szkieletu, niski Dominujagce, nowe COLIAI i COL1A2: substytu-

mutacje, reccsywnc cje glicyny, dclecje egzonéw

COLIAI i COL1A2: substytu-

Dominujace . . . .
cje glicyny, dclecje egzonéw

syntetyzowany jest tylko kolagen o prawidiowej
strukturze, jednak w zredukowanej o potowe ilosci.
Tego rodzaju mutacje wykryto w najtagodniejszej
chorobie typu I. Fakt, iz brak ekspresji zmutowanego
allelu zwigzany jest z najtagodniejszymi objawami
choroby, sugeruje mozliwo$¢ leczenia ciezszych
przypadkéw Ol poprzez supresje zmutowanego alle-
lu.

11-2. Zmutowane geny COL1A1l lub COL1A2
ulegajgce ekspresji

Zmutowane geny COLIAI lub COL1A2 stwier-
dzone w chorobie o ciezkim jej przebiegu (typ I i
1V), oraz w przypadkach letalnych ulegaja ekspresji
prowadzgc do syntezy kolagenu o nieprawidiowej
strukturze i funkcji [5-7, 9, 10].
czasteczce kolagenu wystepuja dwa tancuchy a 1 ije-

Poniewaz w

den a.2, w przypadku obecnos$ci mutacji w genie ko-
dujgcym tancuch a2, potowa czgsteczek kolagenu
bedzie zawierata zmutowany tancuch. Natomiast
wystapienie mutacji w genie COLIAIl spowoduje
wzrost ilosci czgsteczek zmutowanego kolagenu do
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75%. Wiekszo$¢ mutacji wystepuje w domenie po-
trojnej helisy kolagenu o regularnej strukturze [9,
10]. Kazdy tancuch kolagenowy zawiera 338 nie-
przerwanych tripletéw nukleotydéw GXY, gdzie G
oznacza glicyne, w miejscu X wystepuje czesto pro-
lina, aw Y hydroksyprolina. Obecnos$¢ glicyny jako
co trzeciego aminokwasu w tancuchu polipeptydo-
wym jest niezwykle istotna w tworzeniu i funkcjono-
waniu potréjnej helisy kolagenu, poniewaz jedynie
ten aminokwas moze zmie$ci¢ sie w centralnym
rdzeniu helisy. Wiekszo$¢ mutacji (85%) stwierdzo-
nych w genach kolagenowych prowadzi do substytu-
cji glicyny przez inny aminokwas: cysteine, argini-
ne, seryne, waline, alaning, kwas asparaginowy,
kwas glutaminowy czy tryptofan. Do innych czesciej
spotykanych nalezg mutacje zaburzajgce sktadanie
RNA (ang. exon splicing), czego wynikiem sg dele-
cje egzonow lub insercje [5-7].

I1l. Konsekwencje mutacji: od mutacji do
ztamania kosci

I11-1. Wplyw mutacji na ekspresje kolagenu

Tworzenie potréjnej helisy kolagenu rozpoczyna
sie od asocjacji tancuchéw w C-kohncowym propep-
tydzie iprzebiega w kierunku N-kornca [9, 10]. Przed
utworzeniem helisy wolne tafcuchy polipeptydowe
ulegaja modyfikacjom: prolina i lizyna hydroksyla-
cji, a hydroksylizyna glikozylacji. Podstawienie gli-
cyny przez inny aminokwas spowalnia izaburza two-
rzenie helisy [15], a niezwigzane cze$ci tancuchow
ulegajg niekontrolowanej modyfikacji od miejsca
mutacji do N-konca (ang. overmodification) [16],
Dochodzi do zaburzen sekrecji kolagenu zawie-
rajacego zmutowane tancuchy. Wewnatrzkomorko-
wa akumulacja zmutowanego kolagenu z obnizong
najczesciej stabilno$ciag termiczng prowadzi do jego
zwiekszonej degradacji [17, 18]. Mutacje wptywaja
na tkanke tgczng w sposéb dominujgco-negatywny
(ang. dominant negative mutations), a to oznacza, ze
produkt genu zmutowanego moze doprowadzi¢ do
zniszczenia produktu genu prawidtowego. W przy-
padku kolagenu typu I, obecno$¢ jednego zmutowa-
nego tancucha np. al, jako produktu zmutowanego
allelu genu COLIAI, moze spowodowaé¢ degradacje
catej czgsteczki kolagenu wraz z dwoma pozo-
statymi tancuchami o prawidtowej strukturze tj. al
jako produktu normalnego allelu genu COLIAI ia2
jako produktu normalnego genu COL1A2 [9]. Sekre-
cja zmutowanych czasteczek kolagenu itworzenie z
ich udziatem witdkien kolagenowych moze doprowa-
dzi¢ do zmiany struktury, zaburzen interakcji z inny-
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mi biatkami kolagenowymi iniekolagenowymi, oraz
ich nieprawidtowej mineralizacji [19-21].

111-2. Specyficzno$¢ tkankowa ekspresji
zmutowanego kolagenu

Wiekszo$¢ badan nad wptywem mutacji na eks-
presje i metabolizm kolagenu przeprowadzono w
kulturach fibroblastéw pochodzgcych od chorych.
Poniewaz jednak gtéwnym objawem choroby jest
tamliwo$¢ kosci, w poznaniu patofizjologii choroby
bardziej istotnym, chociaz trudniej dostepnym mate-
riatem sg osteoblasty. Nieliczne wyniki uzyskane
m.in. w naszym laboratorium, jak: szybsza sekrecja
zmutowanego kolagenu przez osteoblasty niz fibro-
blasty, wyzsza jego stabilno$¢ termiczna, a zatem
nizsza degradacja w osteoblastach niz w fibrobla-
stach, wskazujg na specyficznos$¢ tkankowa ekspre-
sji zmutowanego kolagenu [22, 23]. Stwierdzono
rowniez wyzszg zawarto$¢ zmutowanego kolagenu,
w stosunku do prawidtowego, w osteoblastach niz w
fibroblastach [23], a nawet obecno$é zmutowanych
molekut kolagenu tylko w kosciach przy ich braku w
skorze [24].

IV. Myszy transgeniczne jako modele
wrodzonej tamliwosci kosci u ludzi

Obecne badania majg na celu sprawdzenie efek-
tow terapii genowej u myszy transgenicznych z obja-
wami Ol wystepujgcymi u ludzi, a spowodowanymi
wprowadzonymi zmutowanymi genami kolageno-
wymi. W pierwszych doswiadczeniach z transge-
nicznymi myszami uzyskano wprawdzie ekspresje
zmutowanego genu COLIA I, lecz byty to przypadki
letalne [25-27]. Chociaz ze wzgledu na letalny feno-
typ nie mozna ich byto uzy¢ do badan, jednakze byty
one dowodem potwierdzajagcym, iz bezposrednig
przyczyng choroby sg mutacje w genach kodujgcych
kolagen typu I. W laboratorium Jackson stworzo-
no transgeniczng mysz nazwang oim, z typowymi ob-
jawami ludzkiego typu Il OIl, lecz z recesywnym
sposobem dziedziczenia defektu kolagenowego [28].
Z powodu delecji nukleotydu 3983 w genie COL1A2
nie zachodzita synteza tancuchéw proaz kolagenu
typu I, tworzyt sie zatem homotrimer sktadajacy sie z
trzech tafncuchow al [21]. Optymistyczne dla
przysztej terapii genowej byto uzyskanie Kkilku linii
transgenicznych myszy z ré6znym poziomem ekspre-
sji tej samej mutacji [29]. U myszy z duzg liczbg ko-
pii zmutowanego genu i wysokim poziomem ekspre-
sji mutacji stwierdzono bardzo duzo ztaman charak-
terystycznych dla letalnego typu Il choroby. Jedna-
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kze u myszy z nieco nizszg liczbg kopii zmutowane-
go genu i nizszym poziomem jego ekspresji, stwier-
dzono tagodne objawy choroby, lub nawet ich brak.
Powyzsze obserwacje byty podstawg do przypusz-
czen, iz stosunkowo niewielkie obnizenie poziomu
ekspresji zmutowanego kolagenu, po zastosowaniu
terapii genowej, mogtoby ztagodzié¢ objawy choro-
bowe. Ciggle jednak brakowato odpowiedniego mo-
delu myszy tgczacego wszystkie cechy charaktery-
styczne dla ludzkiej tamliwos$ci kosci. Dopiero w la-
boratorium M ar in i [30] udato sie po raz pierwszy
stworzy¢ mysz z nieletalnymi objawami choroby,
ktérej genom zawiera w komdrce pojedyncza kopie
mutacji powodujgcej typowga substytucje glicyny
przez cysteine w tancuchu a 1w pozycji 349 [22] pod
kontrolg endogennego promotora. Uzyskano specy-
ficzng tkankowo ekspresje allelu normalnego i zmu-
towanego, dominujacy spos6b dziedziczenia mutacji
i charakterystyczng dla o1 r6znorodno$¢ objawow
klinicznych. Model tenjest nie tylko idealny do prze-
testowania terapii genowej [31], ale rowniez w po-
szukiwaniach innych czynnikéw wptywajacych na
fenotyp [32], zwazywszy fakt wystepowania rézno-
rodnej ekspresji tej samej mutacji w kilku przypad-
kach u ludzi [3, 33].

V. Terapia komdrkowa

W planowaniu terapii komoérkowej réznych cho-
réb, w tym réwniez o1 wykorzystuje sie fakt, iz ko-
morki zrebu szpiku kostnego réznicujg sie w rézne
typy komérek, witgczajagc komérki osteoblastéw
[34-36]. Mogg one by¢ izolowane ze szpiku kostne-
go, gdyz przytwierdzajg sie do podtoza hodowlane-
go, a po ich wprowadzeniu do organizmu (dozylnym
lub bezposrednim do jamy szpikowej kosci dtugich)
z niewielkg wydajno$cig moga inkorporowa¢ do ko-
§ci [37-40]. W laboratorium Prockopa [37] zorga-
nizmu myszy transgenicznej wyizolowano komdarki
zrebu szpiku kostnego i dokonano ich wlewu do
zdrowej myszy, wczesniej naswietlonej w celu umo-
zliwienia implantacji nowego szpiku. W ciggu 1-5
miesiecy po wlewie, komorki potomne zrebu szpiku
kostnego stanowity 2-12% komdrek wykrytych w
kosdciach, ale r6wniez w szpiku, $ledzionie, ptucach i
chrzastce biorcy. Ekspresja zmutowanego genu za-
chodzita jednak jak oczekiwano tylko w kosciach,
brak jej natomiast byto w innych tkankach, w ktd-
rych nie zachodzi synteza kolagenu. W innym do-
Swiadczeniu wprowadzono mysie samcze komorki
zrebu szpiku kostnego do samicy iw 4-19% komorek
kultur pochodzacych ze skory czy chrzastki biorcy
wykryto chromosom Y [38]. Wazne byto, iz komdrek
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dawcy nie wykrywano w pierwszym dniu czy tygo-
dniu po wlewie. To oznacza, iz komoérki donorowe
wszczepiajg sie najpierw w szpik kostny, a nastepnie
komorki potomne wedrujg do tkanek niekrwiotwér-
czych inabywajg ich fenotyp [34]. Na bazie tych od-
kry¢ [34-40] podjeto sie préby terapii komérkowej u
trojga dzieci z ciezkimi objawami wystepujagcymi w
Il typie 01 [41]. Po 3 miesigcach od przeprowadzo-
nej allogenicznej transplantacji szpiku kostnego,
1.5-2% komdrek kosci beleczkowatej biorcy pocho-
dzito od donora. Histologiczne badanie kosci wyka-
zaty wzrost gestosci i mineralizacji kosci, a co za tym
idzie zmniejszenie ilosci ztaman.

VI. Terapia genowa

W terapii genowej choréb dominujacych, takich
jak wrodzona tamliwo$¢ kosci, wymagany jest
zupetnie inny kierunek dziatania niz w przypadku
choréb genetycznych recesywnych. W przypadku
choréb recesywnych objawy kliniczne wynikajg z
obecnos$ci nieaktywnego produktu genu lub jego bra-
ku, stad tez celem terapii genowej jest wprowadzenie
egzogennego genu brakujacego lub nieaktywnego
biatka, a w efekcie przywrdcenie jego funkcji i
ustgpienie objawow klinicznych. Inaczej jest w przy-
padku o1, gdzie objawy choroby sg konsekwencjg
nie braku, a obecnosci produktu zmutowanego genu,
biatka o nieprawidtowej strukturze. Skutki mutacji w
genach kolagenowych amplifikujg sie, poniewaz
zmutowane czasteczki kolagenu wywierajg destruk-
cyjny wptyw na funkcje kolagenu prawidtowego i
metabolizm innych biatek tkanki tgcznej. Ta sytuacja
nie moze by¢ odwr6cona poprzez wprowadzenie pra-
widtowego genu kolagenowego do defektywnej
tkanki. Konieczne jest w tym przypadku zablokowa-
nie ekspresji zmutowanego allelu genu kolagenowe-
go [40, 42-47],

V1.1, Zastosowanie antysensowych oligo-
nukleotydow

W celu selektywnego zahamowania lub zreduko-
wania ekspresji zmutowanego allelu podjeto proby
zastosowania antysensowych oligonukleotydéw. Sa
to krotkie odcinki DNA lub RNA $cisle wigzace sie z
docelowym mRNA i zapobiegajagcego jego transla-
cji. Wewngtrzkomdrkowe enzymy rozpoznajg i tra-
wig mMRNA sparowany z DNA. Transfekujgc kultury
fibroblastow pochodzacych od chorych antysenso-
wymi oligonukleotydami, uzyskano cze$ciowg re-
dukcje
50%-owg supresje syntezy zmutowanego kolagenu

ekspresji  gendéw kolagenowych  [48].
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osiagneli Wang i Marini[49], jednak kosztem
eliminowania produktu genu zmutowanego nastepo-
wata réwniez redukcja kolagenu prawidtowego do
20%. Zwigzane jest to z wysoka powtarzalnos$cia se-
kwencji regionéw kodujgcych genow kolagenu typu
I i wynikajaca z tego powodu niespecyficznoscia
wigzania antysensowych oligonukleotydow do
mMRNA. Tym niemniej zastosowanie antysensow-
nych oligonukleotydéw w terapii genowej myszy
transgenicznej z letalnym fenotypem pozwolito na
uzyskanie redukcji ekspresji zmutowanego genu ko-
lagenowego, jak réwniez znaczng redukcje ztaman

kosci [50].
V1-2. Zastosowanie rybozyméw ,,hammerhead”

W celu zwiekszenia specyficznosci wiazania sie z
mRNA, zamiast antysensowych nukleotydéw zasto-
sowano rybozymy, krdtkie czasteczki RNA posia-
dajace zdolno$¢ do przeprowadzania autokatalitycz-
nej reakcji bez udziatu biatek i tworzenia wigzan ko-
walencyjnych w czasteczce kwasu nukleinowego.
Do znanych klas rybozymdéw nalezg: introny grupy |,
rybonukleaza P, rybozymy o strukturze drugorzedo-
wej w ksztatcie mtotka (ang. hammerhead) lub spin-
ki do wtoséw (ang. hairpin), oraz wirus zapalenia
watroby typu D (HDV). Introny grupy |, zdolne do

1\

CU G —»A

rybozym 3

zahamowanie ekspresji mutacji odpowiedzialnych
za wrodzong tamliwo$¢ kosci zastosowano rybozy-
my ,,hammerhead”, ktére szerzej omawiane byty w
Postepach biochemii [57]. W naturalnym $rodowi-
sku, gdzie wystepuja rybozymy ,hammerhead”,
podczas replikacji RNA dziatajg one w uktadzie cis,
stanowiac wraz z substratem jedng cato$¢. Okazato
sie jednak, iz rybozymy reprezentatywne dla sateli-
tarnego RNA nici (+) wirusa pier$cieniowatej plami-
stosci tytoniu (sTRSV) moga réwniez przeprowa-
dza¢ reakcje katalityczng w uktadzie trans, gdzie
substrat i enzym sg oddzielnymi czasteczkami [58].
Centrum aktywne rybozymoéw samotnacych ,, ham-
merhead” przypomina ,,gtowe miotka” ijest utwo-
rzone przez trzy helikalne ramiona (Ryc. 1). Dwa z
nich, I i Ill, s3g odpowiedzialne za komplementarne
wigzanie sie rybozymu z substratem, ktérym w tera-
pii genowej Ol jest fragment zmutowanego mRNA.
W przeprowadzenie reakcji katalitycznej jest bezpo-
$rednio zaangazowane ramie Il, ktére skiada sie z
konserwatywnych nukleotydéw niezbednych dla za-
chowania aktywnosci rybonukleolitycznej. Ciecie
zachodzi za specyficznie rozpoznawang sekwencjg
tréjnukleotydowaq substratu, ktorg w przypadku sub-
stytucji glicyny przez waline w pozycji 85 fancucha
otl [59] jest GUA (Ryc. 1). Podczas katalitycznego
ciecia tylko substrat ulega przeksztatceniom, zas sam

11 Ryc. 1. Struktura rybozymu ‘’hammerheadl’
ze wskazaniem w substracie miejsca
cigcia za sekwencjg GUA, utworzo-

NNNNNNNNNNNCA NNNNNNNNNNNNN
nego na skutek substytucji glicyny
Val85 85 przez waline w fancuchu al kola-
substrat 5° +UGGCCUCCCUG GUA. AUGAAGGGACACA 18 * genu typu I Zmiana konserwatyw-

nych  nukleotydéw  (zaznaczona
strzatkami) w centrum aktywnym ry-

5° «"UGGCCUCCCUG GGA AUGAAGGGACACA o= 3'

Glyss

samodzielnego wycinania sig, stwierdzono najpierw
w jadrowym pre-rRNA Tetrahymena thermophila
[51], anastepnie w Eubacteriae, bakteriofagach, mi-
tochondriach grzybow, chloroplastach rosdlin i ge-
nach rRNA nizszych eukariontéw [52]. Rybonuklea-
za P jest enzymem wystepujacym u bakterii, m.in.
Escherichia coli, Bacillus subtilis i Salmonella ty-
phimurium [53]. Pozostate z wymienionych rybozy-
moéw wystepujg naturalnie w RNA wiruséw i wiro-
idow [54-56], W eksperymentach majgcych na celu
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bozymu prowadzi do jego inaktywa-
Gi.

rybozym uwalniany po przeprowadzonej reakcji jest
stale aktywny. Ze wzgledu na wyzsza specyficznos$¢
wigzania rybozyméw do mRNA, s3a one bardziej
obiecujgcym narzedziem w przysziej terapii genowej
Ol niz wspomniane wyzej oligonukleotydy. RNA
rybozymu moze by¢ syntetyzowane chemicznie lub
enzymatycznie przy pomocy polimeraz RNA (SPs
DNA w
uktadzie pozakomorkowym [60]. Sktad nukleotydo-

czy T7) transkrybujgcych matrycowe

wy wigzacych ramion i Ill nie jest $ci$le konserwa-
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tywny, zatem ich sekwencja moze byé zmieniona
prowadzac do syntezy rybozymdw specyficznych
dla okre$lonych substratow. Duze znaczenie w ak-
tywnosci rybozymu i specyficzno$ci substratowej
odgrywa dtugos¢ ramion wigzacych. Zbyt krotkie ra-
miona | i IIl moga by¢ przyczyna utraty swoistosci
enzymu, za$ zbyt dtugie moga zmniejszy¢ szybkosé
oddysocjowania produktow, co w konsekwencji
moze doprowadzi¢ do zablokowania katalitycznych
wiasciwosci czasteczek RNA. Rybozymy stosowane
w prébach redukcji ekspresji mutacji w genach kola-
genowych zawieraty w helisach I'illl po 9 lub 13 nu-
kleotydow [61, 62]. Grassi iwsp. [61] uzyskali in
vitro (w uktadzie pozakomoérkowym) wysoka specy-
ficzno$¢ dziatania pieciu réznych rodzajow rybozy-
mu w stosunku do zmutowanych alleli genéw kola-
genu typu I. Lokalizacja miejsca mutacji i specyficz-
nego ciecia zmutowanych alleli zachodzita specy-
ficznie rowniez w obecnosci réznych ilosci normal-
nych czasteczek mRNA, oraz catkowitego RNA
[61]. W tym samym laboratorium po raz pierwszy
uzyskano selektywne obnizenie o okoto 50% pozio-
mu mRNA kodujgcego zmutowany tafcuch a 1w ho-
dowli fibroblastow transfekowanych aktywnymi ry-
bozymami [62], W wyniku hydrolizy zmutowanego
MRNA, ilos¢ zmutowanego biatka kolagenu ulegta
znaczacej redukcji. Nalezy dodaé, iz stabilna ekspre-
sjarybozymoéw nie wptywata na zywotnos$¢ fibrobla-
stow, tak wiec odkrycia te sg obiecujgce w zastoso-
waniu ich jako czynnikow w przysztej terapii geno-
wej.

Znaczna cze$¢ mutacji zidentyfikowanych w Ol
(ponad 25% substytucji glicyny), jak rowniez niekto-
re polimorfizmy stanowig miejsca rozpoznawania i
ciecia przez rybozymy. W co pigtym przypadku Ol
mozna zastosowac strategie niezalezng od charakte-
ru mutacji, opierajac sie na selektywnym wigzaniu
sie rybozymu z transkryptem zmutowanego allelu,
gdzie wystepuje polimorfizm [63]. Tak wiec okoto
35-40% przypadkéw OI, poprzez zastosowanie su-
presji mutacji i zwigzanych z nig polimorfizmow,
mogtoby by¢ leczonych z wykorzystaniem specy-
ficznych wtasciwosci rybozymu [62].

VI-2.1. Strategia wprowadzenia rybozymow do
komorek docelowych

Zastosowanie rybozymu w terapii genowej Ol
wymagacé bedzie skierowania go do tkanki docelo-
wej. Komarki zrebu szpiku kostnego wydaja sie by¢
atrakcyjnym narzedziem w leczeniu réznych chordb
poprzez bezposrednie ich uzycie do terapii lub jako
wektorow do terapii genowej. Zalety ktérymi sie one
charakteryzujg to: 1) stosunkowa tatwos$¢ izolacji ze
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szpiku kostnego, hodowli in vitro i transfekcji gena-
mi terapeutycznymi, 2 ) potencjalnie moga by¢ izolo-
wane od tego samego pacjenta, ktory bedzie leczony,
przez co prawdopodobnie uniknie sie odpowiedzi
immunologicznej i innych reakcji ubocznych, 3) po-
tencjalnie mogg by¢ uzyte do leczenia chorob réz-
nych tkanek poprzez transfekcje komérek genami te-
rapeutycznymi kierowanymi przez promotory specy-
ficzne tkankowo [43]. Komdrki zrebu szpiku kostne-
go, pochodzace od myszy transgenicznych, po wielo-
krotnych pasazach ulegaty tatwo transdukcji wekto-
rem retro- i adenowirusowym [40, 64], Po 30-40
dniach od wprowadzenia do organizmu myszy ko-
maérek z retrowirusowym genem zawierajagcym mar-
ker, moznaje byto zlokalizowaé¢ wzdtuz powierzchni
beleczkowatej kosci, co sugeruje, iz komorki zwpro-
wadzonym egzogennym genem zachowaty zdolno$¢
tworzenia kosci in vivo [40]. Komdrki mysie zrebu
szpiku kostnego ulegaty tatwo transdukcji réznymi
innymi genami np. retrowirusowym wektorem pro-
(hGh) [65], Po
wewnatrzrdzeniowej iniekcji myszy, ekspresja hGh

dukujacym hormon wzrostu
zachodzita w kos$ciach i produkt genu wykrywano w
surowicy metodg ELISA.

Badano réwniez mozliwo$¢ transdukcji komorek
zrebu szpiku kostnego myszy transgenicznej oim
(syntetyzujacej homotrimer ztozony z trzech tancu-
chéw al, bez tancucha az2) genami kolagenowymi.
W tym celu jako wektora uzyto niereplikujgcego sie
adenowirusa typu 5 z usunietymi regionami EIl i E3.
Region EIl koduje wczesne biatko EI regulujace
transkrypcje, bez ktdrego niemozliwa jest wydajna
ekspresja tzw. genéw péznych i replikacja wirusa.
Region E3, ktdrego usuniecie zwieksza pojemnos$¢
wektora adenowirusowego, koduje co najmniej sie-
dem biatek, z ktérych jedno — gp 19k jest zdolne do
zmniejszania sity reakcji limfocytow T cytotoksycz-
nych. Mysi gen kodujacy tancuch
proa2(l) wprowadzono w region EIl z ekspresja kie-
rowang przez wczesny promotor ludzkiego cytome-
galowirusa [s6], Komdrki zrebu szpiku kostnego

myszy oim transdukowane adenowirusem zawie-

brakujacy

rajacym gen COL1A2 syntetyzowaty kolagen typu I
o prawidtowej strukturze, a wiec zawierajacy tancu-
chy al iaz2 wstosunku 2:1 ito zaréwno in vitro, jak i
in vivo.

Wektory retrowiruséw stabilnie integrujg do ge-
nomu docelowych komoérek, jednakze nie uzyskano
dtugoterminowej regulacji ekspresji zwewnetrznych
promotorow komérkowych. W niektérych przypad-
kach jest to spowodowane specyficznym dla komo-
rek macierzystych mechanizmem represji transkryp-
cji retrowiruséw. Stover iwsp. [67] zbadali eks-

23



presje samoinaktywujgcego sie wektora retrowiruso-
wego ze szczurzym promotorem COLIAI w kultu-
rach komorek zrebu szpiku kostnego réznicujagcych
sie w osteoblasty, oraz u myszy chimerycznej po-
wstatej z transdukowanych embrionalnych komérek
macierzystych. Uzyskane wyniki wskazywaty, iz sa-
moinaktywujgce sie wektory retrowirusa nie byty
stale inaktywowane w embrionalnych komoérkach
macierzystych i ulegaty specyficznej ekspresji w
osteoblastach zaréwno in vitro, jak i in vivo. Tak
wiec wektory te powinny by¢ uzyteczne w terapii ge-
nowej Ol skierowanej do kos$ci jako tkanki docelo-
wej.

VII. Uwagi koncowe

Osteogenesis imperfecta jest heterogenng grupg
genetycznych choréb wptywajgcych na integralnosé
tkanki tacznej, ktorych gtéwnym objawem jest tamli-
wosé kosci. Wiekszosé przypadkow OI jest wyni-
kiem mutacji wystepujacych w genach kodujacych
taricuchy polipeptydowe proal iproaz prokolagenu
typu I. Poniewaz Ol nalezy do chordb genetycznych
nieuleczalnych, terapia komoérkowa i genowa, testo-
wana na myszach transgenicznych wydaje sie by¢
obiecujgca w przysztym zastosowaniu jej do leczenia
ludzi. Mutacje w genach kolagenowych wptywaja na
tkanke tgczng w sposéb dominujgco-negatywny, po-
niewaz doprowadzajg one do niszczenia rdwniez pra-
widtowych produktow alleli genu, co oznacza degra-
dacje czasteczek kolagenu zawierajgcych tylko jeden
zmutowany tafncuch, a dwa pozostate normalne (ang.
procollagen suicide) [9]. Z tego powodu uzupetnie-
nie genow normalnych bez eliminacji lub wyciszenia
gendw zmutowanych nie przyniesie korzysci, jak to
dzieje sie w przypadku chordb recesywnych. Celem
terapii jest wiec wyeliminowanie lub zredukowanie
genu niosgcego mutacje i/lub réwnolegte uzupetnia-
nie genu prawidtowego. W ciezkich przypadkach
choroby poprzez zredukowanie ekspresji zmutowa-
nego allelu, terapia antysensowa mogtaby zreduko-
wac ilos¢ zmutowanego kolagenu i ztagodzi¢ objawy
do wystepujacych w typie | choroby. W przypadku
najtagodniejszego typu | choroby, gdzie skutkiem
mutacji jest nieaktywny allel, korzystne mogtoby
by¢ jego uzupetnienie, jak w przypadku chordb rece-
sywnych [es]. Co wiecej, taki kierunek dziatania
magtby by¢ zastosowany réwniez w ciezkich przy-
padkach choroby jako uzupetnienie terapii antysen-
sowej, gdzie po wyeliminowaniu lub wyciszeniu
genu zmutowanego madgiby byé wprowadzony gen
normalny. Chociaz takich badan jeszcze nie przepro-
wadzono, potencjalnie uzupetnienie normalnych ge-
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now kolagenowych mogtoby doprowadzi¢ do wzro-
stu ilosci prawidtowo funkcjonujacych molekut ko-
lagenu i do ztagodzenia objawéw choroby, a nawet
ich ustapienia [45]. Teoretycznie, w celu ztagodze-
nia objawoéw OlI, niejest konieczna 100 %-0wa supre-
sja zmutowanego genu, wystarczytoby uzyskac¢ po-
ziom ekspresji zmutowanego kolagenu jaki istnieje
w tkance kostnej u ludzi obcigzonych nosicielstwem
mutacji, a bedgcych najczesciej bezobjawowymi lub
z tagodnymi objawami choroby [s].

Obiecujace wydajg sie by¢ wyniki uzyskane na
mysich modelach z zastosowaniem komérek zrebu
szpiku kostnego jako wektoréw dostarczajacych
,narzedzi” do supresji ekspresji zmutowanego genu
i/lub dostarczajagcych normalnych genéw kolageno-
wych, do tkanki docelowej — kosci. Narzedziem ta-
oligonukleotydy
wigzace sie ze zmutowanym mRNA, lub jeszcze bar-

kim moga byé antysensowe
dziej specyficznie wigzace sie z docelowym mRNA
rybozymy. Zastosowanie rybozymu wydaje sie by¢
korzystniejsze z kilku wzgledéw [69]. Po pierwsze,
moga inaktywowa¢ mRNA bez udziatu enzyméw go-
spodarza, podczas gdy antysensowe oligonukleotydy
tworzg stabilne dupleksy degradowane przy udziale
Rnazy H. Po drugie, mogga cig¢ wiecej niz jedna ko-
pie mMRNA poprzez oddysocjowanie od produktu cie-
cia i wigzanie sie z innym mRNA. Po trzecie, wyka-
zujg duzo wyzszg specyficzno$¢ dziatania niz anty-
sensowe oligonukleotydy, poniewaz ich dziatanie
jest uzaleznione zar6wno od specyficznego wigzania
sie do mRNA, jak i specyficznego miejsca katali-
tycznego dziatania.

W celu osiggniecia ztagodzenia objawéw choro-
by, moze by¢ wymagana dtugotrwata supresja zmu-
towanego allelu. Mozna to osiggnac poprzez izolacje
preosteoblastéw szpiku kostnego i ich modyfikacje
przez uzycie retrowiruséw niosacych specyficzne ry-
bozymy. Po wprowadzeniu zmodyfikowanych ko-
morek do organizmu, utworzytyby one dojrzate oste-
oblasty ze statg ekspresjg rybozymu skierowanego
przeciwko specyficznej mutacji. Teoretycznie, na-
wet przejSciowa ekspresja rybozymu (s-12 miesie-
cy) mogtaby pozytywnie wptynaé na mechaniczne
wiasciwosci macierzy kosci, aczkolwiek nieznane sg
objawy uboczne jakie mogg towarzyszy¢ ekspresji
rybozymu w osteoblastach [62],
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Glikoproteina VI —
ptytki Krwi

receptor kolagenu aktywujacy

Glycoprotein VI — collagen receptor inducing platelet

activation

URSZULA KRALISZ
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IV. Budowa genu GPVI
V.  Przesytanie sygnatu za posrednictwem GPVI
V1. Fosforylacja tancucha y receptora Fc
VII. Motyw aktywujacy ITAM faricucha y receptora Fc
VIIIl. Motyw hamujacy ITIM biatka PECAM -1
IX. PodobieAstwo GPVI do receptoréw immunologicznych
X.  Peptydy podobne do kolagenu
XI.  Konwutksyna
XII. Udziat receptoréw kolagenu w adhezji, aktywacji
i agregacji ptytek krwi
XI11. Domeny btony wzbogacone w glikolipidy
XIV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: BCR — receptory antygenowe
limfocytéw B (ang: B-cell antigen receptor)-, Btk — kinaza tyro-
zynowa Bruton (ang: Bruton tyrosine kinase); CD — antygeny
réznicowania leukocytéw (ang: cluster of differentiation)-,
Csk-kinaza fosforylujgca C-terminalng reszte tyrozynowa kinaz
rodziny src (ang: carboxy-terminal src kinase)-, Cvx-konwulk-
syna (ang: convulxin); CRP — peptydy podobne do kolagenu
(ang: collagen relatedpeptides)-, DG — diacyloglicerol; domena
SH-domena homologiczna do obecnej w biatku src(ang: src ho-
mology domain)-, Gads — biatko adaptorowe podobne do Grb2
uczestniczace ponizej She (ang: Grb2-related adapter downstre-
am ofShe); GP — glikoproteina; Fak — kinaza ognisk adhezyj-
nych (ang:focal adhesion kinase); tafncuch y FcR-taincuch y re-
ceptora Fc o wysokim powinowactwie do IgE (ang: y chain of
the high-affinity receptor ofIgE); GEMs-domeny btony plazma-
tycznej wzbogacone w glikolipidy (ang: glycolipid-enriched
membrane domains); HEL — komorki lini erytroleukemicznej
(ang: human erythroleukemic cell lines); ICAM-2 — miedzyko-
madrkowe biatko adhezyjne-2 (ang: intracellular adhesion mole-
cule-2); 1P3- 1, 4, 5-trisfosforan inozytolu; ITAM — motyw ak-
tywujacy receptoréw immunologicznych zawierajacy reszty ty-
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rozynowe (ang: immunoreceptor tyrosine-based activation mo-
tif); ITIM — motyw hamujacy receptoréw immunologicznych
zawierajacy reszty tyrozynowe (ang: immunoreceptor tyrosi-
ne-based inhibitory motif); LAT-tacznik aktywacji limfocytow
T (ang: linkerfor activation ofT cells); myszy mev — myszy ze
zmutowanym genem shp-1 (ang: moth-eaten viable); PAG —
fosfoproteina zwigzana z GEMs (ang: phosphoprotein associa-
ted with GEMS); PECAM-1 — biatko adhezyjne ptytek krwi i
komdrek srédbtonka (ang: platelet endothelial cell adhesion
molecule-1); PH — domena homologiczna do domeny plekstry-
nowej (ang: plextrin homology domain); P1-3 — kinaza 3-fosfat-
ydyloinozytolowa (ang: phoshatidylinositol 3-kinase); PIP3 —
3, 4, 5-trisfosforan fosfatydyloinozytolu; PIR — receptor po-
dobny do Ig (ang: Paired Ig-Like Receptor); PF4 — plytkowy
czynnik 4 (ang: plateletfactor 4); PKC — kinaza biatkowa C
(ang: protein kinase Q; PLC2 — fosfolipaza C2 (ang: phospho-
lipase Cy2); SH2 i SH3 — domeny homologiczne do domeny 2 i
domeny 3 kinaz rodziny src (ang: src homology 2 and 3 doma-
in); SHIP — fosfataza 5’-fosfoinozytolowa zawierajgca domene
SH2 (ang: SH2 containing inositol 5 -phoshatase); SHP-1 i
SHP-2 — fosfatazy tyrozynowe-1 i -2 zawierajagce domeny
SH2 (ang: src homology 2 domain-containing tyrosine phospha-
tase-1 and -2); SKAP 55 — fosfoproteina o m.cz. 55 kDa aso-
cjujgca z kinazg Src (ang: Src kinase-associated phosphoprotein
of55 kDa); SKAP-HOM — biatko adaptorowe homologiczne
do SKAP (ang: SKAP 55 homoloque); SLP-76 — biatko leuko-
cytéw zawierajgce domene homologiczng do domeny SH2 Kki-
naz rodziny src (ang: src homology 2 domain-containing leuko-
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cyte protein)', src — miesak (ang: sarcoma)’, TCR — receptor
antygenowy limfocytéw T (ang: T-cell antigen receptor)’, TxA2
— tromboksan A2. WASP — biatko syndromu Wiscott-Aldrich
(ang: Wiskott-Aldrich syndrom protein)’, WGA — aglutynina
otrzymywana z kietkdw pszenicy (ang: wheatgerm agglutynin)

I. Wstep

Glikoproteina VI (GPVI) przyciggneta uwage ba-
daczy od roku 1987, w ktdrym Sugiyama i wsp.
[:] opisali defekty funkcji ptytek krwi z deficytem
GPVI. Defekty te wystepowaty tylko podczas stymu-
lacji ptytek kolagenem i polegaty na nie tworzeniu
sie agregatow ptytkowych, braku uwalniania ATP z
ziarnistosci ptytkowych i nie wytwarzaniu trombok-
sanu A2. Ponadto, ptytki z deficytem GPVI wykazy-
waty obnizong adhezje do kolagenu. Specyficzne de-
fekty ptytek krwi tej pacjentki wskazywaty, ze GPVI
peini funkcje receptora kolagenu niezbednego do
prawidtowej aktywacji ptytek krwi.

Opisano kilka przypadkdw chorych z deficytem
GPVI w ptytkach krwi, charakteryzujgcych sie
tagodnymi tendencjami krwawiennymi. Plytki krwi
chorych wykazujg normalng odpowiedz funkcjo-
nalng pod wpltywem wielu czynnikéw fizjologicz-
nych aktywujacych ptytki, w tym trombiny, ADP,
tromboksanu Az i arachidonianu. Obnizong odpo-
wiedZz obserwuje sie tylko w przypadku aktywacji
ptytek kolagenem [2-3].

Porownanie aktywacji ptytek krwi osob zdro-
wych z aktywacjg ptytek z niedoborem GPVI za-
chodzaca pod wptywem specyficznych ligandéw
ktorymi sa kolagen, peptydy o
strukturze podobnej do kolagenu (ang: collagen rela-

wigzgcych GPVI,

ted peptides, CRP) oraz konwulksyna (ang: convu-
ixin, Cvx), pozwolito na poznanie mechanizmu
dziatania GPVI.

Cechg charakterystyczng aktywacji ptytek kola-
genem przebiegajacej z udziatem GPVI, w poréwna-
niu z aktywacjg ptytek innymi aktywatorami w tym
m.in. trombiny i ADP, jest udziat wielu biatkowych
kinaz tyrozynowych fosforylujgcych reszty tyrozy-
nowe swoich biatkowych substratéw w sposéb nie-
zalezny od cyklazy adenylanowej i biatkowej kinazy
C (ang: protein kinase C, PKC). Mechanizm prze-
sytania sygnatu od kolagenu do biatkowych kinaz ty-
rozynowych z udziatem GPVI jest bardzo podobny
do tego, ktéry wykorzystujg receptory antygenowe
limfocytow (ang: B- and T-cell antigen receptor,
BCR, TCR). Udziat innych receptorow kolagenu
ptytek krwi, w tym m.in. GPla/lla, kompleksu
GPIb/GPV/GPIX, GPIV, biatek o m.cz. 85/90 kDa
oraz 65 kDa w aktywacji ptytek krwi jest duzo mniej-
szy lub jest bardzo stabo poznany [4-9],
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I1. Budowa glikoproteiny VI

Ogromnym postepem ostatnich dwoch lat badan
nad GPVI byto jej wyizolowanie z ptytek krwi, po-
znanie peinej sekwencji aminokwasowej, sklonowa-
nie oraz poznanie lokalizacji i struktury genu GPVI
[10-13 ]. GPVI zostata sklonowana przez cztery nie-
zalezne grupy badawcze [1-4]. C lemetson iwsp.
[10] sklonowali GPVI z biblioteki szpiku kostnego,
Miura i wsp. [11] izolowali RNA z komoérek
UT-7/TPO, aEzumi iwsp.[12] sklonowali cDNA
GPVI w komérkach CMK. Jandrot-Perrus i
wsp. [13] w celu otrzymania sekwencji GPVI badali
ludzkie i mysie biblioteki megakariocytéw szukajac
obecnosci biatek potagczonych z receptorem Fc i
posiadajgcych reszte argininowg w czesci
transbtonowej. Sekwencja GPVI otrzymana przez
tych wszystkich badaczy jest prawie identyczna.
Ludzka i mysia cata czagsteczka GPVI wykazuje ok.
64% homologii sekwencji aminokwasowej, a homo-
logia odcinkéw podobnych do immunoglobulin
(1g-C2) osigga 78%. Podobienstwo na poziomie nu-
kleotydéw dla catej czagsteczki GPVI wynosi 67%
[4]. Zarowno ludzkajak i mysia GPVI zawiera moty-
wy sekwencyjne WSXWS w pozycjach pomiedzy
97-101 i 192-196, ktore sg charakterystyczne dla re-
ceptoréw hematopoetycznych klasy libiorg udziat w
pofatdowaniu czasteczki. GPVI jest trzecim ptytko-
wym receptorem, razem z biatkiem adhezyjnym
ptytek i komoérek Srddbtonka (ang: platelet endothe-
lial celi adhesion molecule-1, PECAM-1,) (CD31) i
miedzykomoérkowym biatkiem adhezyjnym-2 (ang:
ICAM-2)
(CD 102), nie wykazujacym funkcji immunologicz-

intracellular adhesion molecule-2,
nych, ale nalezagcym do rodziny receptoréw immuno-
globulinowych. Sekwencja aminokwasowa czesci
cytoplazmatycznej GPVI wykazuje podobienstwo
do receptoréow Fca (CD89), receptoréow inhibitoro-
wych komoérek NK oraz polimorficznych receptoréw
mysich zwanych PIR (ang: paired Ig-like receptor,
PIR) [14-17],

Dojrzate biatko sktada sie zjednego taficucha zbu-
dowanego z 319 reszt aminokwasowych. Odcinek
wewnatrzkomdérkowy, stanowigcy C-koniec
czgsteczki jest stosunkowo diugi i sktada sie z 51
reszt aminokwasowych. Wykazuje on niewielkg ho-
mologie z innymi biatkami tej rodziny. W odcinku
wewngtrzkomaérkowym nie wystepujg reszty tyrozy-
nowe, a obecne reszty serynowe i treoninowe nie
znajduja sie w znanych motywach sekwencyjnych
rozpoznawanych przez kinazy biatkowe, co sugeruje
brak mozliwosci przekazywania sygnatdw przez

GPYI za pomoca reakcji fosforylacji-defosforylacji
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odcinka wewngtrzkomoérkowego. Odcinek wew-
natrzkomorkowy zawiera region bogaty w proliny,
zdolny do wigzania biatek posiadajgcych domene
SH3 (ang: src homology 3 domain, SH3), w tym
m.in. wielu kinaz tyrozynowych i biatek adaptoro-
wych. Stwarza to mozliwo$¢ asocjacji GPVI z
biatkami biorgcymi udziat w przekazywaniu sygnatu
[11,18-19]. Odcinek transbtonowy jest zbudowany z
19 aminokwaséw i znajduje sie pomiedzy resztami
aminokwasowymi 250-268. W pozycji 3 domeny
transbtonowej znajduje sie reszta argininowa, ktéra
jest najprawdpodobniej odpowiedzialna za tworze-
nie mostka solnego z resztg kwasu asparaginowego
taricucha y receptora Fc (tancuch y FcR) [10]. Wyste-
powanie podobnych mostkéw solnych obserwowano
pomiedzy receptorami Fca i receptorami komorek
NK atancuchem y FcR. Tak wiec zdolno$¢ GPVI do
przekazywania sygnatu wynika z asocjacji z tancu-
chem y FcR na podobienstwo z receptorami BCR i
TCR. Zewnagtrzkomoérkowa
GPVI zawiera dwie domeny podobne do domen
Ig-C2, ktére sg utrzymywane przez dwa mostki dwu-

N-terminalna czes$é

siarczkowe. GPVI ma tylko jedno miejsce N-gliko-
zylacji wystepujgce w Asn w pozycji 72. Liczne resz-
ty treoninowe i serynowe, bedace potencjalnymi
miejscami O-glikozylacji, znajdujg sie w regionie
podobnym do mucyn, zlokalizowanym blisko btony
komoérkowej odcinka zewngtrzkomérkowego. Masa
czgsteczkowa GPVI, wyliczona na podstawie zawar-
tosci aminokwaséw wynosi 37 kDa. Poniewaz GPVI
ptytek krwi rozdzielana w zelach poliakryloamido-
wych ma mase czasteczkowg 65 kDa, wiec réznica
wynoszgca 28 kDa wynika najprawdopodobniej z
obecnosci cukrowcow, ktére stanowig 1/3 masy
czasteczki [10-11]. Schemat budowy GPVI przedsta-
wia rycina 1.

Badania prowadzone z zastosowaniem izolowa-
nej GPVI potwierdzity jej znaczenie jako receptora
kolagenu ptytek krwi [10]. lzolowana GPVI wigzata
sie do kolagenu i blokowata agregacje ptytek indu-
kowang kolagenem. Poliklonalne 1gG skierowane
przeciwko GPVI iich fragmenty F(ab)2 wywotywaty
silng aktywacje ptytek krwi, a fragmenty Fab
wywotywaty hamowanie agregacji ptytek krwi, tak
jak uprzednio opisano dla ludzkich alloprzeciwciat
dla GPVI [2, 10].

Badania sklonowanej GPVI réwniez potwierdzity
jej udziat w przewodzeniu sygnatu. Ekspresja GPVI
w komorkach UT-7/TPO (komérki linii leukemii me-
gakarioblastycznej) nadata tym komaérkom zdolnosé
wigzania Cvx, a ekspresja w komdrkach COS-7 spo-
wodowata, ze komarki te wigzaty CRP [11-12]. Eks-
presja GPY1l w komérkach DAMI (komérki linii me-

28

gakariocytycznej) wywotywata ich aktywacje, mie-
rzong jako zwiekszenie poziomu wapnia wewnatrz-
komorkowego pod wptywem kolagenu i Cvx. Zwie-
kszanie poziomu wapnia byto zupeinie hamowane
przez przeciwciata dla GPVI [10]. Ekspresja rekom-
binantowej GPVI w transfekowanych komdrkach
U937 i FDC-P1 nadawata im zdolnos¢ adhezji do ko-
lagenu i Cvx [13]. Rekombinantowa GPVI hamo-
wata agregacje i uwalnianie serotoniny z ptytek krwi
pod wpitywem kolagenu i Cvx. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze rekombinantowa GPVI byta zaso-
cjowana z tafncuchem y FcR [13].

NH,
GPIV \

.\ 2]
N

domeny Immunoglobulinowe

region mucynowy

reszto argininowa regionu R 252 | 250
transbfonowego GPVI 268 R
T [269

- vp

ITAM

39 |
COOH

taficuchY receptora Fc
zawlerajgcy motyw ITAM

Ryc. 1. Schemat budowy glikoproteiny VI. Na schemacie zaznaczony
jest odcinek zewnatrzkomérkowy z miejscem N-glikozylacji,
dwiema domenami immunoglobulinowymi i regionem mucy-
nowym bogatym w reszty serynowe i treoninowe. Domena
transbtonowa GPVI zawiera reszte argininowa, ktérajest odpo-
wiedzialna za asocjacje z taicuchem y receptora Fc, zawie-
rajacego sygnalizujacy motyw ITAM (wg [20], zmodyfikowa-
no).

I1l. Wystepowanie GPVI

Obecnosci GPVI szukano prawie we wszystkich
tkankach ludzi i myszy oraz wielu liniach komérko-
wych. Wystepowanie RNA dla GPVI wykryto tylko
w liniach megakariocytycznych, megakariocytach i
ptytkach krwi [11, 13, 20, 21]. Tak wiec wydaje sie,
ze GPVI nalezy do nielicznych biatek, razem z GPV i
PF4, ktore moga by¢ uwazane za specyficzne marke-
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ry megakariocytow iptytek krwi. Berlanga iwsp.
[21], stosujac megakarioblastyczne komorki HEL i
CMK rdznicowane estrem forbolu wykazali, ze eks-
presja GPVI1 zwieksza sie wraz ze wzrostem réznico-
wania sie tych komorek. Zwiekszeniu ekspresji
GPVI towarzyszyt wzrost ekspresji tancucha yFcR,
wzrost fosforylacji reszt tyrozynowych wielu biatek,
w tym kinazy Syk, fosfolipazy PLCy2 (ang: pho-
spholipase Cy2, PLCg2), biatka adaptorowego LAT
(ang: linkerfor activated T cells, LAT) oraz wzrost
uwalniania wapnia wewnatrz komoérek w odpowie-
dzi na Cvx. Doswiadczenia, w ktorych stosowano
ludzkie megakariocyty ré6znicowane in vitro trombo-
poetyna, potwierdzity badania Berlanga iwsp. i
wykazaty, ze podczas dojrzewania megakariocytow
nastepuje wzrost ekspresji GPVI. Wzrostowi ekspre-
sji GPVI towarzyszyt wzrost ekspresji tancucha y
FcR i wzrost odpowiedzi funkcjonalnej megakario-
cytéw pod wptywem kolagenu, Cvx i CRP [22-23].
Megakariocyty myszy réznicowane in vitro wraz ze
wzrostem dojrzato$ci wykazywaty réwniez zwiek-
szenie ekspresji GPVI [21].

tycznych, w tym gendéw integryn anbiazoraz genéw
GPIX, PF4 iGPV [10-13], Budowa genu GPVI poka-
zana jest na rycinie 2.

V. Przesytanie sygnatu za posrednictwem GPVI

Kolagen oraz przeciwciata p62 skierowane prze-
ciwko GPVI, wyizolowane z osocza pacjentki z nie-
doborem GPVI (GPVI-) w ptytkach krwi, oraz frag-
menty F(aby2 tych przeciwciat aktywujg ptytki krwi
0s6b z normalng zawartos$cig GPVI (GPVI+). Akty-
wacji ptytek towarzyszy fosforylacja wielu biatek, w
tym kinaz Src i Syk oraz fosfolipazy PLCy2, ktéra
przebiega nawet w obecnosci czynnikéw zwiek-
szajacych zawarto$¢ cyklicznego AMP (cAMP). Ki-
naza Fak nie jest fosforylowana w ptytkach aktywo-
wanych p62 przy zwiekszonym poziomie cAMP.
Niezaleznej od cAMP fosforylacji biatek nie obser-
wowano w ptytkach stymulowanych trombing, co
wskazywato na wystepowanie zaleznego i niezale-
znego od cAMP mechanizmu aktywacji kinaz i na to,
ze GPVI aktywuje niektore kinazy niezaleznie od

eksonl ekson2 ekson3 ekson4 ekson5 ekson6 ekson7 eksor>8
1-62 63-95 96-353 354-638 639-692 693-752 753-803 804-2260
[u L[ M I It I
I | | I [ il | :
~_— N/ 1862 ™~ _— g2 <0 > _—— L |
|

sekwencja sygnatowa

start

odcinek transblonowy

sygnat poliA_|-

Ryc. 2. Budowa genu GPVI. Na rycinie pokazane sg cksony w postaci prostokatéw. Liczby powyzej prostokgtow wskazujg na zawarto$¢ nuklcotydéw
wystepujacych w kazdym cksonic. Eksony kodujgce domeny 1g-C2 sg zakreslone liniami pionowymi. Cze$¢ cksonu 8 kodujgca domene
transbtonowajest zakreslona liniami poziomymi. Regiony cksonéw nic ulegajace translacji sa zaciemnione. Na rycinie pokazane jest miejsce
startu transkrypcji, sekwencja sygnatowa, miejsce zatrzymania transkrypcji i sekwencja sygnatowa poli A (wg [12], zmodyfikowano).

IV. Budowa genu GPVI

Gen GPVI zlokalizowano na chromosomie
199 13.4. W jego poblizu wystepujg inne geny recep-
tor6w immunoglobulinowych w tym m.in. KIRs
(ang: killer celi inhibitory receptors, KIRs), rodzina
gp49b i FcaR. Gen GPVI zbudowany jest z o$miu
eksonéw o tgcznej dtugosci 23 000 par zasad. Ekso-
ny 1 i2 kodujg dwudziestoaminokwasowg sekwen-
cje sygnatowg, a eksony 3 i 4 kodujg dwie domeny
podobne do 1g-C2. Eksony 5-7 kodujg region podob-
ny do mucyn, a ekson s koduje region transbtonowy i
cytoplazmatyczny. Gté6wne miejsce startu transkryp-
cji znajduje sie w pozycji +1, a inne miejsca startu
transkrypcji znajdujg sie pomiedzy pozycjami -13 a
-94. Promotor genu GPVI nia posiada sekwencji
TATA i CAAT i posiada wiele miejsc startu tran-

skrypcji podobnie do innych genéw megakariocy-
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CAMP [24],
PLCy2 jest przyczyna, juz wczes$niej charakteryzo-

Niezalezna od cAMP fosforylacja

wanych jako niezaleznych od cAMP proceséw uwal-
nianiajonéw wapnia i tworzenia kwasu fosfatydowe-
go w ptytkach stymulowanych kolagenem [25-26].
Aktywacja ptytek kolagenem oraz przeciwciatami
sieciujacymi krzyzowo receptor FcyRIIA (CD32), o
niskim powinowactwie dla IgG, wywotuje fosforyla-
cje wielu biatek podobnych do tych, ktére sg fosfory-
lowane w limfocytach po aktywacji receptorow TCR
i BCR [27-29].
reszty tyrozynowe (ang: immunoreceptor tyrosi-
ne-based activation motif ITAM) receptora FcyRIIA
ulega fosforylacji i asocjuje z domeng SH2 kinazy
Syk w ptytkach ilimfocytach stymulowanych siecio-
waniem receptora FcyRIla [27, 30-33]. Nie obser-
wowano fosforylacji tego receptora ijego asocjacji z

Motyw aktywujacy zawierajacy

kinazg Syk w ptytkach stymulowanych kolagenem
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[27], Badania te sugerowaty, ze kolagen aktywuje
ptytki w sposdb podobny do aktywacji receptorow
BCR i TCR, w ktorych asocjacja ufosforylowanego
receptora z kinazg Syk jest niezbhedna dla za-
Badania Gibbins i
wsp. oraz Tsuj i iwsp. [34-36] wykazaty, ze akty-

poczatkowania aktywacji.

wacja ptytek kolagenem wywotuje fosforylacje inne-
go biatka zawierajgcego motyw ITAM, ktérym oka-
zat sie tancuch y receptora Fe o wysokim powino-
wactwie do IgE (fancuch y FcR), tworzacy stabilny
kompleks z GPVI (GPVI/Fc yR). W kompleksie tym
GPVI jest receptorem kolagenu, a tafcuch y, homo-
dimer o m.cz. 14-20 kDa, spetnia funkcje przekazni-
ka informacji do wnetrza komorki. W ptytkach
GPVI- obserwowano niedobdr tancucha y FcR pro-
porcjonalny do niedoboru GPVI. Swiadczy to o nie-
zbednosci wystepowania kompleksu GPVI/FcyR dla
prawidtowej aktywacji ptytek kolagenem [34].
Stymulacja ptytek
kompleks GPVI/FcyR, ktorymi sg kolagen, przeciw-
ciata sieciujace krzyzowo GPVI, CRP i Cuvx,

czynnikami aktywujgcymi

wywotuje fosforylacje motywu ITAM tancucha y
FcR, powodujgc jego asocjacje z tandemowymi do-
menami SH2 kinazy Syk, a w konsekwencji autofos-
forylacje kinazy Syk i wzrost jej aktywnosci kinazo-
wej. Syk inicjuje kaskade przenoszenia sygnatu, kto-
ra konczy sie aktywacjg enzymow takich jak fosfoli-
paza PLCy2 ikinaza 3-fosfatydyloinozytolowa (ang:
phoshatidylinositol 3-kinase, kinaza PI-3), dostar-
czajacych drugorzadowych przenosnikéw informa-
cji w tym m.in. 1, 4, 5-trisfosforanu inozytolu (IP3) i
1, 2-diacyloglicerolu (DG), odpowiedzialnych za ak-
tywacje PKC oraz uwalnianie jonow wapnia [35-36,
37, 38]. W procesie aktywacji tych enzymow posred-
niczy wiele biatek adaptorowych takich jak LAT,
SKAP-HOM, Crkl, Grb2, SLP-76, SLAP-130 i Gads
[¢, 39-41], Udziat kinazy Syk, adaptora transbtono-
wego LAT oraz adaptora cytozolowego SLP-76 ba-
dano w ptytkach krwi genetycznie zmodyfikowa-
nych myszy. Niedob6r Syk prowadzit do catkowite-
go braku fosforylacji LAT, SLP-76 i PLCy2. Brak
SLP-76 powodowat nie wystepowanie fosforylacji
tylko PLCy2. W ptytkach z deficytem LAT (LAT-)
obserwowano jedynie stabe obnizenie fosforylacji
SLP-76 i PLC2. Wyniki te wskazujg na to, ze LAT,
SLP-76 i PLCy2 sg substratami kinazy Syk. Wyniki
te ponadto wskazujg, ze SLP-76 reguluje fosforyla-
cje PLCv2, ktéra rowniez czesSciowo zalezy od LAT.
Biatko Gads jest konstytutywnie potgczone z
SLP-76, a caly kompleks SLP-76/Gads taczy sie z
LAT. LAT asocjuje z fosfolipazg PLCy2 iréwniez z
kinazg PI-3, co prowadzi do aktywacji tych enzy-
mow [41-47]. Badania Gibbins iwsp. [48] wyka-
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zaty, ze aktywacja kinazy PI-3 moze przebiegac
dwoma szlakami, z ktérych jeden polega na asocjacji
ufosfosforylowanego biatka LAT z domeng SH2
podjednostki regulatorowej o m.cz 85 kDa kinazy
PI1-3 (p85 PI-3), adrugi na asocjacji domeny SH2 p85
tancuchem y FcR. 3, 4,
5-trisfosforany fosfatydyloinozytolu (PIP3), wytwo-

PI1-3 z ufosforylowanym

rzone po aktywacji kinazy PI-3, biora udziat w
przytaczaniu kinazy Btk (ang: Bruton tyrosine kina-
se) do btony plazmatycznej. PIP3 biorg tez udziat w
taczeniu PLCy2 do btony, dzieki asocjacji z jej do-
meng homologiczng do domeny plekstrynowej (ang:
plextrin homology domain, PH). Sekwencja zdarzen
fosforylacyjnych inicjowanych potgczeniem sie li-
ganda z kompleksem GPVI/FcyR prowadzaca do ak-
tywacji kinazy PI-3, fosfolipazy PLCy2 i w konse-
kwencji do aktywacji ptytek krwi przedstawia ryci-
na 3. Funkcja wielu biatek, w tym m.in. Vav, Btk,
Tec, Slap-130, WASP, ktére wystepujg w komplek-
sach z innymi biatkami biorgcymi udziat w prze-
sytaniu sygnatu od kompleksu GPVI/FcyR nie jest
doktadnie poznana.

V1. Fosforylacja tancucha y receptora Fc

Kolagen jest jedynym fizjologicznym aktywato-
rem ptytek krwi, ktdry wywotuje fosforylacje taricu-
chay FcR. Badania prowadzone na genetycznie zmo-
dyfikowanych myszach wykazaty, ze obecnos$¢
tancucha y FcR oraz kinazy Syk jest niezbedna dla
aktywacji ptytek kolagenem [s, 48-49]. Aktywacji
ptytek kolagenem oraz CRP przy braku jonéw ma-
gnezu oraz w obecnosci przeciwciatl s F1 skierowa-
nych przeciwko GPla/lla, a wiec w warunkach wy-
kluczajacych dziatanie tego receptora kolagenu, to-
warzyszy fosforylacja tancucha y FcR, co $wiadczy o
tym, ze jest ona niezalezna od tego receptora [35].
ptytek trombing oraz przeciwciatami
sieciujgcymi receptor FcyRIIA nie powoduje fosfo-

Stymulacja

rylacji tancucha y FcR [35], Aglutynina otrzymywa-
na z kietkow pszenicy (ang: wheat germ agglutinin,
WGA), ktora jest silnym aktywatorem plytek krwi,
wywotuje rowniez fosforylacje Syk i PLCy2. WGA
taricucha y
FcR i receptora FcyRIIA, czyli wykorzystuje szlak

powoduje fosforylacje motywu ITAM

przewodzenia informacji zalezny od kompleksu
GPVI/FcyR i od receptora FcyRIIA. Z kolei trombi-
na, fizjologiczny aktywator ptytek, nie wywotuje
fosforylacji receptoréw Fc, ale wywotuje fosforyla-
cje Syk i PLCy2, co wskazuje na obecnos$¢ innych
szlakow przekazywania informacji prowadzacych do

aktywacji tych biatek [35].
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Niezbednos$¢ fosforylacji tanicucha y FcR i jego
asocjacji z GPVI dla prawidtowej aktywacji krwi za
pomoca ligandéw tgczacych sie do GPV1 wykazaty
badania Niesw and iwsp. [50], ktérzy zastosowa-
li przeciwciata monoklonalne JAQ1, skierowane
przeciwko GPVI. JAQLl hamujg aktywacje ptytek ko-
lagenem, a w potaczeniu z przeciwciatami poliklo-
nalnymi, wywotujacymi ich sieciowanie, powoduja
aktywacje ptytek oraz megakariocytow zawiera-
jacych tancuch y, natomiast nie aktywujg ptytek z
jego niedoborem. Ponadto, JAQ1 tgczg sie z megaka-
riocytami i ptytkami posiadajacymi tancuch y FcR,
natomiast nie taczg sie z megakariocytami iptytkami
zjego niedoborem, co Swiadczy o tym, ze ekspresja
GPVljest in vivo skorelowana z ekspresja taficuchay
FcR. Przeciwciata JAQl hamowaty fosforylacje
tancucha y FcR, Syk, PLCy2, LAT i SLP76 w ptyt-
kach stymulowanych kolagenem i CRP. JAQ1 nie ha-
mowaty fosforylacji LAT w ptytkach stymulowa-
nych wysokimi stezeniami kolagenu, natomiast ha-
mowaty fosforylacje LAT podczas aktywacji ptytek
wysokimi stezeniami CRP, co $wiadczy o tym, ze w
btonie plazmatycznej ptytek wystepuje jeszcze jedno
biatko, rozpoznajgce kolagen i przekazujgce sygnat
niezbedny do fosforylacji LAT. Biatko to jest naj-
prawdopodobniej réwniez sprzezone z tancuchem y
FcR i w odr6znieniu od GPVI nie rozpoznaje se-
kwencji GPO (glicyna-prolina-hydroksyprolina)
wystepujacych w kolagenie i CRP [51],

VIlI. Motyw aktywujacy ITAM tahncucha y
receptora Fc

Motyw ITAM zawiera sekwencje YXXL/I-X68-
YXXL/l , w ktorych konserwatywne reszty tyrozy-
nowe sg fosforylowane podczas aktywacji ptytek z
udziatem kompleksu GPVI/FcyR. Doswiadczenia, w
ktérych obserwowano hamowanie fosforylacji moty-
wu ITAM przez inhibitory kinaz oraz koprecypitacje
kinaz Lyn i Fyn z tancuchem y FcR dostarczyty po-
$rednich dowoddw udziatu kinaz rodziny src, Lyn i
Fyn, w fosforylacji motywu ITAM. Jednocze$nie nie
obserwowano koprecypitacji innych kinaz, w tym
Src, Yes, Fgr, Lek i Hck z tym tancuchem [18-19].
Bezposrednich dowodow udziatu Lyn i Fyn w fosfo-
rylacji ITAM dostarczyli Quek iwsp [52], ktorzy
zastosowali do badan ptytki krwi myszy pozbawione
genéw kodujacych Lyn i Fyn. Plytki Fyn- wykazy-
waty obnizong fosforylacje tancucha y FcR, a ponad-
to LAT, SLP-76 i PLCy2, co byto potgczone z obniz-
ong odpowiedzig funkcjonalng ptytek aktywowa-
nych CRP. Ptytki Lyn- wykazywaty poczatkowe ob-
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nizenie fosforylacji tancucha y FcR, po ktérym naste-
powato zwiekszenie fosforylacji tego tancucha i
PLCy2, czemu towarzyszyto potegowanie aktywacji
ptytek. Wyniki te $wiadczg o udziale Fyn i Lyn w
fosforylacji motywu ITAM tafAcucha y FcR oraz o
udziale Lyn w szlaku hamujgcym przesytanie sy-
gnatu, najprawdopodobniej poprzez hamowanie ak-
tywnosci fosfolipazy PLCy2 [52].

VI1Il. Motyw hamujacy ITIM biatka PECAM-1

Aktywacja ptytek krwi z udziatem kompleksu
GPVI/FcyR, w ktorej kluczowg role odgrywa fosfo-
rylacja motywu ITAM tafncucha y FcR, jest hamowa-
na przez fosforylacje motywu hamujgcego (ang: im-
mune receptor tyrosine-based inhibitory motif,
ITIM) biatka PECAM-1. Piytki krwi genetycznie
zmodyfikowanych myszy z deficytem PECAM-1
wykazywaty zwiekszong odpowiedZz funkcjonalng
pod wptywem kolagenu i CRP, w tym zwiekszong
adhezje, agregacje ireakcje uwalniania [53]. Zwiek-
szonej odpowiedzi funkcjonalnej nie obserwowano
podczas aktywacji ptytek trombing i ADP, co Swiad-
czy o tym, ze motyw ITIM biatka PECAM-1 wyka-
zuje dziatanie supresyjne wytgcznie dla agonistow
ptytkowych specyficznych dla kompleksu
GPVI/FcyR. Fosforylacja dwéch reszt tyrozynowych
w pozycjach 663 isss wystepujacych w konsensuso-
wej sekwencji (L/I/V/IS)XYYX(L/V) domeny cyto-
plazmatycznej PECAM-1 jest miejscem wigzania
biatek posiadajgcych domeny SH2 [53], Sugerowa-
no, ze biatkami tymi moga by¢ fosfatazy tyrozyno-
we-1 i-2 zawierajagce domeny SH2 (ang: src homo-
logy 2 domain-containing tyrosine phosphatase-1
and -2, SHP-1 i SHP-2), przeprowadzajgce defosfo-
rylacje kinaz tyrozynowych, najprawdopodobniej
Syk i Lyn. Kinazy te mogg wigzac sie bezposrednio
do domeny SH2, do domeny katalitycznej fosfataz
lub wigzg sie z fosfatazami za posrednictwem innych
biatek np. SLP-76. Ptytki krwi myszy mev/mev (ang:
moth-eaten viable, mev) z mutacjg genu shp-1, po-
wodujgcg prawie catkowity utrate katalitycznej ak-
tywnos$ci SHP-1, wykazywaty zamiast zwiekszonej,
obnizong odpowiedZ funkcjonalng na czynniki akty-
wujace GPVI. Poniewaz fosforylacja wszystkich
biatek charakterystycznych dla przewodzenia sy-
gnatu przez GPVI byta obnizona, natomiast fosfory-
lacja jednego biatka o m.cz. 26 kDa byta znacznie
podwyzszona, wydaje sie, ze SHP-1 moze réwniez
obniza¢ funkcje ptytek poprzez fosforylacje tego
biatka [54],
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IX. Podobienstwo GPVI do receptorow
immunologicznych

Podobienstwo GPVI do receptorow BCR i TCR
polega na podobienstwie struktury pierwszorzedo-
wej, obecnosci dwdéch domen homologicznych z do-
menami Ig-C2 tych receptoréw oraz na podobien-
stwie mechanizmu dziatania aktywujgcego i hamuja-
cego pobudzanie limfocytow iptytek krwi. Dziatanie
aktywujgce wywierane jest przez motyw ITAM, a ha-
mujace przez biatek
[10-17],

W cze$ci transbtonowej GPVI oraz receptoréow

motyw ITIM podobnych

BCR i TCR wystepuje dodatnio natadowana reszta
argininowa, tworzaca mostek solny z ujemnie natad-
owang resztag kwasu asparaginowego tafAcucha y re-
ceptora Fc. Mostek ten umozliwia potgczenie sie
tych receptorow z sygnalizujgcym tancuchem FcR.
Brak motywu aktywujgcego oraz wystepowanie do-
datnio natadowanego aminokwasu w transbtono-
wym odcinku jest cecha charakterystyczng wielu re-
ceptoréw, w tym GPVI, receptorow Fc o wysokim i
niskim powinowactwie dla 1gG (FcyRIl i FcyRIIIl),
wysokim dla IgE (FceRl), dla IgA (FcaR) oraz PIR-A
i receptora Pl (CD161) komoérek NK [17, 55-58].
Wszystkie te receptory asocjujg z tancuchem y FcR,
co umozliwia aktywacje komorki w odpowiedzi na
agregacje receptora. Fosforylacja reszt tyrozyno-
wych motywu ITAM tancuchay FcR umozliwia two-
rzenie komplekséw sygnalizujgcych, w ktérych ak-
tywacja kinaz Syk, PI1-3 oraz fosfolipazy PLCy2 od-
grywa kluczowga role. W fosforylacji motywu ITAM
biorg udziat kinazy Fyn i Lyn. Wiele podobnych
biatek adaptorowych np. SLP-76, LAT, Gads i WASP
posredniczy w przekazywaniu sygnatu od GPVI ire-
ceptorow TCR i BCR, a przesytanie sygnatu odbywa
sie w obszarach GEMs btony [s, 59-60].

Nalezy podkres$li¢, ze udziat niektorych kinaz i
biatek adaptorowych jest ré6zny w aktywacji ptytek i
limfocytow, itak np. kinaza Btk i biatko WASP od-
grywaja duzo wiekszg role w aktywacji limfocytow
niz ptytek krwi, oczym $wiadczy fakt, ze limfocyty z
deficytem tych biatek wykazujg defekty funkcjonal-
ne w odréznieniu od ptytek krwi, ktére ich nie wyka-
zuja [47]. Ponadto biatko adaptorowe SKAP-130 nie
wystepuje w ptytkach. Biatko tojest obecne w limfo-
cytach i zawiera konstytutywnie ufosforylowane
reszty tyrozynowe. Piytki krwi zawierajg biatko
SKAP-HOM, ktére ma konstytytywnie fosforylowa-
ne reszty tyrozynowe i ktoérego fosforylacja nie ulega
zwiekszeniu po aktywacji kompleksu GPVI/FcR. W
odroznieniu od ptytek krwi, biatko SKAP-HOM lim-
focytdw nie jest konstytutywnie fosforylowane, lecz
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ulega fosforylacji po aktywacji receptorow TCR i
BCR [41, 61],

W ptytkach krwi fosforylacja motywu ITIM
biatka PECAM-1lijego asocjacja z fosfatazami tyro-
zynowymi odgrywa funkcje hamujgcg podczas akty-
wacji ptytek z udziatem kompleksu GPVI/FcyR
[53-54, 62], W limfocytach B i T stymulowanych an-
tygenem hamujgce dziatanie wywierane jest przez
fosforylacje motywu ITIM receptora FcyRIIB oraz
PECAM-1, co wywotuje jego asocjacje z fosfataza-
mi SHP-1 i SHP-2 oraz z fosfatazg 5’-fosfoinozyto-
lowg zawierajagca domene SH2 (ang: SH2 containing
inositol 5 -phoshatase, SHIPJ przeprowadzajacymi
defosforylacje wielu biatek [63-65]. Deficyt kinazy
Lyn w ptytkach i limfocytach wywotuje obnizone ha-
mowanie, co wskazuje na udziat Lyn w fosforylacji
motywu ITIM, aczkolwiek udziat innych kinaz ro-
dziny src byt ré6wniez proponowany [52, 62-64, 66 ].

X. Peptydy podobne do kolagenu

Peptydy podobne do kolagenu sg otrzymywane
drogg syntezy chemicznej. CRP sg zbudowane z po-
wtarzajgcych sie motywoéw sekwencyjnych, w sktad
ktérych wchodzg reszty glicynowe, prolinowe i hy-
droksyprolinowe (GPO). Powtarzajgce sie motywy
GPO odzwierciedlajg trzeciorzedowa strukture po-
trojnej helisy kolagenu. Usieciowanie krzyzowe
tych peptydoéw, za pomoca reszt lizynowych lub cy-
sternowych, powoduje, ze przybierajg one sponta-
nicznie strukture czwartorzedowg (polimeryczng)
kolagenu [67]. CRP tgczg sie wytgcznie z GPVI inie
oddziatujg z innymi receptorami kolagenu ptytek i
dlatego badanie oddziatywania CRP z ptytkami krwi
umozliwito poznanie mechanizmu przekazywania
sygnatu za posrednictwem kompleksu GPVI/FcyR
[37, 67-69], CRP sg silniejszymi od kolagenu akty-
watorami ptytek, najprawdopodobniej dlatego, ze
motywy GPO powtarzajg sie w nich duzo czesciej niz
w kolagenie, dzieki czemu sieciujg krzyzowo wie-
kszg ilos¢ czasteczek GPVI [6]. Motywy GPO kola-
genu stanowig ok. 10 % czgsteczki kolagenu irzadko
sg zgrupowane blisko siebie, co powoduje, ze siecio-
wanie GPVI przez kolagen jest stabsze. Ponadto, ko-
lagen tgczac sie z innymi receptorami moze siecio-
wacé je z GPVI [¢], Oddzialywanie pomiedzy moty-
wami GPO i ptytkami krwi jest wysoce specyficzne,
poniewaz motywy te sg charakterystyczne dla kola-
genu irzadko wystepuja w innych biatkach, a GPVI
wystepuje tylko w megakariocytach i ptytkach [s,
69]. Na uwage zastuguje fakt, ze ptytki krwi nie przy-
legaja do CRP podczas przeptywu, co Swiadczy o ni-
skiej sile oddziatywan pomiedzy nimi, ktéra nie jest

POSTEPY BIOCHEMII 49(1), 2003



w stanie przeciwstawic sie sitom S$cinania (ang: she-
arforces) dziatajacym na ptytki w czasie przeptywu
[7]. Fakt ten wskazuje rowniez na to, ze trzeciorzedo-
wa iczwartorzedowa struktura kolagenu, reprezento-
wana przez CRP, nie jest wystarczajgca do inicjowa-
nia adhezji in vivo. Flamowanie adhezji dynamicznej
ptytek do kolagenu przez CRP obecne w osoczu
wskazuje na udziat sekwencji GPO potaczonych z
GPVI w adhezji in vivo [7].

Aktywacji ptytek krwi towarzyszy pojawianie sie
aktywnosci prokoagulacyjnej, polegajacej na ekspo-
zycji kwasnych fosfolipidow, gtownie fosfatydylo-
seryny, na powierzchni btony. Umozliwia to aktywa-

GPIV

.\

lahcuch Yreceptora Fc

kinaz pozwolito na wyjasnienie dwoéch mechani-
zmoOw przyczyniajacych sie do wzrostu stezenia tych
jonow pod wptywem kolagenu. Jeden mechanizm,
polegajacy na uwalnianiu jonéw wapnia z ziarnisto-
§ci wewnatrzplytkowych, jest aktywowany przez
CRP ijest zalezny od GPVI i kinazy Syk. Drugi me-
chanizm, powodowany naptywem jonow wapnio-
wych do wnetrza komoérki ze $rodowiska zewnatrz-
komoérkowego, jest niezalezny od GPVI i kinazy Syk
[70],

Zastosowanie CRP umozliwito poznanie kolejno-
$ci zdarzen fosforylacyjnych po asocjacji liganda z
kompleksem GPYI/FcyR i wskazato na wazng funk-
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Ryc. 3. Schemat przekazywania sygnatu przez kompleks GPVI/FcyR. Potaczenie sie specyficznego liganda do kompleksu GPVI/FcyR powoduje fos-
forylacje motywu ITAM FcyR przez kinazy Fyn i Lyn, co wywotuje przytaczenie sie kinazy Syk do btony. Kinaza Syk ulega autofosforylacji i
jest fosforylowana przez kinazy rodziny sre, co powoduje jej aktywacje. Aktywna kinaza Syk fosforylujc Lat i SLP-76. Fosforylowanc biatko
LAT #aczy sie z PLCy2 i kompleksem biatek SLP-76/Gads. Fosforylowanc LAT tgczy sie réwniez z kinazg PI-3, co umozliwia potgczenie sie
tej kinazy z btong ijej aktywacje. Aktywna PI-3 dostarcza 3,4,5-trisfosforanéw fosfatydyloinozytolowych, ktdre taczg sie zdomenami plcks-
trynowymi fosfolipazy PLCy2 i kinazy Btk, co utatwia ich asocjacje z btong i aktywacje. PLCy2 moze by¢ fosforylowana przez kinazy Lyn i
Btk. PLCy2 hydrolizujc PIP2 dostarczajac diacyloglicerolu i t, 4,5-trisfosfoinozytolu; diacyloglicerol aktywuje biatkowa kinaze C, a 1,4,5-tri-
sfosfoinozytol powoduje wzrost stezeniajonéw wapnia w ptytkach krwi. Kolejno$¢ zdarzen fosforylacyjnych pokazujg strzatki. YP — reszty
fosfotyrozynowe, SH2 i SH3- domeny homologiczne do domen SH2 i SH3 kinaz tyrozynowych, PFf — domena plckstrynowa, DG — diacylo-
gliccrol, IP3 — 1,4,5-trisfosforan inozytolu, PIP3 — 3,4,5-trisfosforan fosfatydyloinozytolu, PIP2 — 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu,

PKC — kinaza biatkowa C (wg [6], zmodyfikowano).

cje czynnikow krzepniecia osoczowego, w tym trom-
biny i czynnika Xa. Poréwnanie aktywnos$ci proko-
agulacyjnej ptytek krwi, przylegajacych do kolagenu
z aktywnos$cig ptytek przylegajacych do CRP w
obecnosci przeciwciat 6F1 oraz p62, oraz innych
czynnikéw blokujagcych GPYI lub GPla/lla, wyka-
zato, ze GPYI jest receptorem odpowiedzialnym za
wytwarzanie tej aktywnosci [5]. Por6wnanie zmian
stezenia wewngatrzkomorkowego wapnia w megaka-
riocytach Syk- i Syk+ z zastosowaniem inhibitorow
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cje SLP-76 w tworzeniu kompleksow

zujacych [37]. Ponadto, umozliwito poznanie czyn-

sygnali-

nikow regulujacych funkcje kinaz PI-3, Btk, Tec i
fosfolipazy PLCy2 oraz regulujacych translokacje
PLCy2 i Btk do biatek cytoszkieletu [47].

XI1. Konwulksyna

Konwulksyna jest lektyng typu C izolowang z
jadu weza Crotalus durissus terrificus. Cvx jest zbu-
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dowana z dwdch podjednostek a i B potgczonych
mostkami disiarczkowymi tworzgc kompleks asBs o
m.cz. 72 kDa [18, 38]. Cvx wigze specyficznie
GPVI, co jest przyczyng zmiany ksztattu pilytek,
uwalniania szeregu substancji z ziarnistosci ptytko-
wych iagregacji ptytek krwi. Cvx wywotuje rowniez
adhezje ptytek krwi w sposob niezalezny od jonow
magnezu, co Swiadczy o tym, ze przebiega ona z
udziatem tylko GPVI [18, 38, 71-73], Cvx jest sil-
niejszym i szybszym czynnikiem aktywujgcym
ptytki niz kolagen i CRP, najprawdopodobniej dlate-
go, ze kazda czgsteczka konwulksyny moze tgczyc
sie z trzema czgsteczkami GPVI, powodujgc bardzo
silng trimeryzacje tego receptora [, 18, 38, 72-73].
Cvx wywotuje okoto trzykrotnie silniejszg od kola-
genu i CRP fosforylacje wielu biatek, w tym tancu-
chay FcR oraz innych biatek lezacych ponizej w ka-
skadzie fosforylacyjnej tj. Syk, PLCy2 , SLP-76 i
LAT. Pod wptywem Cvx interakcje pomiedzy wielo-
ma biatkami biorgcymi udziat w przesytaniu infor-
macji od kompleksu GPVIi/FcyR sa silniejsze, co po-
zwolito na wykrycie asocjacji kinaz Fyn i Lyn z tym
kompleksem, asocjacji biatka LAT z SLP-76, PLCy2
i asocjacji podjednostki p85 kinazy PI-3 z LAT iz
FcyR oraz w szczeg6lnosci umozliwito wykrycie
komplekséw biatek o niskiej sile wzajemnego
oddziatywania, w tym m.in. komplekséw biatek ad-
aptorowych Cbl, Grb2, Gads i SKAP-HOM z tancu-
chem y FcR, LAT, SLP-76 i PLCy2 [s, 18, 41, 48],

X1l. Udziat innych receptoréw kolagenu w adhezji,
aktywacji i agregacji ptytek krwi

Ptytki krwi GPVI- wykazywaty obnizong drugg
faze adhezji, zalezng od aktywacji ptytek, w warun-
kach symulujacych fizjologiczny przeptyw krwi.
Faza pierwsza adhezji, zwana chwilowym zatrzyma-
niem przeptywu ptytek lub inicjowaniem kontaktu
ptytki z kolagenem, byta poréwnywalna w ptytkach
GPVI- iw ptytkach GPVI+ [74], Wyniki te Swiadczg
o0 tym, ze GPVI nie bierze udziatu w inicjowaniu ad-
hezji do kolagenu (faza pierwsza), ktora zalezy m.in.
od interakcji unieruchomionego czynnika VWF na
kolagenie z kompleksem glikoprotein GPIb/V/IX
btony ptytkowej. Oddziatywanie niebezposSrednie
GPIlb z kolagenem, poprzez czynnik von Willebran-
da zwigzany do specyficznych miejsc kolagenu, jest
niezbedne dla prawidtowej adhezji ptytek in vivo,
szczegblnie przy wysokich sitach $cinania [7]. Nale-
zy podkres$li¢, ze wigzanie sie VWF z GPIb i
GPIlIb/Illa powodowane wysokimi sitami $cinania
(ang. shear stress) wywotuje aktywacje ptytek krwi,
ktorej towarzyszy zwiekszona fosforylacja wielu
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biatek w tym m.in. FcyRIIA, kinazy Syk, fosfolipazy
PLCy2, translokacja kinazy Src i Lyn do frakcji cy-
toszkieletu ptytek, asocjacja kinazy Syk z kinazg Src
oraz asocjacja GPIlb z kinazami tyrozynowymi i
biatkami adaptorowymi [77-78], wzrost stezenia jo-
néw wapnia i powstawanie agregatow ptytkowych
[75-78],

Udziat GPla/lla, GPIb/V/IX i GPIIb/llla w akty-
wacji ptytek kolagenem badano stosujgc szereg lek-
tyn specyficznie wigzacych sie z tymi glikoproteina-
mi, w tym m.in. agretyne, znang tez jako rodocytyna,
alboagregine i echicetyne. Wyniki badahA z zastoso-
lektyn, w tym rodocytyny,
wigzacej sie do GPla/lla i lb iwywotujgcej fosforyla-

waniem niektérych
cje podobnych biatek jak w przypadku aktywacji
ptytek kolagenem, nalezy potraktowaé¢ z duzg ostro-
znos$cig, poniewaz jej mechanizm dziatania nie zale-
zy wytagcznie od potaczenia z receptorami kolagenu
[79-80]. Echicetyna i alboagregina, ktdére tgczg sie z
GPIb wywotujg fosforylacje reszt tyrozynowych
wielu biatek, w tym réwniez tych, ktore biorg udziat
w przekazywaniu informacji od GPVI, a wiec tancu-
cha yreceptora Fc, kinaz Fyn, Lyn i Syk, fosfolipazy
PLCy2 oraz asocjacje GPIlb z tymi kinazami itancu-
chem y FcR. Dziatanie tych lektyn nie jest jednak
doktadnym odzwierciedleniem wigzania sie vWf do
GPlb, poniewaz wywotujg duzo silniejszg aktywacje
ptytek niz czynnik vWF [81-83]. Staba aktywacja
ptytek wywotana wigzaniem sie VWF do czasteczek
GPIb, wystepujagcych w btonie ptytki w ilosci ok.
25000, W poréwnaniu z aktywacja wywotywana
przez wigzanie sie specyficznych ligandéw z GPVI,
wystepujgcej w ptytce w ilosci ok. 2000 czgsteczek,
moze by¢ spowodowana wg. Marshall iwsp.[83]
stabg asocjacjg GPIb ze szlakiem przekazujgcym in-
formacje lub udziatem tylko nielicznej subpopulacji
czgsteczek GPIb w przekazywaniu sygnatu. Jak wy-
i wsp. [84]
alboagretyna wigze sie rowniez do GPVI, co dodat-

kazaty ostatnie badania Asazuma

kowo ttumaczy powstawanie pod jej wptywem silne-
go sygnatu aktywujgcego. W chwili obecnej nie ule-
ga watpliwos$ci jedynie fakt, ze wigzanie VWF do
GPIb i GPIIb/Illa indukuje przekazywanie sygnatu
za posrednictwem kinaz tyrozynowych, ale doktadny
mechanizm udziatu tych glikoprotein w aktywacji
ptytek kolagenem nie jest poznany.

GPV, jak wykazaty badania M oog i wsp. [85],
wigze sie bezposrednio z kolagenem. Plytki gene-
tycznie zmodyfikowane z deficytem GPV wykazuja
obnizong tendencje do tworzenia zakrzepéw w bada-
niach modelowych in vivo. Deficyt GPV powodowat
in vitro wystepowanie obnizonej adhezji i agregacji
ptytek przez kolagen, co Swiadczy o udziale GPV w
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tych procesach. Rola GPV w fosforylacji reszt tyro-
zynowych biatek nie jest poznana.

Ptytki krwi nie przylegaja do CRP podczas
przeptywu, co dowodzi, ze oddziatywanie GPVI z
sekwencjami GPO nie jest wystarczajace dla inicjo-
wania adhezji. Bezposrednie oddziatywanie
GPla/lla ze specyficznymi sekwencjami kolagenu
jest niezbedne dla inicjowania adhezji ptytek in vivo
[7, s6]. Ptytki krwi przylegajg do unieruchomionego
peptydu zawierajgcego sekwencje kolagenu wigzacg
domene A GPla, odpowiedzialng za potgczenie
GPla/lla z kolagenem. Adhezji ptytek nie towarzy-
szy fosforylacja reszt tyrozynowych biatek ptytek,
co Swiadczy o tym, ze rozpoznawanie kolagenu
wytgcznie przez GPla/lla nie jest wystarczajgce do
inicjowania aktywacji ptytek [69].

Model oddziatywania ptytek krwi z kolagenem,
wysuniety na podstawie poréwnania adhezji i akty-
wacji ptytek GPVI+ i GPVI- kolagenem, CRP i Cvx
zaktada, ze poczatkowy kontakt ptytek z kolagenem
inicjowany jest gtownie przez GPla/lla i GPIb, co
pozwala na chwilowe zatrzymanie przeptywajacych
ptytek na widéknach kolagenu. Bezposredni udziat
GPIV w oddziatywaniu z kolagenem jest tez mozli-
wy, poniewaz ptytki z deficytem tej glikoproteiny
wykazujg m.in.obnizong wczesng adhezje do kolage-
nu [87-89], Bezposredni kontakt GPla/lla i GPIV z
kolagenem nie jest jednak wystarczajgcy do aktywa-
cji ptytek i dlatego proponowany jest rdwniez jedy-
nie pasywny udziat tych glikoprotein w aktywacji
ptytek, polegajacy na zwiekszaniu powinowactwa
kolagenu dla GPVI [s, 9].

Zatrzymanie ptytek podczas pierwszej fazy adhe-
zji umozliwia rozpoznanie GPVI przez kolagen po-
wodujgc aktywacje ptytek doprowadzajgcg do po-
wstania nieodwracalnych agregatéw ptytkowych
[37, 68-69], GPVI jest wiec niezbedna dla przebiegu
drugiej fazy adhezji, w ktorej nastepuje aktywacja
GPIlIb/Illa, umozliwiajaca agregacje ptytek. Wiek-
szy udziat GPVI, w poréwnaniu z udziatem GPla/lla,
w aktywacji GPIlIb/Illa, wytwarzaniu endogennego
aktywatora ptytkowego, tromboksanu A2 (TxA2), ba-
dany z zastosowaniem blokerow GPla/lla i GPVI
oraz w warunkach umozliwiajgcych adhezje przebie-
gajaca wytacznie za posrednictwem jednego z tych
receptorow, oraz tworzeniu aktywnosci prokoagula-
cyjnej, potwierdzajg funkcje GPVI jako najwazniej-
szego receptora aktywujgcego ptytki podczas ich ad-
hezji do kolagenu [5, 90-91].

Istniejg rowniez dane doswiadczalne, ktére wska-
zujg na bezpos$redni udziat GPla/lla w aktywacji
ptytek krwi. Analiza fosforylowanych biatek w ptyt-
kach krwi GPVI- aktywowanych kolagenem wyka-
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zata obnizenie fosforylacji wielu biatek z wyjatkiem
kinazy Src i biatka kortaktyny, ktore jest jednym z
substratéw tej kinazy. Fosforylacja Src obnizata sie
po inkubacji ptytek GPVI- z przeciwciatami skiero-
wanymi przeciwko GPla/lla, wskazujgc na udziat tej
glikoproteiny w fosforylacji Src. Poniewaz aktywa-
cja kinazy Src przebiega réwniez w ptytkach GPVI+
stymulowanych p62 ijest niezalezna od cAMP, wy-
daje sie, ze jej aktywacja zalezy zarowno od GPVI i
GPla/lla [24, 92], Przeciwciata sieciujgce GPla/lla
powodowaly wzrost stezenia jondw wapnia, ktéry
byt powodowany naptywem tych jondw ze Srodowi-
ska zewngtrzkomorkowego, co $wiadczy o udziale
GPla/lla w aktywacji ptytek [70]. Ponadto, przeciw-
ciata monoklonalne 6F1, skierowane przeciwko
GPla/lla, hamowaty uwalnianie serotoniny iagrega-
cje ptytek oraz wzrost stezenia jondw wapniowych
w ptytkach krwi stymulowanych Cvx, ale nie hamo-
waty adhezji ptytek do Cvx, co wskazuje na udziat
GPla/lla w p6zniejszych etapach ptytkowej aktywa-
cji tj. egzocytozy i agregacji [73].

Na udziat GPIV w aktywacji ptytek wskazuja nie-
bezposrednio nastepujgce dane: (1) przeciwciata
skierowane przeciwko GPIV aktywuja ptytki krwi, w
sposdb zalezny od usieciowania GPIV z receptorem
FcyRIIA (2) GPIV jest zasocjowana z kinazami Fyn i
Lyn, ktérych aktywacja inicjuje kaskade przenosze-
nia sygnatu od kompleksu GPVI/FcyR, (3) GPIV jest
zlokalizowana w domenach GEMs, w ktérych odby-
wa sie przesytanie sygnatu, (4) przeciwciata sie-
ciujace GPIV zwiekszajg aktywacje ptytek konwulk-
syna [4, s, 93].

XI1Il. Domeny btonowe wzbogacone w glikolipidy

Domeny btony plazmatycznej wzbogacone w gli-
kolipidy (ang: glycolipid-enriched membrane doma-
ins, GEMs) sg miejscem powstawania sygnatéw in-
formujacych komérke o dziatajagcym Ugandzie. Sy-
gnat ten jest przesytany do wnetrza komorki, za po-
mocg oddziatywan pomiedzy wieloma biatkami
przekaznikowymi grupujacymi sie w poblizu GEMs,
co umozliwia komorce odpowiedz funkcjonalng na
dziatajacy Ugand [s, 41]. Domeny GEMs przedsta-
wione sg schematycznie na rycinie 4.

Domeny GEMs sg bogate w cholesterol, sfingoli-
pidy, dtugotancuchowe nasycone kwasy ttuszczowe
oraz biatka biorgce udziat w przewodzeniu sygnatu
za posSrednictwem motywu ITAM. Biatka strony
zewnatrzkomdrkowej sa zakotwiczone w GEMs
dzieki resztom glicerofosfoinozytolowym. Palmity-
lacja reszt cysteinowych utatwia biatkom trans-
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btonowym i biatkom strony cytoplazmatycznej
potaczenie sie z GEMs. Kinazy Fyn i Lyn sg palmity-
lowane. Zdolno$¢ kinaz Fyn i Lyn do fosforylacji
tancucha y FcR wynika réwniez z ich obecnosci w
domenach GEMs [6]. Na uwage zastuguje fakt, ze ki-
naza Src, ktorej w ptytkach krwi jest najwiecej ze
wszystkich kinaz tyrozynowych, nie jest palmitylo-
wana i nie wystepuje w GEMs [94], Wiele biatek cy-
tozolu, w tym PLCy2, SLP-76 czy Gads sg transpor-

towane w poblize GEMs po aktywacji receptorow.

kazywania informacji. Poznanie procesu aktywacji
ptytek kolagenem stwarza mozliwo$¢ zastosowania
selektywnego pobudzenia lub blokady tego procesu
z zachowaniem nienaruszalno$ci odpowiedzi funk-
cjonalnej ptytek na dziatanie innych aktywatoréw.
Przyktadu selektywnej blokady aktywacji ptytek ko-
lagenem dostarczyli Nieswandt iwsp [95], kto-
rzy podali myszom dootrzewnowo przeciwciata mo-
noklonalne JAQ 1, skierowane przeciwko glikoprote-
inie VI. Podanie tych przeciwciat wywotato usunie-

strona zewngtrzkomérkowa

strona wewngtrzkomébrkowa

kinazy Lyn | Fyn

asocjacja

SLP-76
PIC Y2
(GPIV)
(GPVI)

biatka cytozolu I receptory

Integryny

blatka adaptorgwe
LATIPAG .

biotka paimitylowane

: wiekszoi¢ biatek transbtonowych

n biatka zewnatrzkomérkowe zakotwiczone w btonie za pomocq tacznikéw glicerolosfolnozytolowych

i nasycone dlugotaficuchowe kwasy tluszczowe

y nienasycone kwasy tluszczowe

j sfingolipldy

X cholesterol

Ryc. 4. Budowa domen btony plazmatycznej wzbogaconych w glikolipidy (GEMs), w ktérych odbywa sie przekazywanie sygnatu. Domeny GEMs
bogate sg w cholesterol, dlugotaicuchowe nasycone kwasy ttuszczowe, sfingolipidy. Biatka strony zewnatrzkomérkowej sg zakotwiczone w
domenach GEMs za pomoca tagcznikéw gliccrofosfoinozytolowych, a palmitylacja utatwia biatkom strony cytoplazmatycznej potaczenie sie z
GEMs. Wicie biatek cytozolu np. PLCy2 i SLP-76 taczy sie z obszarami GEMs po przytgczeniu liganda do kompleksu GPVI/FcyR (wg [6],

zmodyfikowano).

X1V. Podsumowanie

Wyjasnienie mechanizméw oddziatywania ptytek
krwi z kolagenem jest niezmiernie istotne dla pozna-
nia procesu krzepniecia krwi oraz dla wyjasnienia
wielu zjawisk patologicznych, zwigzanych z zabu-
rzeniami tego procesu, prowadzacych do krwawien
lub zakrzepie. Badania prowadzone w wielu o$rod-
kach naukowych w ciggu kilku ostatnich lat udowod-
nity, ze glikoproteina VI jest receptorem kolagenu
ptytek krwi odpowiedzialnym za ich aktywacje. Ba-
dania te wyjasnity w duzym stopniu mechanizm
przesytania informacji od kompleksu GPVI/FcyR,
wytonity wiele elementow sktadowych bioracych w
nim udziat, pokazaty kolejnos$¢ ich dziatania i wska-
zaty na wystepowanie réznorodnos$ci szlakéw prze-
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cie GPVI z ptytek in vivo przez okres dwéch tygodni,
co najprawdopodobniej wywotane byto internaliza-
cja tej glikoproteiny ijej degradacjg w cytozolu. My-
szy, ktérym podano przeciwciata JAQ1, byly przez
okres dwoch tygodni catkowicie chronione przed le-
talnymi zakrzepicami, wywotanymi przez podanie in
vivo kolagenu. Ponadto, ptytki tych myszy wykazy-
waty catkowity brak aktywacji w odpowiedzi na ko-
lagen i CRP, podczas gdy ich odpowiedz aktywacyj-
na na ADP itrombine byta niezmieniona. Czas krwa-
wienia myszy z podanymi przeciwciatami JAQ1l byt
podwyzszony w poréwnaniu z myszami kontrolny-
mi, ale byt on znacznie nizszy w poréwnaniu z my-
szami, ktorym podawano przeciwciata przeciwko
GPIlb/llla, wskazujac, ze terapia antyzakrzepowa z
zastosowaniem specyficznych czynnikéw skierowa-
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nych przeciwko GPVI jest zwigzana z mniejszym ry-
zykiem powstawania krwotokdw.

Pomimo ogromnego postepu badan nadal istnieje
wiele zagadnien, ktére nie zostaty wyjasnione np.
sktad cukrowcow GPVI, czy molekularne podstawy
prowadzace do niedoboru GPVI. Ponadto, funkcja
wielu kinaz i biatek adaptorowych w tym m.in. Btk,
Tec, SOS, WASP, Cas, Cbhbl, Crkl, She, PAG,
SLAP-130 biorgcych udziat w przekazywaniu infor-
macji od GPVI jest bardzo stabo poznana.
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Peptydy natriuretyczne — czasteczki sygnatowe zwierzat

I roslin

Natriuretic peptides — signalling molecules in animals

and plants

JUSTYNA WISNIEWSKAL ANDRZEJ TRETYN2

Spis tresci:

l. Wstep
Il. Peptydy natriuretyczne zwierzat
I1-1. Struktura genu ANP oraz dojrzewanie ANP kre-
gowcow
11-2. Receptory NPs kregowcow
11-3. Biologiczna funkcja NPs
I11. Peptydy natriuretyczne roslin
111-1. Wptyw zwierzecego ANP oraz irPNP na rosliny
IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skréotow: ANP — przedsionkowy peptyd
natriuretyczny; BNP — mézgowy peptyd natriuretyczny; cGMP
— cykliczny guanozynomonofosforan; CNP — peptyd natriure-
tyczny typu C; ENOD40 — biatkowy product genu enod40\ irP-
NP — rodlinny peptyd natriuretyczny wyizolowany z bluszczu
(Heciera helix)', NPs — peptydy natriuretyczne; PNPs — ro$lin-
ne peptydy natriuretyczne; rANP — przedsionkowy peptyd na-
triuretyczny szczura; RNP — nerkowy peptyd natriuretyczny;
SCR/SP11 — biatka uczestniczagce w interakcji pytek-stupek;
VNP — komorowy peptyd natriuretyczny

l. Wstep

W ostatnich kilkunastu latach ukazato sie wiele
prac, w ktorych starano sie wykaza¢ podobienstwa
lub/i réznice w naturze chemicznej zwigzkéw
petniacych funkcje sygnatowe w tkankach roslin i
zwierzat. W tkankach i organach roslin zidentyfiko-
wano takie (fito)hormony jak: auksyne, gibereliny,
cytokininy, kwas abscysynowy, etylen, brassinoste-

roidy oraz jasmoniany. Wszystkie te zwigzki to sub-
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Ogolnej i Molekularnej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, ul.
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stancje organiczne o stosunkowo matej masie
czasteczkowej (ponizej 400 Da).

W przypadku niektérych hormonow roslinnych
mozna dostrzec pewne podobieAstwa w ich budo-
wie chemicznej do hormonéw zwierzecych — bras-
sinosteroidy podobne sg do progesteronu i testoste-
ronu (steroidéw), a kwas jasmonowy do prostaglan-
dyn. W tkankach roslin stwierdzono takze wystepo-
wanie zwierzecego neuroprzekaznika — acetylo-
choliny [1-2] oraz substancji insulino-podobnych
[3-7]. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze w trak-
cie ewolucji pierwotne zwierzeta irosliny wykorzy-
stywatly te same zwigzki, ktore jako nodniki infor-
macji stuzyty im do utrzymywania komunikacji
miedzy komoérkami oraz odbioru bodzcow zew-
netrznych. Najwiekszg grupe takich substancji w
tkankach zwierzecych stanowig oligo- i polipepty-
dy, ktére petnig kluczowa role w regulacji metaboli-
zmu, cyklu komérkowego oraz réznicowania sie ko-
morek i tkanek. Jeszcze do niedawna sgdzono, ze
tego typu procesy w organizmach roslinnych regu-
lowane sg przez ,klasyczne” fitohormony. Odkry-
cia dokonane w ostatnim dziesiecioleciu wskazujg
na istnienie u roslin peptydowych czasteczek sy-
gnatowych. Pierwszg tego typu czgsteczke — sys-
temine — odkryto w roku 1991 [s]. W kolejnych la-
tach schytku ubiegtego wieku wykryto szereg in-
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nych biatkowych czasteczek sygnatowych m. in.: fi-
tosulfokiny (PSK) [9], ENOD40 [10], SCR/SP11
[11], Pojawity sie rowniez prace wskazujgce na
obecnos¢ w tkankach ros$linnych biatek homolo-
gicznych z przedsionkowym peptydem natriure-
tycznym zwierzat i cztowieka [12, 13].

1. Peptydy natriuretyczne zwierzat

Peptydy natriuretyczne (NPs — ang. Natriuretic
Peptides lub NFs ang. Natriuretic Factors), to biatka
hormonalne powszechnie wystepujagce w organi-
zmach kregowcdéw, ktore utrzymujg homeostaze jo-
nowg (bilans sodu i potasu) oraz wodna w organi-
zmie [13, 14, 15],

W zaleznosci od miejsca syntezy ipetnionej funk-
cji w tkankach ssak6w mozna wyrézni¢ nastepujace
peptydy natriuretyczne NPs [16, 17]:

— przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP —
ang. Atrial Natriuretic Peptide),
— komorowy peptyd natriuretyczny (VNP — ang.

Ventricular Natriuretic Peptide),

— moézgowy peptyd natriuretyczny (BNP — ang.

Brain Natriuretic Peptide),

— peptyd natriuretyczny typu C (CNP — ang. type C

Natriuretic Peptide),

— nerkowy peptyd natriuretyczny (RNP — ang. Re-
nal Natriuretic Peptide, urodilatin).

Peptydy natriuretyczne zostaty zidentyfikowane
w organizmach kregowcoéw — od ryb chrzestnosz-
kieletowych, ptazéw, gadow, po ptaki i ssaki
wiacznie [za 17]. Przedsionkowy, komorowy oraz
mozgowy peptyd natriuretyczny (ANP, VNP i BNP)
sg biatkami hormonalnymi wydzielanymi przez ser-
ce do krwi, za$ peptyd natriuretyczny typu C (CNP)
jest biatkiem produkowanym w moézgu i obwodo-
wym uktadzie nerwowym [17], U ryb chrzestno-
szkieletowych wystepuje tylko CNP, ktéry wytwa-
rzany jest zarGwno przez serce jak i mézg [18].

Poza przedsionkiem serca ssakéw [19] obecnos$¢
ANP lub jego mMRNA stwierdzono takze w sercach i
zwojach nerwowych bezkregowcow; takich jak: $li-
mak [20], krab [21] oraz ostryga [15]. ANP wykryto
rowniez w cytoplazmie komdrek pantofelka (Para-
mecium) [22] oraz w tkankach kilku gatunkéw roslin
[12, 13, 23, 24],

Fakt wystepowania peptyddw natriuretycznych w
organizmach stojacych na réznych szczeblach ewo-
lucji sugeruje, iz biatka te powstaty we wczesnym
etapie tego procesu, a nastepnie caty uktad doskona-
lit sie indywidualnie w réznych grupach systema-
tycznych zwierzat i ro$lin [25].
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I1-1. Struktura genu ANP oraz dojrzewanie ANP
kregowcow

Obecnie dobrze jest znana struktura genow ko-
peptydy natriuretyczne
kregowcéw. Wchodzace w ich sktad 3 eksony koduja

dujagcych przedsionkowe

pre-pro-ANP. Proces powstawania dojrzatego ANP
ma charakter wieloetapowy (Ryc. 1). W pierwszym
etapie tego procesu z pre-pro-ANP zostaje usunieta
N-koncowa sekwencja sygnatowa. Nastepnie z ko-
nca C tego polipeptydu usuwane sg 2 reszty arginino-
we. U szczura, krélika i wotu w skitad powstatego tg
droga pro-ANP wchodzi 126 reszt aminokwaso-
wych. W wyniku dalszego dojrzewania pro-ANP, do-
chodzi do jego proteolitycznego rozpadu, pro-
wadzgcego do powstania 98-aminokwasowego od-
cinka N-koncowego oraz 28-aminokwasowego frag-
mentu C-kohAcowego. Aktywng czes¢ C-kohcowego
odcinka ANP stanowi 17-aminokwasowy fragment,
zawarty pomiedzy 7-mg (liczac od C-korca) a 23-cig
cysteing, ktére potaczone sg mostkiem dwusiarczko-
wym. Prawdopodobnie odcinek ten jest odpowie-
dzialny za specyficzne wigzanie sie z receptorem
[26],

Biologiczna rola N-konica proANP(I-98) jest
mniej poznana i uwaza sie, iz ulega on dalszej prote-
olitycznej degradacji na kilka mniejszych odcinkow,
z ktorych kazdy moze petni¢ odmienng funkcje bio-
logiczng. | tak: ANP(1-30) bierze udziat w dtugo-
trwatej stymulacji wydalania sodu z organizmu,
ANP(31-67) wptywa na rozszerzanie naczyn krwio-
nosnych, natomiast ANP(79-98) to biatko kaliure-
tyczne, regulujgce bilans potasu w organizmie [27].

Najbardziej
biatkami, nalezacymi do NPs, sg peptydy natriure-
tyczne typu C (CNP), natomiast budowa mézgowych
peptydéw
zmienna. Ustalono, ze CNP i BNP kodowane sgprzez
rozne geny, ale ich fragmenty C-kohcowe wykazuja
takg samg cykliczng budowe jaka wystepuje w ANP.
W przypadku wszystkich NPs omawiany C-koniec

konserwatywnie zachowanymi

natriuretycznych (BNP) jest wysoce

charakteryzuje sie konserwatywnie zachowywanymi
trzema motywami o nastepujgcym sktadzie amino-
kwasow: CFGxxxDRIxxxSGLGC (gdzie ,x”
oznacza dowolng reszte aminokwasowg) [26].
Podobnie jak w CNP budowa pro-ANP jest wyso-
ce konserwatywna u wszystkich do tej pory bada-
nych gatunkéw ssakéw i wynosi odpowiednio: u
szczura i myszy — 93,8%, cztowieka i psa — 89%, a
u cztowieka i szczura — 85% [za 25]. Homologicz-
no$¢ sekwencji pro-ANP pomiedzy ré6znymi groma-
dami kregowcow (np. ssakami i ptazami) jest niska i
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wynosi okoto 50% [28], Niewiele jest danych pordw-
nujgcych sekwencje ANP kregowcow i bezkregow-
cow. Wykazano jedynie, ze mRNA ostrygi i kraba sg
identyczne z mRNA ANP szczura [29].

wiera krotka (37 aminokwasowga) domene cytopla-
zmatyczna. Najwyzsze powinowactwo wzgledem
NPR-A i NPR-C wykazuje ANP, podczas gdy CNP
najsilniej wigze sie z NPR-B [26]. W wyniku akty-
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Ryc. 1 Struktura genu przedsionkowego peptydu natriurctyczncgo (ANP) oraz poszczegdlne etapy jego powstawania w organizmie kregowcéw (na

podstawie [16, 25] — zmodyfikowane).

11-2. Receptory NPs kregowcow

Obecnie znana jest budowa trzech typow recepto-
row NPs: NPR-A, NPR-B oraz NPR-C [26, 30],
Wspomniane receptory zbudowane sg z pojedyncze-
go polipeptydu, w sktad, ktérego wchodzg domeny:
zewnatrzkomdrkowa, transbtonowa i cytoplazma-
tyczna (Ryc. 2). N-koncowa domena zewnatrzko-
morkowa (wystepujgca u wszystkich typow recepto-
row) zbudowana jest z 440 reszt aminokwasowych.
W zaleznos$ci od rodzaju receptora w sktad domeny
cytoplazmatycznej moze wchodzi¢ 530 (NPR-A i
NPR-B) lub 37 (NPR-C) aminokwaséw. W pierw-
szym przypadku, w czesci cytoplazmatycznej recep-
tora NPs, wystepuja sekwencje homologiczne do Kki-
nazy biatkowej i cyklazy guanytanowej, zbudowane
odpowiednio z okoto 280 i 250 reszt aminokwaso-
wych. Receptor NPR-C w miejsce tych sekwencji za-
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wacji NPR-A i NPR-B dochodzi do przejsciowego
wzrostu cGMP
[31]. Natomiast receptor NPR-C (nie posiadajacy do-
meny cyklazy guanylanowej) prawdopodobnie od-
dziatuje z cyklazg adenylanowa, odpowiedzialng za
synteze cAMP. Oba wymienione cykliczne nukle-
otydy poprzez wptyw na aktywnos$¢ kanatéow jono-
wych i wodnych (akwaporyn) regulujg homeostaze
jonowga iwodng organizméw [26, 32], a poprzez mo-
dulacje stezenia elektrolitow kontrolujg objetos¢ i
cis$nienie krwi [33].

stezenia wewngtrzkomorkowego

11-3. Biologiczna funkcja NPs

Mechanizm regulacji homeostazy wodno-elektro-
litowej ssakéw jest ztozony. Uwaza sie, ze ANP
moze dziata¢ wielostronnie na ten proces. Posrednio
wptywa hamujaco na o$rodek pragnienia, a takze ob-
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niza sekrecje wazopresyny z podwzg6rza oraz aldo-
steronu z nadnerczy. W wyniku tych proceséw do-
chodzi do zmniejszenia absorpcji wody isodu wjeli-
cie oraz stymulacji ich wydalania przez nerki. Poza
tym ANP posrednio wpitywa na utrzymanie rowno-
wagi i bilansu sodowego w organizmie przez nerki
poprzez hamowanie sekrecji reniny oraz zmniej-
szenie powinowactwa angiotensyny do jej recepto-
row. Przyczynia sie takze do rozszerzania srednicy
zyt, przez co maleje zaréwno ci$nienie w przedsion-
kach jak iich rozciagniecie. Pod wptywem ANP do-
chodzi do znacznego wzrostu wydzielania sodu,
chloru, potasu, wapnia, magnezu, fosforanéw i

domena
zewnqtrzkdmorkowa
(“440 aminokwasow)

’“
|

domena
transbionowa [

=i ibtona komérkowa
. }domena cytoplazmatyczna
(37 aminkwasoéw)

demena hemologiczna do kinazy
( 7280 amrinokwaso6w)

domeny

wewnqtrzkomoérkowe —

domena cyklazy guanylanowej
(7250 ominokwaséw)

Ryc. 2. Schemat budowy receptoréw peptydéw natriurctycznych typu
NPR-A i NPR-B (A) i typu NPC-C (B) (na podstawie [16] —
zmodyfikowane).

wody, spowodowanego podwyzszeniem filtracji
ktebuszkowej i przeptywu krwi przez nerki oraz ha-
mowaniem btonowego transportu wymienionych jo-
now. W efekcie koricowym dochodzi do zmniejsze-
nia objetosci krwi i utrzymywania jej prawidtowego
cisnienia [33]. Kluczowa role w regulacji opisanych
procesow odgrywa ANP, ktéry produkowany jest w
formie prohormonu (pro-ANP) w prawym przed-
sionku serca i uwalniany do krwioobiegu. Synteza
proANP(1-98) ma charakter konstytutywny, a jego
stezenie w osoczu cztowieka jest znacznie wyzsze
niz pro-ANP(99-126) [34]. Prawdopodobnie jest to
wynikiem znacznie wolniejszej degradacji
pro-ANP(1-98) w porownaniu do pro-ANP(99-126),
ktdry po przytgczeniu sie do receptordw ulega selek-
tywnej degradacji prowadzonej przez endopeptyda-
ze [35], W warunkach naturalnych stezenie ANP
zmienia sie w zaleznosci od rozciggania $cian przed-
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sionkdw w wyniku zwiekszonej objetosci krwi, a co
z tym sie wigze zwiekszonej ilosci ptynéw i sodu w
organizmie.

W przypadku ssakow ANP jest gtownym hormo-
nem, Ktory poprzez stymulacje wydzielania wody i
sodu reguluje cisnienie ich krwi. ANP odgrywa row-
niez fundamentalng role w procesie osmoregulacji u
ryb stodkowodnych i morskich [36, 37], Stwierdzo-
no miedzy innymi, ze peptyd ten hamuje proces picia
wody przez wegorza zyjacego w wodzie stodkiej i
absorpcje sodu przez jego jelito, za$ w nerkach we-
gorza zyjacego w wodzie stonej ANP wplywa na
zmniejszenie stezenia moczu [37]. ANP wyizolowa-
ne z tkanek ssakow ipodane do organizmu pstraga te-
czowego wykazuje zaréwno dziatanie diuretyczne i
natriuretyczne, wptywajac na aktywnos$¢ Na+K+AT-
P-azy [38, 39].

I11. Peptydy natriuretyczne roslin

W ekstraktach z lisci i todyg draceny (Dracena
goldseffiana) stwierdzono obecno$¢ biatek homolo-
gicznych z proANP( 1-98), proANP(3 1-67) oraz
ANP(99-126) szczura (rANP). Zawarto$¢ homolo-
gow proANP(1-98) i proANP(99-126) w tkankach
lisci itodyg wahata sie w granicach 109-129 20 ng/g
tkanki. Mniejszg ilos¢ proANP(3 1-67) stwierdzono
w todydze (96 20 ng/g tkanki) w poréwnaniu do lisci
(123 + 21 n/g tkanki). Przypuszcza sie, iz ma to
zwigzek z wiekszg iloscig naczyn ksylemu w lisciach
niz w todydze. W tkankach przedsionka serca szczu-
ra poziom tych biatek byt wyzszy (196 + 40 ng/g
tkanki), zas w tkankach komory serca o ponad 25
razy mniejszy (4,3 = 1,4 ng/g tkanki) w poréwnaniu
do tkanek bluszczu. Masa czgsteczkowa ro$linnych
homologow — proANP(1-98), proANP(31-67),
ANP(99-126) byta podobna do masy ANP wyizolo-
wanego z tkanek szczura iwynosita odpowiednio: 10
kDa, 3,9 kDa, 3 kDa [12].

Stwierdzono, ze przeciwciata rozpoznajgce rozne
odcinki zwierzecych proANP reagujg z biatkami wy-
stepujacymi w tkankach roslinnych. Za pomoca kro-
liczych przeciwciat (anty-a//?/m-ANP) wyizolowano
i oczyszczono z ekstraktow lisci bluszczu (Hedera
helix) odpowiednik ANP(l-28) cztowieka i nazwano
go irPNP (od ang. Plant Natriuretic Peptide). Jego
ciezar czgsteczkowy byt zblizony do homologiczne-
go odcinka rANP i wynosit okoto 3063 Da [23],

Poza draceng i bluszczem wystepowanie homolo-
gow proANP kregowcdw (proANP(1-30, 31-67))
oraz C-konncowego fragmentu ANP wykryto takze w
tkankach korzeni, todyg i lisci wielu gatunkow roslin
naczyniowych, takich jak: paprotniki (Nepholepis
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exaltala, Selaginella lepidophylla), ro$liny nago-
zalgzkowe (Zamia pumila, Podocorpus macrophy-
tes), rosliny okrytozalagzkowe jedno- (Dracena god-
seffiana i Reo spathacea) i dwuliscienne (Pelargo-
nium hortorem, Rosa damascena) [13]. Poza nielicz-
nymi wyjatkami (Podocorpus macrophytes i Drace-
na godsefjiana) liscie zawieraly wieksza ilos¢ ho-
mologéw ANP w poréwnaniu do todyg. Sposrod
wszystkich przeanalizowanych gatunkéw najwyzszy
poziom badanych biatek stwierdzono w lisciach i
todygach draceny (12-12,9 ng/g tkanki) [13]. Oprécz
todyg ilisci obecno$¢ homologéw zwierzecego ANP
stwierdzono réwniez w korzeniach wszystkich prze-
badanych roslin. Na tej podstawie przypuszcza sig,
ze ANP moze stymulowaé¢ wzrost absorpcji wody
przez korzenie oraz podwyzsza¢ tempo transportu
wody izawartych w niej soli z korzeni do nadziem-
nych czesci roslin.

Obecnos$¢ homologu rANP wykryto w tkankach
lisci i todyg metasekwoji chinskiej (Metasequoia
glyptostroboides), zywej skamieniato$ci z ery mezo-
zoicznej. Masa czasteczkowa biatka wyizolowanego
z todyg tej rosliny byta nieco wieksza w porédwnaniu
z rANP. Fakt ten sugeruje, ze podobnie jak u zwierzat
rowniez u ro$lin ANP moze wystepowa¢ w formie
prohormonu. Za dojrzewanie tego biatka moze odpo-
wiada¢ papaina 3E, endopeptydaza tngca biatka w
miejscu wystepowania reszt kwasu asparaginowego
[40].

Na podstawie wynikow badan uzyskanych dla me-
tasekwoji przypuszcza sie, ze biatka natriuretyczne
funkcjonowaty u pierwszych ro$lin lgdowych.
Utatwiajgc transport wody i soli mineralnych z ko-
rzeni do lisci umozliwity osigganie przez rosliny
znacznych rozmiaréw (ponad 9 metréow wysokosci).
Dodatkowym czynnikiem pozwalajgcym na wzrost
nadziemnych czesci roslin byto uruchomienie proce-
su transpiracji. Stymulujgce ten proces biatka natriu-
retyczne umozliwity lepsze zaopatrzenie lisci w
wode i sole mineralne [24],

Jak dotagd mato wiadomo na temat gendéw ko-
dujacych u roslin homologi zwierzecych peptydoéw
natriuretycznych. Stosujagc metode hybrydyzacji
typu Southern wykazano obecno$¢ sekwencji homo-
logicznej do genu ANP owcy (2070 pz) w tkankach
korzeni, todyg i lisci bluszczu (Hedera helix) [25].
Analiza catkowitego RNA wyizolowanego z tej ro-
$liny doprowadzita do wykrycia czasteczek mRNA,
ktére swag wielko$cig (850 pz) zblizone sg do mRNA
prohormonu rANP [28, 41]. Obecno$¢ tego mRNA
stwierdzono jedynie w tkankach todygi. Wyniki te
sugeruja, ze gen kodujacy czasteczki ANP podlega
ekspresji tylko w komérkach tego organu [25]. Po-
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wstajacy w todydze biatkowy prekursor podlega doj-
rzewaniu (proteolitycznej obrobce), a powstate tg
drogg czgsteczki aktywnego ANP transportowane sg
do miejsc ich docelowego dziatania, miedzy innymi
do aparatéw szparkowych. Sugestie te potwierdza
fakt zidentyfikowania w tkankach lisci bluszczu
czterech fragmentéw proANP, powstatych przy-
puszczalnie w wyniku proteolitycznego ciecia
pre-proANP, w miejscach potagczen pomiedzy resz-
tami kwasu asparaginowego. Sugeruje sie, ze trans-
portowane do lisci czasteczki ANP wigzac sie zwy-
stepujacymi w btonach komoérek przyszparkowych
receptorami

szparkowych. Podwyzszeniu tempa transpiracji to-

stymulujg otwieranie sie aparatéw

warzyszy zwiekszenie szybkos$ci pobierania wody i
soli mineralnych przez korzenie i ich transportu do
lisci [13, 25].

I11-1. Wptyw zwierzecego ANP oraz irPNP
na rosliny

W ciggu ostatnich kilku lat stwierdzono, ze zwie-
rzece NPs mogg wptywac na przebieg réznych pro-
cesOw zachodzagcych u roSlin.

Wykazano, ze poszczegdblne, zwierzece fragmenty
proANP(1-30, 30-67, 79-98) znaczaco przyspieszaja
szybkos$¢ transportu wody wzdtuz todyg chryzantem
0 okoto 15-35 min (tj. okoto 30-70%) w poréwnaniu
do kontroli. ProANP(1-30, 30-67, 79-98) podnosity
takze szybko$¢ transpiracji (odpowiednio 5-, 4-,
3-razy przeliczajac na powierzchnie liscia) oraz ab-
sorpcje roztworu glebowego przez korzenie. Pepty-
dy te stymulowaty transport wody isoli mineralnych
nawet po usunieciu lisci z pedu. Tylko C koncowy
fragment ANP nie wykazywat zadnego wptywu na
badane procesy [13]. Uzyskane wyniki potwierdzaja
poglad, iz transpiracja nie musi by¢ jedynym proce-
sem odpowiedzialnym za transport roztworu z korze-
ni do nadziemnych czesci rosSliny. ANP moga
wptywacé na transport wody i zawartych w niej soli
mineralnych poprzez: wzrost absorpcji roztworu gle-
bowego, wzrost szybkos$ci przeptywu wody z zawar-
tymi w niej solami mineralnymi wzdtuz todygi oraz
podniesienie tempa transpiracji [13]. U zwierzat
ANP stymulujg rozszerzanie naczyn krwionosnych.
W zwigzku z tym zaproponowano, iz u ro$lin jednym
zmozliwych mechanizmow dziatania ANP moze by¢
wzrost srednicy naczyn ksylemu [13]. Wydaje sie to
mato prawdopodobne ze wzgledu na fakt, iz sg to ko-
morki martwe. Uwaza sie jednak, iz omawiane pep-
tydy moga zwiekszaé przepuszczalnosé elementow
floemu tj. rurek sitowych oraz komdrek towa-
rzyszacych dla wody i soli mineralnych [13]. Roz-
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twér floemu jest bardziej stezony w poréwnaniu do
roztworu wypeiniajacego elementy ksylemu, gdyz
zawiera osmotycznie czynne produkty fotosyntezy.
Jesli niektore sktadniki soku floemowego (np. sole
mineralne) ulegtby przemieszczeniu z floemu do
ksylemu, dosztoby do wzrostu potencjatu osmotycz-
nego roztworu wypetniajacego elementy ksylemu, a
co za tym idzie do wzrostu tempa pobierania wody
przez korzenie ijej transportu do nadziemnych cze-
Sci rosliny [13].

Stosujac metode magnetycznego rezonansu jgdro-
wego (2H-NMR) wykazano, ze rANP oraz irPNP sty-
mulujg poprzeczny przeptyw wody z elementow ksy-
lemu do kory pierwotnej pedow trzykrotki (Trade-
scantia multiflora) . Podobny mechanizm dziatania
wykazywat s-Br-cGMP (przepuszczalny przez btony
komdrkowe analog cGMP), podczas gdy inhibitor
(LY 83583) oraz bloker
kanatéw wodnych (HgCIl2) hamowaty ten proces. Na

cyklazy guanylanowej

tej podstawie przypuszcza sie, ze roslinne NPs moga
kontrolowaé miedzytkankowy transport wody po-
przez regulacje wewnatrzkomdérkowego poziomu
cGMP i aktywnosci kanatow wodnych [42],

Z tkanek lisci bluszczu wyizolowano ioczyszczo-
no dwie frakcje irPNP homologiczne z pro-
ANP(1-28) cztowieka [43]. Tylko jedna frakcja
irPNP wykazywata aktywno$¢ biologiczng w tkan-
kach walca osiowego korzeni kukurydzy, w ktérych
podnosita o okoto 3 razy poziom endogennego
cGMP. Podwyzszone stezenie tego
utrzymywato sie przez okres okoto 10 minut od

nukleotydu

podania irPNP, a nastepnie w ciggu kolejnych 20-tu
minutach wracato ono do poziomu wyjsciowego. Za-
obserwowano, iz w tkankach przewodzacych korze-
nia kukurydzy irPNP powoduje bezposredni naptyw
jonéw H+oraz op6Zznia wptyw do tych tkanek jonow
K+ i Na+[44], Po potraktowaniu tkanek walca osio-
wego wyizolowanych z korzeni kukurydzy rANP, ki-
netyng i LY 83583 nie zaobserwowano zadnego fi-
zjologicznego efektu. Na podstawie wynikéw opisa-
nych badan przypuszcza sie, ze w btonach komdrko-
wych walca osiowego wystepuja receptory irPNP.
Podobnie jak u zwierzat receptory te moga posiadac
cytoplazmatyczng domene posiadajgcg aktywnosé
cyklazy guanylanowej.

Wyizolowany ioczyszczony z bluszczu irPNP sty-
mulowat otwieranie sie aparatow szparkowych trzy-
krotki. Efekt ten obserwowano przy 100-krotnie niz-
szym stezeniu irPNP, w poréwnaniu do rANP [23].
Wykazano rdwniez, ze poza trzykrotkg syntetyczny
rANP(1-28)
szparkowych kalanchoe i wyki [45], Polipeptyd ten

stymuluje otwieranie sie aparatow

tracit swojg biologiczng aktywno$¢ po zerwaniu
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mostka dwusiarczkowego, wystepujacego pomiedzy
7-mag a 23-cig resztg aminokwasowag. Sugeruje to, iz
specyficzna struktura Il-rzedowa biatka decyduje o
jego wigzaniu sie z receptorem [46], Stymulujacy
wptyw rANP oraz kinetyny na otwieranie si¢ apara-
tow szparkowych odwracalnie hamowany byt w wy-
niku wczesniejszego potraktowania komorek przy-
szparkowych inhibitorem cyklazy guanylanowej
(LY 8353), podczas gdy s-Br-cGMP dziatat w po-
dobny sposéb jak rANP [46],

Zarowno rANP(1-28), jak i irPNP stymulowaty
otwieranie sie szparek lisci ziemniaka podnoszac po-
ziom cytoplazmatycznego cGMP komdrek szparko-
wych [47]. Wzrost stezenia tego cyklicznego nukle-
otydu w badanych komaérkach zwigzany byt z btono-
wym transportem Ca2+ Wykazano, ze w obecnosci
EGTA (chelatora jonéw wapnia) nastepuje zabloko-
wanie indukowanego przez IrPNP podwyzszenia cy-
toplazmatycznego poziomu cGMP [47].

Wykazano, ze poza komdrkami walca osiowego i
szparek peptydy
wiasciwosci osmotyczne komdrek migkiszu asymila-

natriuretyczne wptywajg na
cyjnego. Syntetyczny rANP (99-126), w zaleznosci
od stezenia i czasu podania, zmieniat potencjat osmo-
tyczny (turgor) w protoplastach uzyskanych z mezofi-
lu lisci. Turgor tych protoplastéw wzrastat réwniez po
dodaniu irPNP do roztworu inkubacyjnego [48],

IV. Podsumowanie

W ostatnich latach uzyskano wiele danych prze-
mawiajacych za wystepowaniem u roslin odpowied-
nikéw zwierzecych peptydéw natriuretycznych. Me-
chanizm dziatania tych ros$linnych i zwierzecych
czgsteczek sygnatowych zwigzany jest z regulacja
homeostazy wodnej ijonowej. Roslinne NPs moga
kontrolowa¢ transport wody isoli mineralnych w ko-
morkach walca osiowego korzeni, w tkankach prze-
wodzacych (floemie i ksylemie) oraz w komérkach
lisci (miekiszu asymilacyjnym i komorkach przy-
szparkowych). Przypuszcza sig, ze w plazmolemie
komoérek roslinnych moga wystepowaé receptory
wigzgce peptydy natriuretyczne. Obecno$¢ specy-
ficznych miejsc wigzacych (receptorow) 12sl-rANP
w btonach komérkowych, pochodzacych z lisci i
todyg trzykrotki wykazano in vivo iin vitro [45, 49].
Podobnie jak u zwierzat receptory te moga posiadac
cytoplazmatyczng domene wykazujgca aktywnosé
cyklazy guanylanowej (patrz ryc. 2) [46]. Indukowa-
nemu przez zwigzanie NP wzrostowi poziomu cGMP
moze towarzyszy¢ aktywacja kanatdw jonowych
[47] i wodnych [50], majacych bezposredni wpiyw
na homeostaze jonowga i wodng roslin.
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By doktadniej pozna¢ biologiczng rolg roslinnych

peptydow natriuretycznych niezbedne sg dalsze ba-

dania. Winny one wykazaé¢ w jakich komdarkach i

tkankach roslinnych syntetyzowane sa ich formy

prekursorowe oraz gdzie ijak przebiega ich dojrze-

wanie.

Nalezy réwniez wyjasni¢ budowe moleku-

larng i mechanizm dziatania receptoréw roslinnych

peptydéw natriuretycznych.
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Fotoenzym oksydoreduktaza: NADPH-protochlorofilid
(LPOR) — Kklucz do biosyntezy chlorofilu

Photoenzyme NADPH-protochlorophyllide oxidoreduc-
tase (LPOR) — the key for chlorophyll biosynthesis

BARBARA BEREZA1l AGNIESZKA KUBIAK2 JACEK LELUKS

WACLAW HENDRICH4
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chlorofilid; D — ciemny; DPOR — oksydoreduktaza niezalezna
od Swiatta; DV — reszta diwinylowa; Ex — pasmo wzbudzenia
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oscylacyjne emisji fluorescencji; EPR — elektronowy rezonans
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jiuorescence line narrowing); HPLC — wysokoci$nieniowa
chromatografia cieczowa; LPOR — oksydoreduktaza zalezna
od $wiatta; L — jasny; MBP — biatko wigzace maltozg; MV —
reszta monowinylowa; NADPH — fosforan dinukleotydu niko-
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tynamido-adeninowego (forma zredukowana); NADP+— fos-
foran dinukleotydu nikotynamido-adeninowego (forma utlenio-
na); NMR — jadrowy rezonans magnetyczny; Py: P — barwnik,
y — maksimum emisji; Pchl — protochlorofil; Pchlid — proto-
chlorofilid; Pfr— fitochrom (forma dalekiej czerwieni — ang.
far red)] PLB — ciato prolamelame; PT — protylakoidy;
T X100 — detergent Triton X 100.

I. Wstep

Protochlorofilid (Pchlid) jest zwigzkiem posred-
nim na szlaku syntezy waznych barwnikéw fotosyn-
tetycznych i fotoreceptorow roslinnych: chlorofili i
bakteriochlorofili [1-3]. Wystepuje on powszechnie
we wszystkich organizmach fotosyntezujgcych.
Barwnik ten jest zlokalizowany w btonach tylako-
idowych na terenie cytoplazmy w komoérkach prymi-
tywnych organizméw prokariotycznych oraz w pla-

stydach organizmow eukariotycznych. Znajduje sie
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tam w formie wolnej lub w kompleksach z biatkami.
Jego synteza nie wymaga Swiatta.

Enzymatyczna redukcja protochlorofilidu do
chlorofilidu moze przebiega¢ dwiema réznymi dro-
gami: zalezng iniezalezng od Swiatta (Ryc. 1). Kazda

ALA
1
hv
Pchlid
DPOR LPOR
2 3
Chlid a Chlid a
5
4
V
Bchlid a Chl a Chl a
V
Bchl a Chlb Chlb

Rys.l. Drogi syntezy barwnikéw chlorofilowych: ALA — kwas
5-aminolewulinowy, DPOR — niezalezna od $wiatta reduktaza
Pchlidu, LPOR — zalezna od $wiatta reduktaza Pchlidu: bakte-
rie fotosyntezujace: 1,2,4; sinice, glony, mszaki, paprotniki, ro-
$liny nagozalazkowe: 1,2,5 oraz ro$liny okrytozalgzkowc: 1,3.

z tych dr6g wymaga aktywnos$ci odrebnych oksydo-
reduktaz protochlorofilidu oraz puli NADPH. Nieza-
lezna od Swiatta redukcja protochlorofilidu jest je-
dyng drogg prowadzacag do syntezy bakteriochlorofi-
lu u beztlenowych bakterii fotosyntezujgcych. Sini-
ce, glony, rosliny nagozalgzkowe i inne rosliny niz-
sze majg mozliwo$¢ zardwno niezaleznej (,,ciem-
nej”), jak i zaleznej od Swiatta (,,jasnej”) redukcji
protochlorofilidu do chlorofilidu. Ros$liny kwiatowe
moga przeksztatca¢ protochlorofilid i kofAczy¢ synte-
ze chlorofilu tylko na Swietle. Na tym szlaku biosyn-
tezy chlorofilu protochlorofilid petni szczeg6lng
role, poniewaz jego redukcja jest pierwszg reakcja
zalezng od Swiatta i regulowang przez Swiatto. Foto-
redukcja protochlorofilidu umozliwia uruchomienie
ostatnich etapéw syntezy chlorofili aib. Réwnolegle
z syntezg barwnikéw nastepuje indukowana
Swiattem synteza biatek niezbednych do tworzenia
fotosysteméw i Il, anten oraz przemiany proplasty-

déw w dojrzate, w petni funkcjonalne chloroplasty

[4].
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Pomimo wieloletnich badahn molekularne podsta-
wy syntezy chlorofilu nie sgjeszcze w peini poznane.
Postepy badan prezentowano w kolejnych pracach
przegladowych [1-3, 5]. SzczegdlIne zainteresowanie
budzi jeden z ostatnich etapoéw: fotoredukcja proto-
chlorofilidu do chlorofilidu jako kluczowe miejsce
fotoregulacji aparatu fotosyntetycznego, atakze bez-
posredniej zamiany energii kwantu na energie akty-
wacji fotoenzymu [4, 6-11]. Badania nad niezalezng
od Swiatta redukcjg komplekséw protochlorofi-
lid-biatko i syntezg chlorofili u roslin nizszych sg
znacznie mniej zaawansowane [12, 13].

Il1. Protochlorofilid

11-1. Protochlorofilid in vitro: wtasnosci fizykoche-
miczne i badania modelowe

Protochlorofilid jest zwigzkiem hydrofobowym.
R6zni sie on od chlorofilu obecnos$cig podwdjnego
wigzania pomiedzy weglami Cj7 i C)s pirolowego
pierscienia D (1V) oraz brakiem taincucha fitolowego
(Ryc. 2). Roztwory monomerdow protochlorofilidu w
eterze dietylowym wykazujg maksima absorpcji w
regionie niebieskim przy ~430nm i w regionie czer-
wonym przy ~622nm oraz emisji w regionie czerwo-
nym przy ~630nm. Potozenie oraz intensywnos¢
pasm zmienia sie w zalezno$ci od rodzaju rozpusz-
czalnika i stopnia agregacji chromoforu. Prowadzo-
no badania modelowe nad wtasno$ciami spektrosko-
powymi protochlorofilidu i protochlorofilu: w roz-
tworach rozpuszczalnikéw nieorganicznych, immo-
bilizowanego w postaci warstwy na powierzchni
szkta oraz w roztworach wodnych w micelach z de-
tergentami [14, 15]. Przyktadowo pomiary widm ab-
sorpcyjnych warstw protochlorofilidu na szkle wy-
kazaty obecnos¢ pasm 628-630, 635, 644, 665 i 676
nm [16]. Odpowiada to potozeniu pasm obserwowa-
nych w widmach etiolowanych lisci oraz w widmach
izolowanych etiolastow i ich fragmentow.

Pula protochlorofilidu jest heterogenna. Z mate-
riatu roslinnego wyodrebniono pochodne monowi-
nylowe i diwinylowe protochlorofilidu i protochlo-
rofilu. MV-Pchlid i DV-Pchlid rézniag sie grupa
boczng przy weglu s porfiryny pirolu B (Ryc. 2). Ta
zmiana struktury chemicznej, podobnie jak fityliza-
cja pierscienia porfirynowego, nie powoduje réznic
spektralnych pomiedzy pochodnymi MV- i DV-w re-
gionie czerwonym widm emisyjnych. Natomiast
stwierdzono rd6znice w potozeniu pasm w regionie
Soreta widm absorpcyjnych. W eterze etylowym
znajdujg sie one odpowiednio przy 438 nm dla
DV-protochlorofilidu i 432nm dla MV-protochloro-
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COOH

Pchlid

Rys. 2. Redukcja protochlorofilidu do chlorofilidu, katalizowana przez POR

filidu. Agregacja barwnikéw powoduje przesuniecie
pasm absorpcji i emisji w kierunku dtugofalowym w
regionie czerwonym oraz rozdzielenie pasm Soreta
[17]. Pochodne MV- i DV-porfiryn mozna rozdzieli¢
przy pomocy HPLC [18]. In vitro otrzymano takze
pochodne protochlorofilidu, w ktoérych zamiast ma-
gnezu podstawiono inne metale, np miedzZ i cynk [19,
20.]. Barwniki porfirynowe sg zwigzkami labilnymi:
w obecnosci tlenu isilnego $wiatta tatwo ulegaja fo-
tooksydacji. W Srodowisku kwasnym tracg magnez,
natomiast w $srodowisku silnie zasadowym nastepuje

COOH

zniszczenie V-tego izocyklicznego pier$cienia (E)
[21].

11-2. Protochlorofilid in vivo: w roélinach, izolowa-
nych plastydach iich fragmentach

W tlenowych organizmach

protochlorofilid powstaje z glutaminianu w wyniku

enzymatycznego, Kktory

moze przebiegaé zar6wno na Swietle, jak iw ciemno-

fotosyntezujgcych
wieloetapowego procesu

$ci. Pierwszych osiem reakcji ma miejsce w cytopla-

PLASTYD - STROMA

OTOCZKA

protoporfirynogen IX <
oksydaza
protoporfirynogenu

protoporfiryna IX

/~ PLB/TYLAKOIDY N\ |
protoporfirynogen IX ———> protoporfirynogen 1X
A

oksydaza
protoporfirynogenu

protoporfiryna IX

Rys. 3. Lokalizacja etapéw syntezy iprawdopodobne drogi transportu Pchlidu, Chlidu oraz (p)POR-A i (p)POR-B iich komplekséw: a) w etioplastach

\LMg-d\elama

Mg-protoporfiryna IX

\2
\

ALA
A
glutaminian

a) POR-A-Pchlid-NADPH

\L Fe-chelataza

protohem —> hem

monomery i agregaty
kompleksow

POR-A-Pchlid-NADPH

pPOR-A  —P poRr.a Pchlid w ciemnosci .
nd Pchlid
— b) POR-B i Chlid POR-B + Chliid
\ /}\ na $wietle
pPOR-B
CYTOPLAZMA

— w ciemnosci b) w chloroplastach — na $wietle, [wg 98, zmienione]
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zmie i prowadzi do syntezy protoporfirynogenu IX,
ktéry jest nastepnie transportowany do plastydéw
(Ryc. 3) i tam jest utleniany do protoporfiryny IX.
Etapy te sg wspdlne dla syntezy barwnikéw chlorofi-
lowych i hemu. Nastepnie ich drogi rozdzielajg sie.
Kolejnych sze$¢ etapéw tzw. odgatezienia -Mg pro-
wadzi do powstania chlorofili [1, 5]. W roslinach
okrytozalgzkowych przebiegajg one w otoczce pla-
stydowej, niezaleznie od $wiatta — do momentu
utworzenia protochlorofilidu [22, 23]. W ciemnosci
synteza chlorofilu zostaje zatrzymana na tym etapie.
W rosélinach etiolowanych z proplastyddw rozwijaja
sie etioplasty, ktérych gtéwnymi elementemi struk-
turalnymi sa: parakrystaliczne ciato prolametarne
(PLB) iodchodzace od niego nieliczne btony zwane
protylakoidami (PT) (Ryc. 4). W etioplastach stwier-

AT

a.‘{
’l"‘
1
1

R

o
W

Rys. 4. Struktura ctioplastu z pierwszego liscia 15-dniowcj ctiolowanej
siewki fasoli: PLB — ciato prolamcllarne, PT — protylakoidy,
O — dwuwarstwowa otoczka ctioplastu (dzieki uprzejmosci dr
F.Francka z Laboratorium Fotobiologii Uniwersytetu w Licgc,
Belgia), powigkszenie 60 000 x.

dzono obecnos$¢ protochlorofilidu zaro6wno w PLB,
jak iw PT. W warunkach fizjologicznych, na swietle,
protochlorofilid nie nagromadza sie w wiekszych
ilosciach, poniewaz natychmiast ulega redukcji do
chlorofilidu.

Na szlaku syntezy chlorofili w roslinach tworzg
sie¢ pochodne mono- i diwinylowe poszczegdlnych
zwigzk6éw posrednich. Na podstawie pomiaréw row-
nowagowego nagromadzania sie MV-protochlorofi-
lidu i DV-protochlorofilidu w roslinach, Rebeiz i
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wsp. zaproponowali ujednolicony, rozgateziony
schemat mozliwych szlakéw biosyntezy chlorofili a i

b [24-26],

I1l. Oksydoreduktaza NADPH-protochlo-
rofilid

I11-1. LPOR in vivo: biosynteza, transport
i lokalizacja

Fotoredukcja protochlorofilidu jest katalizowana
przez stereospecyficzng oksydoreduktaze: NADPH-
Pchlid (EC 1.3.1.33) [27, 28]. LPOR jest kodowana
przez geny jadrowe i syntezowana w cytoplazmie w
postaci proenzymu pLPOR (41-44 kD, w zaleznosci
od gatunku ros$liny). Jego fancuch jest dtuzszy od 44
do ss aminokwaséw od formy dojrzatej. Nastepnie
pLPOR jest transportowana do otoczki plastydow.
Dojrzata LPOR stanowi okoto 50% biatek PLB etio-
plastow [29], We wczesnych etapach zielenienia
obecno$¢ biatka POR wykazywano gtownie w tyla-
koidach gran. W miare zielenienia jego wzgledna
ilos¢ w granach obnizata sie, natomiast zwiekszata
sie w otoczce plastydow. W dojrzatych chloropla-
stach stwierdzono obecno$¢ LPOR w zewnetrznej
btonie otoczki plastydowej. Jedynie nieznaczne ilo-
§ci fotoenzymu obserwowano w tylakoidach gran
[30, 31].

Pula S$wiattozaleznej oksydoreduktazy nie jest
jednorodna. Przez wiele lat uwazano, ze istnieje tyl-
ko jeden fotoenzym POR (obecnie LPOR-A). Na-
stepnie wykryto drugg izoforme fotoenzymu —
LPOR-B. Biatka LPOR-A i LPOR-B, kodowane sg
przez dwa rézne geny jadrowe [32, 33]. LPOR-A na-
gromadza sie w duzych ilosciach w PLB etioplastéw.
W czasie naswietlania roslin etiolowanych jej aktyw-
no$¢ i stezenie drastycznie maleje. W roélinach zie-
lonych, hodowanych w cyklu $wiatto-ciemnos$¢, mo-
zna wykry¢ $ladowe ilosci LPOR-A pod koniec okre-
su ciemnego [34], lIzoforma LPOR-B jest obecna za-
rowno w ros$linach etiolowanych, jak i zielonych.
Doktadna lokalizacja LPOR-B w etioplastach nie
jest znana. Podobnie jak LPOR-A, LPOR-B jest en-
zymem stereospecyficznym wzgledem B-NADPPI,
protochlorofilidu i wymaga wzbudzenia Swiattem.
Natomiast jego stezenie utrzymuje sie na statym po-
ziomie w czasie zielenienia roslin.

Istotne réznice miedzy pLPOR-A i pLPOR-B wy-
stepuja w sekwencji peptydu sygnalnego. Znajduje
to odbicie w drogach transportu obu biatek do wne-
trza plastydéw. Wykazano, ze import pLPOR-A do
plastydow jeczmienia odbywa sie tylko w obecnosci
protochlorofilidu [35]. Swiatto obniza poziom tego
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zwigzku w otoczce plastydéw droga natychmiasto-
wej fotoredukcji do chlorofilidu lub w wyniku proce-
sow fotooksydacji i degradacji. W rezultacie zanika
zdolno$¢ plastydéw do importu pLPOR-A. Peptyd
sygnalny pPOR-A w kompleksie z chlorofilidem jest
prawdopodobnie maskowany, a wiec niezdolny do
fizycznej interakcji z receptorem znajdujgcym sie na
zewnetrznej powierzchni otoczki plastydu [36]

Zaleznosci takiej nie wykazano w przypadku
pLPOR-B. Ta izoforma fotoenzymu jest importowa-
na do plastydéw w sposob ciggty, niezaleznie od
obecnosci lub braku protochlorofilidu [37], Autorzy
postuluja, ze oprocz ogo6lnie akceptowanego sposo-
bu importu biatek do plastydéw, istnieje drugie, spe-
cyficzne miejsce translokacji POR-A, zalezne od
obecnos$ci protochlorofilidu [38], Niemniej jednak
rola protochlorofilidu w transporcie POR do plasty-
déw nie jest jednoznacznie wyjasniona. Wyniki
Dahlin iwsp. [39] nie potwierdzaja roli protochlo-
rofilidu i réznic w imporcie POR-A i POR-B jecz-
mienia do chloroplastow. Autorzy nie stwierdzili ta-
kze proteolitycznej degradacji POR-A. Badania im-
portu LPOR grochu (ktdry ma tylko jeden gen ijedng
forme fotoenzymu) wykazaty, ze nie zalezy on od
substratu [40],

Ostatnio odkryto w rzodkiewniku, obok gendéw
por-A i por-B, obecno$¢ genu trzeciej izoformy:
por-C, ktérego ekspresja jest indukowana Swiattem.
Stezenie i aktywno$¢ LPOR-C wzrasta w czasie roz-
woju i osigga maksimum w dojrzatych chloropla-
stach [41]. Natomiast w siewkach ogdrka zidentyfi-
kowano pojedynczy gen por, ktérego ekspresja takze
jest indukowana przez Swiatto [42, 43].

111-2. LPOR in vitro: otrzymywanie i wiasnosci
katalityczne

LPOR otrzymywano z etiolowanych siewek jecz-
mienia, pszenicy, lisci grochu, fasoli, rzodkiewnika i
wielu innych rodlin [s]. Podejmowano szereg prob
izolowania LPOR w postaci oczyszczonego biatka
lub w formie aktywnego kompleksu z NADPH i
Pchlidem metodami klasycznej biochemii [44-49]
oraz biologii molekularnej. Miedzy innymi opraco-
wano metody otrzymywania POR drogg syntezy in
vitro: w uktadzie z ekstraktem z zarodk6w pszenicy
[35] oraz drogg ekspresji w E. coli genu kodujagcego
LPOR: grochu [50], Synechocystis [51, 52].

LPOR jest
p-NADPH iniezestyfikowanych protochlorofilidow
o naturalnej konfiguracji 132(R) [53]. In vitro jest
takze aktywna w obecnos$ci pochodnych Zn, Co i Cu

stereospecyficzna wzgledem

protochlorofilidu [54] oraz cynkowej pochodnej pro-
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tofeoforbidu b [20]. Aktywnos$é LPOR zalezy takze
od potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego mikrosro-
dowiska reakcji, osiggajac maksimum przy -400 mV
[55, 56]. W plastydach zalezy on przede wszystkim
od proporcji stezen NADPH i NADP+. Niski poten-
cjat oksydacyjno-redukcyjny, ktéry panuje w etiola-
stach w warunkach znacznego nadmiaru NADPH w
stosunku do NADP+, stabilizuje aktywno$¢ oksydo-
reduktazy protochlorofilidu oraz jej kompleksy [57],

111-3. Struktura LPOR

Czasteczki LPOR sg zbudowane z pojedynczych
taricuchow polipeptydowych o masach od 33 do 38
kDa [s]. Na przyktad w sktad tancucha LPOR owsa
wchodzi 346 aminokwaséw, w tym okoto 30% reszt
hydrofobowych i 16% zasadowych (gtéwnie Arg i
Lys, co ttumaczy jego amfifilowe wtasnosci oraz wy-
soka warto$¢ pi w 8.5) [46],

Drogg dedukcji na podstawie sekwencji cDNA
ustalono struktury I-rzedowe LPOR z szeregu gatun-
kow roslin jedno- i dwulisciennych [58]. Biatko
PLPOR z jeczmienia obejmuje 388 reszt, w tym 74
aminokwasy peptydu sygnalnego przy N-korncu [59],
Podobne dane otrzymano w wyniku klonowania i se-
kwencjonowania LPOR z owsa [60], rzodkiewnika
[61] i pszenicy [62], Wykazano bardzo duze podo-
bienstwo pomiedzy pLPOR roélin jednolisciennych.
Wynosi ono 92% na poziomie sktadu nukleotydow
oraz 98% na poziomie skiadu aminokwasowego.
Wsrdd zbadanych klon6éw dla roslin okrytozalazko-
wych: rzodkiewnika [61], grochu [63], jeczmienia
[33], a takze roslin nagozalgzkowych: sosny Pinus
strobus i Pinus taeda [64] — wysoka homologia do-
tyczy gtéwnie biatek dojrzatych. Istotne réznice wy-
stepuja w sekwencji peptydu sygnalnego pLPOR
[62]. Homologia pomiedzy LPOR-A i LPOR-B z sie-
wek jeczmienia, wynosi ok. 75% w obrebie catego
polipeptydu (>80% w rejonie biatka dojrzatego oraz
ok. 50% w czesci sygnalnej) [33]. Zgodno$¢ pomie-
dzy izoformami z rzodkiewnika siega ss % [32],

Wstepne obliczenia metodami Garniera, Chou i
Fasmana wskazujg na obecno$¢ w LPOR conajmniej
6 p struktur na przemian z 4 a-helisami (dane nie pu-
blikowane I. M r 6 z,cytowane w [7]). Na podstawie
analizy widm CD LPOR-A ustalono, ze a-helisy sta-
nowig 33%, struktury p 19%, zgiecia 20% oraz struk-
tury nieuporzgdkowane 28%. Potwierdzajg to symu-
lacje komputerowe Birve iwsp. [65]. Komputero-
LPOR-A i
LPOR-B zjeczmienia [J. L e 1u k , dane nie publiko-
wane], programem SEMIHOM) [66] oraz metoda
GOR [67] z programem PREDICT7 [s8] wskazuje

wa analiza poréwnawcza sekwencji
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takze na bardzo wysoki stopieA homologii miedzy
izoformami A i B (73% homologii absolutnej).
Swiadczy takze o tym, ze zaréwno charakter hydro-
patyczny poszczegdlnych fragmentow, jak i struktu-
ratrzeciorzedowa, sg dla obu biatek bardzo zblizone.
Znaczna ilos¢ klasterow hydrofobowych sugeruje
wysoki udziat fragmentéw helikalnych w strukturze
drugorzedowej. Dla przyktadu wedtug algorytmu
GOR udziat poszczeg6lnych struktur w LPOR A wy-
nosi: a-helisy — 47.8%, [3-struktury— 23.7 %, zgie-
cia— 10.5%. W LPOR B: a-helisy stanowig 48.3%,
(3-struktury — 24.3%, zgiecia — 10.8%. Mniej niz
1/4 tancucha biatkowego posiada konformacje niere-
gularna (20-22%). Dotad niewiele wiadomo na temat
LPOR-C. Dedukowana sekwencja aminokwasowa
LPOR-C wykazuje 75% homologie z wcze$niej zna-
nymi izoformami LPOR-A i LPOR-B z rzodkiewni-
ka [41].
Poréwnanie
LPOR-A i LPOR-B jeczmienia ze znanymi sekwen-
cjami innych biatek (z zastosowaniem programoéw
MAXHOM [69] oraz DSC [70, 71]) wykazaty duzg
homologie takze z innymi oksydoreduktazami ro-

sekwencji aminokwasowych

$linnymi, oraz zreduktazg biatka przenoszgcego gru-
py acylowe [L e 1u k ,dane nie publikowane]. Izofor-
my LPOR posiadajg réwniez duze podobienistwo
sktadu aminokwasowego do wielu krotkotancucho-
wych dehydrogenaz [72]. Szczegdlnie wysoki sto-
pien homologii dotyczy N-konca polipeptydow.
Stwierdzono takze duzy stopien podobienstwa
cDNA LPOR w tym rejonie do cDNA roslinnej nodu-
liny [73]. W poblizu N-konca czasteczki LPOR znaj-
duje sie sekwencja 33 aminokwasdw, charaktery-
styczna dla tzw. motywu Rossmanna, ktéry wystepu-
je w wielu dehydrogenazach. W zadnej z cytowanych
prac nie stwierdzono w LPOR obecnosci a-helisy
wystarczajgco dtugiej do przej$cia w poprzek biony.
Nalezy przypuszczaé, ze LPOR jest raczej biatkiem
peryferycznym [74, 75].

IV. Kompleksy protochlorofilidu iich
fotoreaktywnos$é

IV-1. Formy spektralne protochlorofilidu
a jego stan fizyczny

Charakterystyczne widma absorpcyjne i emisyjne
protochlorofilidu, a szczegdlnie potozenie i inten-
sywnos$¢ dtugofalowego maksimum emisji, istotnie
zalezg od wiasnosci fizykochemicznych najblizsze-
go otoczenia chromoforu. Analiza niskotemperatu-
rowych widm emisji roslin etiolowanych wykazuje
obecnos$é czterech zasadniczych form spektralnych
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protochlorofilidu przy: 633, 645, 657, 670 nm. Pa-
sma odpowiadajgce ich podpoziomom oscylacyjnym
(Emv) sg zlokalizowane odpowiednio przy 693, 710,
726, i 740 nm [76]. Dwie z nich: P633 (forma nieak-
tywna) i Pes7 (gtowna forma fotoaktywna) sg wi-
doczne beposrednio w widmach prébek mierzonych
w ciektym azocie. Pomiary widm emisji (Em) i
wzbudzenia (Ex) fluorescencji etiolowanych lisci fa-
soli w temperaturze pokojowej oraz ich rozktad na
sktadowe gaussowskie — takze potwierdzajg istnie-
nie czterech form spektralnych z maksimami emisji
przy 631, 644, 655 i 667 nm. Dodatkowo wykazano
obecnos$¢ dwdch waskich pasm przy 637 i 650 nm. W
zaleznosci od pasma wzbudzenia w widmie domi-
nujg: Ex440-Em640, Ex 460-Em652 [77],

Wzgledny udziat poszczeg6lnych pasm w suma-
rycznym widmie emisyjnym zalezy od gatunku, wie-
ku, stanu fizjologicznego i czesci rosliny. Zmienia
sie on takze na skutek przekazywania energii miedzy
barwnikami. Krotkofalowe formy protochlorofilidu
dominujg w widmach emisyjnych epikotyli, hypoko-
tyli i todyg wielu gatunkdw roslin etiolowanych [78,
79]. W niskotemperaturowych widmach lisci etiolo-
wanych przewaza P657. W warunkach fizjologicz-
nych pozornie brak formy P645. W nieuszkodzonych
etioplastach przekazuje ona energie do formy Pes7.
Ustalono nastepujgce korelacje: Ex436-Em633-
Emv690, Ex443-Em645-Emv711, Ex451-Em657-
Emv727, Ex463-Em671-Emv740 [80].

Technikg FLN udowodniono, ze pasmo 628 nm
jest emitowane przez pule monomeréw protochloro-
filidu, petnigcych funkcje Zrdédta substratu. Nato-
miast pasmo 634-636 nm to monomer protochlorofi-
lidu zwigzanego z enzymem [81]. Proponowane
przyporzagdkowania sg zgodne z wynikami badan
modelowych. Wtasnosci Psss sg zblizone do wtasno-
§ci spektralnych roztworéw monomeréw protochlo-
rofilidu i protochlorofilu w rozpuszczalnikach orga-
nicznych. Sugeruje to, ze Pe3s jest monomerem pro-
tochlorofilidu ,wolnego” lub na nosniku. Wtasnosci
Pess i Pes7 odpowiadajg agregatom protochlorofilidu
w rozpuszczalnikach organicznych lub immobilizo-
wanych w postaci warstw na szkle. W etioplastach
agregaty protochlorofilidu sg zwigzane z biatkami
(in vivo gtéwnie z POR), tworzac suprakompleksy,
ktore wchodzg w sktad ciat prolamellarnych (PB) i
protylkoidow (PT) [82]. Rdéznice pomiedzy P637,
Psa4s, Peso i Pes7 mogapolega¢ miedzy innymi na stop-
niu agregacji lub/i zr6znicowanym oddziatywaniu z
NADPH i NADP+[s]. Kompleks potrojny moze wy-
stepowaé¢ w plastydach jako monomer, dimer lub
multimer (Ryc. 5) [34, 77].
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Rys. 5. Przemiany form spektralnych komplekséw Pchlidu i Chlidu zwigzane z procesami fotoredukcji w temperaturze pokojowej [wg 77, zmienione].

1V-2. Mechanizm fotoredukcji protochlorofilidu

Dotychczasowe badania dostarczyty wielu infor-
macji o przemianach spektralnych zwigzanych z
przeksztatceniami chromoforéw: protochlorofilid
->chorofilid -> chlorofil. Znacznie mniej wiadomo o
zmianach w obrebie biatka LPOR, ktére zachodzg w
czasie fotoredukcji, poniewaz jego struktura wy-
zej-rzedowa nie jest jeszcze znana.

Fototransformacja jest zwigzana z przeniesieniem
2 elektronow i wodorow na czagsteczke protochloro-
filidu i redukcja podwdjnego wigzania w pierscieniu
D. Energia Swietlna jest absorbowana przez skom-
pleksowany protochlorofilid [82], Istnieja kontro-
wersje, czy fotoredukcja protochlorofilidu jest poje-
dynczg, ultraszybkg fotoreakcjg [83, 84], czy tez
obejmuje dwa sukcesywne [85] lub réwnolegte [s6]
procesy. Badania korelacji pomiedzy wydajnosciag
fotoredukcji a intensywnos$cig Swiatta wzbu-
dzajacego, wskazujg na reakcje jednofotonowa [ss].
Generacja chlorofilidu zachodzi bardzo szybko (tl/2
=6.9ps) [83],

Po absorpcji kwantu Swiatta w czasie 10'I5s po-
wstaje szereg wzajemnie przeksztatcajagcych sie me-
tastabilnych produktéw posrednich: X lss9 (2ns),
X 2640 (250ns), oraz X3 &o (Ips), ktéry ulega relaksa-
cji w ciggu 10 ms, dajac produkt koAcowy — chloro-
filid [85], Ignatov iwsp. [ss] doszli do wniosku, zZe
Xe9o W jest mieszaning dwdch intemediatow Ress i
R(97 i zaproponowali schemat, w ktdrym dwa rowno-
legte procesy fotonowe prowadzg do powstania rod-

nikdéw protochlorofilidu PH'i7z i PHAs, ktdre w reak-
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cji dysmutacji dajg czgsteczki chlorofilidu. Wedtug
Griffithsa
barwnik powoduje powstanie centrum elektrofilowe-

i wsp. [87] absorpcja Swiatta przez

go przy weglu Ci7 protochlorofilidu, dzieki rozsz-
czepieniu jednego wiazania miedzy weglami Cj7 i
Cis oraz przeniesieniu elektronu od C 7 do Ci8. Poja-
wienie sie dodatniego tadunku na weglu C 7 pozwala
na atak elektrofilowy H', pochodzgacego z NADPH.
W ten sposdb powstaje anion [Pchlid-H]’ (identyfi-
kowany z X690). Jest on nastepnie neutralizowany
przez przytaczenie protonu do C]8 Wedtug tego
schematu w szeregu indukowanych Swiattem reakcji
nie powstajg rodniki. Brak sygnatu EPR potwierdzo-
no w pdzniejszych badaniach modelowych fotore-
dukcji in vitro z MBP-POR [51]. Uktad, zawierajacy
tylko substraty reakcji wykazywat bardzo wysoka
aktywnos$¢ fotoredukcji, pomimo braku flawiny.
Swiadczy to, ze POR nie jest flawoenzymem, co su-
gerowano poprzednio [ss].

Struktura wyzej rzedowa czgsteczki LPOR nie
jest znana. Bardzo og6lny model miejsca aktywnego
ustalono na podstawie badan NMR [ss]. In vivo en-
zym przeprowadza reakcje tylko z izomerem
[3-NADPH, a powstaty produkt jest zawsze izome-
rem trans. Pierscien protochlorofilidu jest tak zorien-
towany w kieszeni enzymu, ze H+, pochodzacy z
NADPH, jest dostarczany do C(r zjednej strony , na-
tomiast drugi wodor, pochodzacy z wody lub reszty
karboksylowej z centrum aktywnego, przytacza sie
do C)s zjego przeciwnej strony. Towarzyszace zmia-
ny spektralne protochlorofilidu i chlorofilidu, sa
zwigzane z relaksacjg czasteczki enzymu, uwalnia-
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niem sie produktu reakcji ijego dalszg, stopniowg fi-
tylizacjg [77, 89.]

V. Rola swiatta, protochlorofilidu i LPOR i
NADPH w regulacji syntezy chlorofilidu

Rozwdj i utrzymanie aparatu fotosyntetycznego
zdolnego do sprawnej adaptacji do zmieniajgcego sie
ciagle natezenia i sktadu spektralnego Swiatta, wy-
maga statej dostawy optymalnych ilosci czasteczek
chlorofili a i b do bton tylakoidowych. Regulacja
tego wieloetapowego i ztozonego procesu odbywa
sie na réznych poziomach: zar6wno na szlaku synte-
zy chromoforow, jak i biatek z nimi zwigzanych.

Redukcja protochlorofilidu do chlorofilidu jest
obok powstawania kwasu 5-aminolewulinowego i
Mg2+protoporfiryny 11X, jednym z kluczowych eta-
pow regulacji syntezy chlorofili i rozwoju aparatu
fotosyntetycznego. Szybko$¢ i wydajnos$¢ tego pro-
cesu zalezy miedzy innymi od aktualnego poziomu
kosubstratéw: protochlorofilidu i NADPH oraz po-
ziomu aktywnej LPOR. W ros$linach rosngcych w cy-
klu dobowym $wiatto/ciemnos$¢, protochlorofilid na-
gromadza sie w nocy w otoczce plastydowej [22, 23].
W ciggu dnia jest on syntezowany tylko w niewiel-
kim nadmiarze w stosunku do aktualnego poziomu
LPOR. Na S$wietle wolny protochlorofilid ulega
szybkiej fotooksydacji, natomiast zwigzany z LPOR
— natychmiastowej fotoredukcji. Dlatego tez pasma
protochlorofilidu trudno wykaza¢ w widmach emi-
syjnych roslin hodowanych na Swietle, jakkolwiek
zdolnos$¢ jego syntezy jest w takich roslinach utrzy-
mana [90]. Barwnik zwigzany z enzymem nie jest po-
datny na fotooksydacje i nie moze jednoczes$nie in-
dukowaé¢ destrukcyjnych proceséw fotodynamicz-
nych [91]. Swiatto, wptywajac na aktualny poziom
protochlorofilidu, reguluje aktywny transport
pLPOR-A przez otoczke plastydowg [35, 36, 38].

W naswietlanych plastydach nastepuje, w miare
potrzeby, szybka regeneracja aktywnego kompeksu
Pchlid-LPOR-NADPH. Niski potencjat redoks mi-
krosrodowiska reakcji oraz wysoki poziom NADPH
sprzyjajg powstawaniu i stabilizacji gtéwnej formy
fotoaktywnej P657. Podwyzszenie potencjatu redoks
w obecnosci nadmiaru NADP+faworyzuje tworzenie
nieaktywnych form Pess i Peso, ktdre sg intermediata-
mi w procesie regeneracji [55, 92],

Swiatto kontroluje synteze chlorofili takze po-
przez wptyw na ekspresje gendéw (na poziomie tran-
skrypcji itranslacji) szeregu enzymow zwigzanych z
syntezg ALA. Na przykiad: indukuje ekspresje
mRNA deaminazy porfobilinogenu, Mgz+-chelatazy,
czy tez gendow por. W roslinach etiolowanych synta-
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za kwasu 5-aminolewulinowego jest regulowana
przez protochlorofilid na zasadzie ujemnego sprze-
zenia zwrotnego [93].

Podczas naswietlania etiolowanych siewek, w
rozwijajacych sie plastydach obserwuje sie stopnio-
we zanikanie struktury PLB, zmniejszanie aktywno-
§ci i stezenia LPOR-A, podczas gdy stezenie
LPOR-B pozostaje state, a LPOR-C wzrasta. Obni-
zenie ilosci LPOR-A odbywa sie dzieki kilku mecha-
nizmom. Oprécz réznic w imporcie pLPOR-A i
pLPOR-B obserwuje sie pod wpitywem Swiatta
gwattowny spadek stezenia m-RNA, ktéry koduje
LPOR-A [33], Badania przebiegu transkrypcji in vi-
tro wykazaty, ze negatywny wptyw Swiatta na steze-
nie m-RNA LPOR-A wiaze sie ze zmniejszeniem
transkrypcji genu por-A indukowanej przez fito-
chrom (Pfr) [94], Dodatkowo ekspresja LPOR-Ajest
regulowana na poziomie stabilnosci m-RNA [34], W
regionie 3 transkryptupor-A, ktéry nie ulega transla-
cji, znaleziono element DST, staty dla innych niesta-
bilnych transkryptow genéw ro$linnych. Elementu
tego brak w m-RNA kodujagcym POR-B [95],

Swiatto indukuje takze synteze proteazy, ktéra
specyficznie degraduje kompleksy LPOR-A-chloro-
filid [36, 96], Fotoenzym pozbawiony substratéw i
produktow jest mniej wrazliwy na dziatanie proteazy
niz zwigzany z nimi. Sugeruje sie, ze proteza specy-
ficzna dla LPOR-A odgrywa wazng role fizjolo-
gicznag w czasie transformacji etioplastow do chloro-
plastow iskorelowanej z tym dezintegracji PLB. Jest
prawdopodobne, ze proteolityczne fragmenty
LPOR-A moga stuzyé¢ jako przenos$niki chlorofilidu
do rozwijajacych sie tylakoidéw, lub nawet regulo-
wac proces formowania fotosyntetycznie aktywnych
komplekséw w btonach tylakoidowych [96]. Wyka-
zano, ze w warunkach in vitro kompleksy LPOR-A i
LPOR-B sgw rownym stopniu wrazliwe na degrada-
cje proteolityczng [36]. Oprdécz wielostronnego
wptywu Swiatta na synteze chlorofilu wykazano
takze dziatanie endogennego zegara biologicznego o
cyklu 20-24 godzinnym [97].

V1. Podsumowanie

Aktywnos$¢ fotosyntetyczna chlorofilu warunkuje
zycie na Ziemi. Jest to wystarczajagcym powodem do
intensywnego badania kluczowego etapu jego bio-
syntezy. Zrozumienie mechanizmu fotoredukcji pro-
tochlorofilidu do chlorofilidu ijej wptywu na rézne
etapy rozwoju aparatu fotosyntetycznego roslin wyz-
szych jest wazne zar6wno z punktu widzenia nauko-
wego, jak i praktycznego. lzoformy LPOR stanowig
(obok fotoliazy DNA) jedyne, odkryte dotad, fotoen-
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zymy, ktore wykorzystujg bezposrednio Swiatto jako
zrodto energii aktywacji. Niestety, proces tenjest ak-
tualnie znany tylko w og6lnych zarysach. Wiadomo,
ze fotoredukcja protochlorofilidu jest stereospecy-
ficznie katalizowana przez izoenzymy LPOR. Zna-
my jedynie ich sekwencje oraz udziat poszczegél-
nych elementéw struktury drugorzedowej. Dotad nie
ustalono przestrzennej struktury LPOR, budowy
centrum aktywnego, ani tym bardziej doktadnej bu-
dowy potréjnego kompleksu Pchlid-LPOR-NADPH.
Fizjologiczna rola izoenzymoéw nie jest w petni udo-
wodniona. Dane dotyczace kinetyki fotoredukcji sg
dobrg podstawg dalszych badan nad molekularnymi
mechanizmami tego procesu. Jednakze kluczowe
znaczenie dla rozwigzania wszystkich wymienio-
nych zagadnieh ma poznanie peinej struktury fotoen-
zymu ipotréjnego kompleksu, co stanowi olbrzymie
pole dalszych badan.

Artykut otrzymano 28 lutego 2002
Zaakceptowano do druku 16 grudnia 2002

PiSmiennictwo

1. von Wettstein D, Gough S, Kannangara CG (1995)
Plant Celi 7: 1039-1057
RiUdiger W (1997) Phytochemistry 46: 1151-1167
. Bcale S (1999) Photosynth Res 60: 43-73
SundqvistC,DahlinC (1997) Physiol Plant 100: 748-759
Senge MO (1993) Photochem and Photobiol 57: 189-206
Griffiths WT (1991) W: Scheer H (red) Chlorophylls CRC
Press, Boca Raton, Fl, str 433-449
Hcndrich W, Bcreza B (1993) Photosynthetica 28: 1-16
8. Schulz R, Senger H (1993) W: Sundqvist C, Ry-
bcrg M (red) Pigment-Protein Complexes in Plastids: Synthesis
and Assembly, Acad Press Inc, N Y, str. 179-218
9. Fujita Y (1996) Plant and Cell Physiol 37:411 -421
10. Lebedev N, Timko M (1998) Photosynth Res 58: 5-23
I1.Schoefs B (1999) Photosynthetica 34: 481 -496
12. Armstrong GA (1998)J Photoch Photobiol B-Biol 43:87-100
13. Fuj ita Y, Bauer CE (2000) J Biol Chem 275: 23583-23588
14. Krasnovsky AA, Bystrova MI; Safronova IA
(1984)W:Sironval C, Brouers M (red),Protochlorophylli-
de Reduction and Greening, Martinus Nijhoff/Dr W Junk Pu-
blishers, The Hague-Boston-Lancaster, str 331-339
15. Boddi B, Lang F (1984) W: Sironval C, Brouers M (red) Pro-
tochlorophyllide Reduction and Greening, Martinus Nijhoff/Dr W
Junk Publishers, The Hague-Boston-Lancaster, str 341-349
16. Boddi B, Shioi Y (1990) Biochim Biophys Acta 1015:
116-120
17. Parham R, Rebeiz CA (1992) Biochemistry 31: 8460-8464
18. Shioi Y, Takamiya K (1992)PlantPhysiol 100: 1291-1295
19. Hclfrich M, Rudiger W (1992) ZNaturforsch 47c: 231-238
20. Schoch S, Hclfrich M, Wiktorsson B, Sundqvist
C,Ridiger W, Ryberg M (1995) EurJBiochem 229: 291-298
21. Shioi Y (1991) W: Scheer H (red) Chlorophylls CRC Press,
Boca Raton, Ann Arbor, Boston, London, str 59-87
22. Pineau B, Dubertret G, Joyard J, Douce R (1986)7
Biol Chem 261: 9210-9215
23.Pineau B, Garard-Hirne C, Douce R, Joyard J
(1993) Plant Physiol 102: 821-828
24. loann ides IM, Fasuola DA, Robertson KR, Re-
beiz CA (1994) Biochem Syst Ecol 22: 211-220

o o wN

~

54

25.AbdelMagced HA, EI SahharKF, Robertson KR,
Parham R, Rebeiz C A (1997) Photochem Photobiol 66:
89-96

26. Rebeiz CA, loannidcs IM, Kolossov V, Kopetz
KJ (1999) Photosynthetica 36: 117-128

27. Griffiths WT (1978) Biochem J 174: 681-692

28.Apel K, Santel HJ, RcdlingerTE, Falk H (1980) Em-
J Biochem 111: 251-258

29. Ryberg M, Sundqvist C (1982) Physiol Plant56: 125-132

30. Bart hele my X, Bouvier G, Radunz A, Docquier
S, Schmid GH, Franck F(2000) Photosynth Res 64: 63-76

31. Joyard J, Block M, Pineau B, Albricux C, Douce
R (1990) J Biol Chem 265: 21820-21827

32.Armstrong GA, Runge S, Frick G, Sperling U,
Apel K (1995) Plant Physiol 108: 1505-1517

33.HoltorfH, Reinbothe S, Reinbothe C, Bereza B,
Apel K (1995) Proc Natl Acad Sci USA 92: 3254-3258

34.HoltorfH, Apel K (1996) Planta 199: 289-295

35. Reinbothe S, Runge S, Reinbothe Ch, van Cleve
B, Apel K (1995) Plant Cell 7: 161-172

36.Reinbothe S, Reinbothe C, Runge S, Apel K
(1995) Journal of Cell Biology 129: 299-308

37.Reinbothe C, Lebedev N, Apel K, Reinbothe S
(1997) Proc Natl Acad Sci USA 94: 8890-8894

38. Reinbothe S, Mache R, Reinbothe C (2000) Proc Natl
Acad Sci USA 97: 9795-9800

39. Dahlin C, Aronsson H, Almkvist J, Sundqvist C
(2000) Physiol Plant 109: 298-303

40. Aronsson H, Almkvist J, Sundqvist C, Timko
MP, Dahl in C (1999) W: Argyroudi-Akoyunoglou
JH, Senger H (red) Chloroplast: From Molecular Biology to
Biotechnology, t64 Kluwer Academic Publ, str167-170

41. Oosawa N, MasudaT, Awai K, Fusada N, Shima-
da H, Ohta H,Takamiya K (2000) FEBS Lett 23697: 1-4

42. Kuroda H, Masuda T, Fusada N, Ohta H, Taka-
miya K (2000) Plant and Cell Physiol 41: 226-229

43. Fusada N, Masuda T, Kuroda H, Shiraishi T,
Shi mada H, Ohta H, Takamiya K (2000) Photosynth
Res 64: 147-154

44Bcer NS, Griffiths WT (1981) Biochem J 195: 83-92

45.Apcl K, Santel HJ, RcdlingerTE, Falk H (1980) Eur
J Biochem 111: 251-258

46. Répcr U, Prinz H, Lutz C (1987j Plant Sci 52: 15-19

47.Richards WR, Walker CJ, Griffiths, WT (1987)
Photosynth 21(4): 462-471

48. OQuazzani Chahdi MA, Schoefs B, Franck F (1998)
Planta 206: 673-680

49. Klement H, Helfrich M, Oster U, Schoch S,
Ridiger W (1999) EurJ Biochem 265: 862-874

50. Martin GEM, Timko MP, Wilks M (1911) Biochem J
325: 139-145

51. Townley HE, Griffiths WT, Nugent JP (1998) FEBS
Letters 422:19-22

52. Heyes DJ, Martin GEM, Reid RJ, Hunter CN,
Wilks HM (2000) FEBS Lett 483: 47-51

53.Helfrich M, Schoch S, Schafer W, Ryberg M,
Rudiger W (1996) J Amer Chem Soc 118: 2606-2611

54. Griffiths WT (1980) Biochem J 186: 267-278

55.Bereza B, Laskowski M, Hendrich W (1984) W:
Sironval C, Brouers M (red) Protochlorophyllide Reduc-
tion and Greening, Martinus Nijhoff7lDr W Junk Publishers, The
Hague-Boston-Lancaster, str 149-159

56.Bereza B, Dujardin E (1984) W: Sironval C,
Brouers M (red) Protochlorophyllide Reduction and Greening,
Martinus Nijhoff/Dr W Junk Publishers, The Hague-Boston-Lanca-
ster, str 161-173

57. Walter G, Kayser K, Dujardin E, Peine G, Bere-
za B, Hoffmann P (1980) Photosynth 24: 529-538

58. Suzuki JY, Bauer CE (1995)JBiol Chem 270: 3732-3740

59. Schulz R, Steinmiller K, Klaas M, Forreiter C,
Rasmussen S, Hiller C, Apel K (1989) Mol Gen Genet
217: 355-361

POSTEPY BIOCHEMII 49( 1), 2003



60.

6

62.
63.

64.

65.

66.
67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Darr ah M, Kay SA, Tcaklc GR, Griffiths WT
(1990) Biochem J 265: 789-798

.Benli M, Schulz R, Apci K (1991) Plant Mol Biol 16:
615-625

Tcaklc GR, Griffiths WT (1993) Biochem .7296: 225-230
Spano AJ, He Z-H, Michel H, Hunt D, Timko MP
(1992) Plant Mol Biol 18: 967-972

Spano AJ, He Z, Timko MP (1992) Mol Gen Genet 236:
86-95

Birvc S, Sclstam E,Juhansson B-A (1996) BiochemJ
317: 549-555

Lcluk J (1998) Cornputerss Chem 22: 123-13 1
Garni er J, Osguthorpc DJ, Robson
Biol 120: 97-120

Carmcncs RS, FreijeJP,Molina MM, MartinJM
(1989) Biochem Biophys Res Com/nun 159: 687-693.

Sandcr C, Schneider R (1991) Proteins 9: 56-68

King RD, Sternberg MJE (1996) Protein Sei 5: 2298-23 10
King RD, Sagi M, Sayle R, Sternberg MJ (1997)
Comput Appl Biosci 13: 473-474

Wilks HM, Timko M P (1995) Proc Natl Acad Sei USA 92:
724-728

Wilson RG, CoopcrlJB (1994) Plant Physiol 104: 289-290
Widc1l A, Selstam E (1988) Physiol Plant 73 (19A)
Widcll-Wigge A, Seistam E (1990) Plant Physiol 78:
315-323

Boddi B, Rybcrg M, Sundqgvist C (1992) J Photochem
Photobiol B-Biol 12: 389-401

B (1978) J Mol

Boddi B, Franck F (1997)J Photochem Photobiol B-Biol 41:
73-82
Boddi B, Lindsten A, Sundqvist C (1999) .J Photo-

chem Photobiol B-Biol 48: 11-16

Skribanck A, Apatini D, Inaoka M, Boddi B 2000)
J Photochem Photobiol B-Biol 55: 172-177

Boddi B, Rybcrg M, Sundqvist C (1993) J Photochem
Photobiol B-Biol 21: 125-133

Boddi B, Kis-Pctik K, Kaposi AD, Fidy J,
dg vist C (1998) Bioehim Biophys Acta 1365: 531-540

Sun-

POSTEPY BIOCHEMII 49(1), 2003

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.
91.
92.

93.

94.

95.
96.

97.

98.

. Virgin HI (1993) Physiol Plant 89: 761-766

Franck F, Mathis P (1980) Photochem Photobiol 32:
799-803

Van Bochove AC, Griffiths WT, van Grondel e R

(1984) W: SironvalC, Brou crs M (red) Protochlorophylli-
de Reduction and Greening, Martinus Nijhoff/Dr W Junk Pu-
blishers, The Hague-Boston-Lancaster, str 113-125

IwailJ, lkcuchi M, Inouc Y, Kobayashi T,(1984)W:
SironvalC, Brouers M (red.) Protochlorophyllide Reduc-
tion and Greening, Martinus Nijhoff/Dr W Junk Publishers, The
FLaguc-Boston-Lancastcr, str 99-112
Ignatov NV, Bclayeva OB,
synth Res 3: 117-124

Griffiths WT, McHugh T, Blankenship RE (1996;
FEBS Lett 398: 235-238.

Litvin FF (1993) Photo-

Begley TP, Young H (1989) ./ Amer Chem Soc 111:
3095-3096
SironvalC, Franck F, Gysembergh R, Bereza B,

Dujardin E (1984) W: Sironval C, Brou ers M (red)
Protochlorophyllide Reduction and Greening, Martinus Nijhoff/Dr
W Junk Publishers, The Hague-Boston-Lancaster, str 197-222
Franck F, Strzalka K (1992) FEBS Letters 309: 73-77
Rcinbothe S, Rcinbothe C (1996) Cell 86: 703-705
Franck F, Bereza B, Boddi B (1999) Photosynth Res 59:
53-61

Beale Si, Weinstein J (1990) W: Dailcy HA (red)
Biosynthesis of Heme and Chlorophyll, New York: McGraw-Hill
Publishing Co Inc, str 297-391

Mosinger E, Batschaucr A, Schafer
(1985) Ear J Biochem 147: 136-142

Hollorf H, Apc1lK (1996) Plant Mol Biol 31: 387-392
Rcinbothe C, ApclK, Reibothc S (1995) Mol Cell Biol
15: 6206-6212
Argyroudi-AkoyunoglouJH,
Photochem Photobiol B-Biol 36: 271-277
Reinbothe S, Reinbothe C (1996) Plant Physiol 111:1-7

E, Apci K

Prombona A (1996)J

55



http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT

w dniach 9-11 pazdziernika 2003 w Krakowie odbedzie sie
Xl ZJAZD Polskiego Towarzystwa Osteoartrologii
i Polskiej Fundacji Osteoporozy

pod auspicjami
International Osteoporosis Foundation

TEMATY
1. Osteoporoza: TERMINY
- patogeneza, epidemiologia Nadsytanie streszczen 31.03.03

Wczesna rejestracja 30.05.03
Wstepna lista uczestnikéw 30.06.03
Potwierdzenie uczestnictwa 31.08.03

- diagnostyka, leczenie
- osteoporoza u dzieci
- osteoporozy wtdrne

] ) Rezerwacja hoteli 31.08.03
- ztamania w osteoporozie
Choroba zwyrodnieniowa stawoéw
- leczenie farmakologiczne
Tematy wolne
INFORMACJE

Komitet Organizacyjny Xll Zjazdu PTOA i PFO
Krakowskie Centrum Osteoporozy
ul. Kopernika 32, 31-501 Krakow
tel. (+12) 423 2080, 430 3220; fax. (+) 4303153
e-mail: krakow@osteoporosis.org.pl
www.osteoporosis.org.pl

Przewodniczgcy Komitetu Organizacyjnego
dr hab.med. Edward Czerwinski
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Macierze DNA ATLAS™ BD Biosciences Clontech

Nowoczesne narzedzie do analizy ekspresji genow

Makromac ierze nylonowe 190-1200 gendw.
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Znakowanie 33P macierze plastikowe oraz 1
ny tonowe.

Znakowanie fluorescencyjne — macierze szklane.
Nadrukowy wane sekwencje dobierane pod wzgledem

wy dajnosci hybrydyzacji, jednoznacznos$ci sekwencji,

braku homologii z innymi genami z Banku Genow,
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Poréwnanie ekspresji gendw mies$nia szkieletowego osoby zdrowej (A)
i chorej na cukrzece (B) z zastosowaniem Atlas Plastic Human Becton Dickinson Polska Sp. z o.o0.
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Mikromacierze biatkowe BD Biosciences Clontech

Najnowsza technika do badan proteomicznych

Vesicle Apoptosis
Various \ /
\ Cell Cycle
Neural "4 Cancer, Growth
N
Membrane
Adhesive Ras, G-Proteins,
Migration Regulators
CtTiirtiiral *
/ ’ v \ Receptors
Transcriptional s \ SHy, SH3
Modulators Transcription Other
Factors signalling
Proteins

Funkcjonalna klasyfikacja biatek rozpoznawanych przez,
przeciwciata nadrukowane na AB Microarray.

Pierwsza komercyjna mikromacierz biatkowa
(Ab Microarray 380 # K1847-1) zaw iera 378
typéw przeciwciat monoklonalnych
nadrukowanych w dwoch powtdrzeniach.
Przeciwciata specyficznie wigzg 378 rodzajow
biatek ludzkich (cytozolowych lub zwigzanych
z btonami). Duza cze$¢ przeciwciat wykazuje
krosreaktywnos$¢ z biatkami mysimi
iszczurzymi. Na mikromacierzy
reprezentowane sg biatka zwiazane

z r6znorodnymi procesami naterenie komarki
(apoptoza, cykl komdrkowy, regulacja
transkrypcji, adhezja itp.)

» Analiza profilu ekspresji kilkuset biatek w jednym
eksperymencie,

e Poréwnanie poziomu biatek w réznych prébkach
biologicznych,

*« Wyniki uzyskiwane podczas jednego dnia pracy,

* Wysoka specyficzno$¢ uzyskana dzieki zastosowaniu
przeciwciat monoklonalnych dobranych zaréwno pod
wzgledem specyficznos$ci jak i pow inowactwa do
antygenu (jednoznaczno$¢ rozpoznawania i sita
wigzania przeciwciat z biatkami),

» znakowanie fluorescencyjne,

* kompletny zestaw (dwie mikromacierze, zestaw

buforéw do izolacji i znakowania biatek).

Sample A Sample B

Step 1:Protein extraction
Add Extraction/Labeling Buffer
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Step 2: Protein extraction
Add Dye
b )
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— ¢

Step 3:Removing unbound dye
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Step 4: Combine and incubate
with Ab Microarrays
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I Step 5:Scan

Procedura postepowania przy analizie ekspresji biatek z zastosowaniem
Mikromacierzy biatkowych BD Clontech



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepéw Biochemii” w roku 2003

Sktadka cztonkowska w 2003 roku wynosi:
dta Cztonkdédw rzeczywistych 80.- zi.
dla Cztonkdw studentéw 40.- zt
w tym roczna prenumerata ,,Postepéw Biochemii”.

Matzenstwa mogg optaca¢ sktadki w wysokosci 80. + 40. = 120 zt.

Cztonkowie, ktérzy optacag sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2003, majag zapewniong bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego , Postepy Biochemii”. Cztonkowie, kté-
rzy optacg sktadke po tym terminie, bedg mogli otrzymywac¢ kwartainik do czasu wyczerpania sie zapa-
sOw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotycza Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

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

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa mogg by¢ prenumeratorami ,,Postepdéw Biochemii”. Kosztw 2003
roku — 80 zi

Biblioteki ptacag za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2003 120.- zt.

Prosimy o wnoszenie optat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. IlIl Oddz. Warszawa nr
11101053-411050000371.

Jolanta Baranska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisa¢ sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infopthioch@nencki.gov.pl. W polu ,subject ,, umies¢ swoje nazwisko iimie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakdéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twdj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do ogétu cztonkdw,
informacje z FEBS o zjazdach ikursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktorym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzagdu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych , attachmentéw”.
Mam nadzieje, ze tg droga poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnos$ci poszczeg6lnych oddziatdw naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez ,Listy do biochemikow” redagowane przez p. Terese Wesotowska bedg obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarzgdu Gtownego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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