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Szanowni Panstwo,

Drugi numer ,,Postepéw Biochemii" w tym roku przynosi jak zwykle artykuty z réznych dziedzin, ale na szczeg6lng uwage zastuguje
coraz czestsze pojawianie sie na tamach naszego kwartalnika prac przegladowych poswieconych biochemii i biologii molekularnej roslin.
W tym numerze z tej dziedziny polecam szczeg6lnej Panstwa uwadze ,,Szlaki przekazywania sygnatu w reakcji roslin na zranienie" Jadwigi
Szczegielniak oraz ,,Kinazy receptorowe roslin" Anny Jakubowskiej, Macieja Ostrowskiego i Stanistawa Kowalczyka. Z prawdziwg przyjem-
noscig witam pojawienie sie nowych twarzy w dziale FORUM MELODYCH BIOCHEMIKOW, Malgorzaty Beresewicz, autorki pracy ,,Biatka
kotwiczace i ich udziat w przekazywaniu sygnatéw w zageszczeniach postsynaptycznych w o$rodkowym uktadzie nerwowym* i Takao Ishi-
kawy, ktéry zapoznaje nas z ,,Nowymi aspektami badan nad prionem [PS/+] w drozdzach Saccharomyces cerevisiae". Sadze tez, ze z przyjem-
noscig przeczytacie Panstwo niezmiernie ciekawy artykut przegladowy ,,Biatka RasGRP — czynniki aktywujgce Ras", autorstwa Mateusza
Szamatka i Wandy Baer-Dubowskiej oraz prace z pogranicza dziedzin, ,,Wystepowanie oraz funkcja tokochromanoli u roslin, zwierzat i u
cztowieka", ktorej autorami sg Renata Szymanska i Jerzy Kruk.

W tym numerze przedstawiamy takze nowg propozycje dla autoréw: przygotowanie cyklu artykutow, ktérego autorzy pochodzg z jednego
osrodka badawczego lub wspotpracujacych ze sobg placowek naukowych, poSwieconych jednemu zagadnieniu. Dzi$ seria pieciu artykutéow
przedstawia rodzing homologicznych biatek wigzacych jony wapnia, wystepujacych w organizmach eukariotycznych, rodzine aneksyn. Za-
praszamy autoréw z innych o$rodkéw badawczych do podjecia tej nowej inicjatywy redakcji. Propozycje prosimy kierowa¢ na adres poczty
elektronicznej redaktora naczelnego.

Zyczac mitej lektury, jak zwykle ponawiam moja goraca prosbe o kierowanie Panstwa opinii i uwag, ktore pomagajg redakcji w codzien-
nej pracy nad udoskonalaniem naszego czasopisma, na adres poczty elektronicznej s.pikula@nencki.gov.pl. Dziekuje za uwage i zapraszam
do czestego odwiedzania naszej strony internetowej pod adresem www.postepybiochemii.pl.
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Profesor dr hab. Anna Baranczyk-
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Kierownik Katedry i Zaktadu Bio-
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demia Medyczna w Warszawie
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e-mail: akuzma@amwaw.edu.pl

W 2006 roku mineto 90 lat od po-
wstania Katedry i Zaktadu Biochemii
bedacej obecnie jednostka | Wydziatu
Lekarskiego Akademii Medycznej w
Warszawie. Historia Zaktadu Bio-
chemii rozpoczyna sie w 1916 roku,
kiedy to na Wydziale Lekarskim Uni-
wersytetu Warszawskiego powotano
Katedre i Zaktad Chemii Fizjologicz-
nej. Mieszczacy sie przy Krakowskim
Przedmiesciu 26/28 Zaktad zostat
zorganizowany przez wyhitnego pol-
skiego biochemika —prof. Jakuba Ka-
rola Parnasa (Fot. 1), ktéry przez trzy
lata byt jego pierw-

W czasie okupacji nauczanie bio-
chemii odbywato sie na tajnym uni-
wersytecie, a skrypt przygotowany
przez prof. Przyteckiego zostat po
wojnie wydany jako pierw-
szy podrecznik z bioche-
mii, z ktérego przez wiele
lat korzystali studenci me-
dycyny. Na tajnym uniwer-
sytecie oprocz prof. Przy-
teckiego wykitadali takze
Wtodzimierz  Niemierko,
Antoni Dmochowski, Jo-
zef Heller (po6zniejszy kie-
rownik Zaktadu) i Ludwik
Hirszfeld.

W lutym 1945 roku na
Uniwersytecie Warszaw-
skim uruchomiono dwa
pierwsze kursy medycyny. Wykiady
z chemii fizjologicznej dla studentéw
Wydziatu Lekarskiego

szym kierownikiem.

W  poczatkowym
okresie prof. Parnas

wraz z asystentem
Stanistawem Przy-
teckim prowadzili

wyktady z chemii fi-
zjologicznej dla stu-
dentéw Wydziatu Le-
karskiego, a nastepnie
takze dla studentéow
Wydziatow Farmacji i
Weterynarii. W latach

1919-1927 Zakladem Fotografia 1. Prof. Jakub Karol Parnas.

kierowat prof. Stani-

staw Badzynski, kté-

ry prowadzit wyktady z biochemii i
chemii farmaceutycznej z elementami
fizjologii. Pracownikami Zaktadu byli
Stanistaw Przytecki, Janina Opienska
i Wactaw Giedroyé. Od 1928 do 1939
roku kierownikiem Zaktadu Che-
mii Fizjologicznej byt prof. Stanistaw
Przytecki, ktéry poza zagadnieniami
biochemicznymi wyktadat roéwniez
wirusologie i chemie analityczng. Do
wybuchu drugiej wojny Swiatowej w
Zaktadzie pracowato juz 17 oséb.
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prowadzit  Wiodzimierz
Niemierko —po raz pierw-
szy zorganizowano takze
¢wiczenia  laboratoryjne.
W 1946 roku kierownictwo
Zaktadu Chemii Fizjolo-
gicznej objat prof. Piotr
Wierzchowski (p6zniejszy
kierownik Za-

ktadu Chemii
AM).

w roku
1949 utwo-

rzono Akade-
mie Lekarska,
ktorg w 1950
roku przemianowano na
Akademie Medyczng, a
stanowisko kierownika
Zaktadu Chemii Fizjolo-
gicznej miat obja¢ Ernest
Sym, jednak zanim objat

te funkcje zginat w wy- Fotografia 2. Prof. Jozef Heller.

padku samochodowym.
Od 1951 roku przez po-
nad 10 lat kierownikiem Zaktadu byt
prof. Jézef Heller (wspdtpracujacy
wczesniej we Lwowie z prof. Parna-

Fotografia 3. Prof. Irena Mochnacka szym

sem), ktory petnit te funkcje do czasu
objeciu stanowiska dyrektora Insty-
tutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk. Prof. Jézef Heller
(Fot.2) odegrat waz-

' ng role w organizo-
waniu Srodowiska
naukowego biochemii
polskiej i tworzeniu
instytucji naukowych.
Miedzy innymi byt
wspétitwércg  utwo-
rzonego w 1957 roku
Instytutu  Biochemii
i Biofizyki PAN (a
takze przez ponad 10
lat jego dyrektorem),
zatozycielem i pierw-
redaktorem
wydawanego do dzi$

kwartalnika ,,Postepy

Biochemii”, cztonkiem-zatozycielem
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, Polskiego Towarzystwa Fizjo-
logicznego, Europejskiego Towarzy-
stwa Endokrynologii Poréwnawczej,
cztonkiem Deutsche Akademie der
Naturforscher und Arzte , Leopoldi-
na", a takze cztonkiem komitetow re-
dakcyjnych czasopism Life Sciences i
Molecular and Cellular Biochemistry.

Po prof. Hellerze Kkie-
rownikiem Zaktadu Che-
mii Fizjologicznej zostata
jego wychowanka prof.
Irena Mochnacka (Fot. 3),

przez 14 lat (od 1962 do
1975 roku) az do przej-
$cia na emeryture. Prof.
Mochnacka, ktorg wie-
lu lekarzy-absolwentow
Warszawskiej Akademii
Medycznej wcigz pa-
mieta, byla absolwentkg
Wydziatu  Lekarskiego
Uniwersytetu Jana Ka-
zimierza we Lwowie,
gdzie uzyskata tez sto-
pien doktora medycyny. Habilitowa-
ta sie w 1950 roku na Wydziale Lekar-
skim Akademii Medycznej we Wro-

99


mailto:akuzma@amwaw.edu.pl

ctawiu, skad w 1953 roku przeniosta
sie do Zaktadu Chemii Fizjologicznej
Akademii Medycznej w Warszawie.
Po roku uzyskata tytutu profeso-
ra nadzwyczajnego. Na wyktadach
prof. Mochnackiej, podczas ktdrych
Profesor wiasnorecznie pisata na ta-
blicy wzorami omawiane przemiany
biochemiczne, sala na Krakowskim
Przedmiesciu byta zawsze wypetnio-
na. Byly to jedne z najlepszych wykia-
dow, a zdanie egzaminu z biochemii
u prof. Mochnackiej byto ogromnym,
petnym wrazen sukcesem.

Prof. Irena Mochnacka wiele cza-
su poswiecata pracy redakcyjnej w
gtownym polskim czasopi$mie bio-
chemicznym ,Acta Biochimica Po-

tow, Zaktad Biochemii powrécit do
macierzystego Wydziatu Lekarskiego
i zostat przemianowany na Katedre i
Zaktad Biochemii | Wydziatu Lekar-

dla studentéow | roku). Uczymy na
studiach dziennych, wieczorowych
i uzupetniajgcych (tzw. pomosto-
wych). W roku akademickim 2005/06

skiego Akademii Medycznej
w Warszawie. W roku 1999
prof. Szymczyk-Wasiluk
przeszta na emeryture i w
wyniku konkursu ja zosta-
tam kierownikiem Katedry i
Zaktadu Biochemii.

Pracujagc  w  Zaktadzie
Biochemii juz jako student-
ka Akademii Medycznej (w
ramach kota naukowego),
a nastepnie na kolejnych
stanowiskach naukowo-
dydaktycznych,

lonica" petnigc funkcje
sekretarza, a nastepnie
redaktora naczelne-
go. Czasopismo to do
dzi$ ma znaczng range
wséréd  biochemikow
(IF 1,863).

W roku 1970, w wy-
niku zmian organizacyj-
nych w Akademii Me-
dycznej zwigzanych z
tworzeniem instytutéw,
nazwe Zaktadu Chemii
Fizjologicznej zmienio-
no na Zaktad Biochemii
i wigczono do Instytutu Biofarmacji
Wydziatu Farmaceutycznego. Zaktad
Biochemii przeniesiono z terenu Uni-
wersytetu Warszawskiego na Krakow-
skim Przedmiesciu do nowo wybudo-
wanego gmachu Akademii Medycznej
przy ulicy Banacha 1.

Wasiluk.

W roku 1975 kierownikiem Za-
ktadu Biochemii zostata doc. Teresa
Szymczyk-Wasiluk (Fot. 4), wieloletni
pracownik Zaktadu. Prof. Szymczyk-
Wasiluk jako jedna z pierwszych w
Akademii Medycznej wprowadzita
egzaminy i sprawdziany testowe,
najpierw dla studentéw Oddziatu
Stomatologii, a nastepnie dla studen-
tow Wydziatu Lekarskiego. Zespot
dydaktyczny, pod kierunkiem prof.
Szymczyk-Wasiluk, opracowat sze-
reg skryptéw utatwiajacych studen-
tom przyswajanie wiedzy bioche-
micznej.

W 1993 roku, w wyniku kolejnych
zmian w strukturze organizacyjnej

Uczelni i rozwigzaniu czesci instytu-
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Fotografia 4. Prof. Teresa Szymczyk-

— wszystkie stopnie

| naukowe (Fot. 5).

| Obecnie w Zaktadzie wraz
ze mng pracuje 18 oséb
(Fot. 6), ktére poza pracg
naukowg zajmujg sie na-
' uczaniem biochemii. Uczy-
my studentow | Wydz.
Lekarskiego,  studentéw
Oddziatu Lekarsko-Den-
| tystycznego oraz studen-
tow Wydziatlu Nauki o
Zdrowiu (Oddziatéw Pie-
legniarstwa, Potoznictwa,
Ratownictwa Medycznego,
Dietetyki). Prowadzimy
takze dwa odrebne kursy biochemii
w jezyku angielskim, dla studentéw
zagranicznych studiujacych medycy-
ne na Il Wydziale Lekarskim AM w
ramach tzw. English Divisions (kurs
dwu semestralny dla studentow Il
roku medycyny i jedno semestralny

prowadziliSmy zajecia (wy-
ktady, seminaria, ¢wiczenia
laboratoryjne) z biochemii
dla ponad 1200 studentdw,
realizujgc ponad 4500 godzin
dydaktycznych. Od kilku lat
nasi studenci biorg udziat w
. Ogdlnopolskim  Konkursie
Wiedzy Biochemicznej Stu-
dentow Akademii Medycz-
nych ,SUPERHELISA". W
minionym roku akademic-
kim 3-osobowy zespdt naszej

Fotografia 5. Prof. dr hab. Uczelni zajal zaszczytne IlI-
uzyskatam Anna Baranczyk-Kuzma. 12 y

miejsce, a w bhiezagcym roku
akademickim (w maju) my
bedziemy organizowali ko-
lejny, juz IV Konkurs.

Od 2002 roku w naszym Zakia-
dzie prowadzona jest bardzo aktywna
wymiana studentdw i doktorantéw
w ramach kierowanego przeze mnie
programu CEEPUS (Central European
Exchange Program for University Stu-
dies). CEEPUS jest partnerem progra-
mu medycznego STUDY OF MEDICAL
CHEMISTRY koordynatorem kt6rego
jest Uniwersytet w Zagrzebiu. Gtow-
ng forma dziatalnosci programu jest
wymiana pracownikow naukowych i
studentéw w celu realizacji wspo6lnych
projektow badawczych, wykonywania
czesci badan do prac magisterskich i
doktorskich. Corocznie mtodzi pracow-
nicy naszego Zaktadu oraz studenci
pracujacy w kole naukowym wyjezdza-
ja do Chorwacji czynnie uczestniczac

Fotografia 6. Zespot naukowy kierowany przez prof. Anne Baranczyk-Kuzme.
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w szkole letniej, a takze my goscimy u
siebie profesoréw i studentéw z uczelni
partnerskich — ci ostatni, podczas po-
bytéw trwajgcych od 1 do 3 miesiecy,
wiaczajg sie do prowadzonych przez
nas badan. Poza studentami programu
CEEPUS przyjmujemy takze studentéw
przyjezdzajacych w ramach programu
SOCRATES-ERASMUS, ktdrego dzia-
falno$¢ koordynuje (jako uczelniany
koordynator) od roku 1998.

Badania naukowe prowadzone w
Zaktadzie dotyczg procesoéw biotrans-
formacji w osrodkowym uktadzie ner-
wowym w warunkach fizjologicznych i
patologicznych (choroby neurodegene-
racyjne, zatrucia narkotykami, lekami

i nieenzymatycznych uktadéw anty-
oksydacyjnych w tkankach prawidto-
wych i zmienionych nowotworowo,
biochemicznych i molekularnych mar-
keréw diagnozowania i monitorowa-
nia procesu nowotworowego, gene-
tycznych i epigenetycznych mechani-
zmdéw mutagenezy i kancerogenezy
chemicznej. Badania prowadzone sg na
tkankach ludzkich (z operacji, autopsji),
szczurzych i mysich (w tym zwierzat
transgenicznych) oraz na hodowlach
komérkowych (fibroblasty ptuc cho-
mika chinskiego V79, limfocyty ludz-
kie transfekowane wirusem Epsteina-
Barra). W ramach miedzynarodowego
projektu badawczego zamawianego we

Warszawie i Klinikg Neurologii w Ulm
(Niemcy) zatozyliSmy stale powieksza-
ny, jedyny w Polsce bank transfekowa-
nych limfocytow pacjentéw z choroba-
mi neurodegeneracyjnymi (ALS, MSA,
PSP). Zebrany materiat postuzy do
badan nad patogenezg tych nieuleczal-
nych obecnie choréb.

Zarowno praca naukowa (aktualnie
7 asystentbw ma otwarte przewody
doktorskie i prace w trakcie opraco-
wywania wynikow) jak i dydaktyczna
dostarczajg pracownikom Katedry i Za-
ktadu Biochemii wiele satysfakcji, tym
bardziej, ze sg one bardzo dobrze oce-
niane przez wtadze Uczelni (liczne na-
grody naukowe i dydaktyczne), a takze

psychotropowymi),

wspotpracy z Klinikg Neurologii AM w

enzymatycznych przez studentow (wyniki ankiet).

Do wszystkich cztonkow Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

KOLEZANKI, KOLEDZY, SZANOWNI PANSTWO,

Polskie Towarzystwo Biochemiczne liczy juz sobie prawie 50 lat (powstato w 1958 roku) i tylez lat ma jego Sta-
tut, ktory nie byt zmieniany od powstania Towarzystwa. Od pewnego czasu wypowiadane sg opinie, iz statut ten
wymaga zmian i aktualizacji. Takie gtosy miedzy innymi dato sie stysze¢ na ostatnim Walnym Zebraniu PTBioch w
Lublinie w 2005 roku. W zwigzku z tym, przy Zarzadzie Gtéwnym Towarzystwa powotano Komisje Statutowg, ktéra
zaproponowata zmiany w Statucie. Projekt nowego Statutu zamieszczono na stronie internetowej naszego Towarzy-
stwa (www.pthioch.edu.pl) pod 'linkiem' 'zmiany Statutu'. Apeluje do wszystkich Panstwa o zapoznanie sie z tym
projektem i przestanie swoich uwag lub komentarzy na méj adres (dzugajan@biol.uni.wroc.pl) do konca sierpnia
2007roku. Dla utatwienia streszczam ponizej dwie najwazniejsze zmiany:

1. Cztonkiem zwyczajnym Towarzystwa moze zostaé¢ kazdy, kto 'jest zainteresowany biochemia lub naukami po-
krewnymi', a nie —jak dotychczas —tylko osoby majace dorobek naukowy w zakresie biochemii lub nauk pokrew-
nych (paragraf 11). Jednocze$nie wprowadza sie zapis, na mocy ktérego cztonkostwo jest $ciSle zwigzane z optace-
niem sktadki; inaczej mowiac, ustaje automatycznie z chwilg uptywu terminu, za ktory sktadka zostata optacona.
Wedtug dotychczas obowiazujgcego statutu Zarzad G+éwny moze skresli¢ cztonkow zalegajgcych ze sktadkami dwa
lata lub dtuzej dopiero po dwukrotnym upomnieniu.

2. Dotychczasowe Walne Zebranie cztonkéw, bedace najwyzszg wtadza Towarzystwa, projektuje sie zastapi¢ Ze-
braniem Delegatéw wybieranych przez Oddzialy proporcjonalnie do ich liczebnosci (paragraf 13). Chodzi o to, ze
od wielu juz lat w Walnych Zebraniach, odbywajacych sie co trzy lata, bierze udziat tylko niewielka liczba cztonkéw
(kilkadziesigt 0s6b na ponad tysigc ogétu cztonkdw). Uwazamy, ze instytucja Zebrania Delegatéw mogtaby by¢ cia-
tem bardziej reprezentatywnym.

Przedstawiajgc Panstwu te propozycje, goragco zachecam wszystkich cztonkéw Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego do przesytania na moj adres, pocztg elektroniczng lub tradycyjna, swoich opinii o nowym projekcie Statutu
w terminie do korica sierpnia br. Projekt, po zapoznaniu sie z Paristwa gtosami, zostanie jeszcze raz przedyskutowany
przez Komisje Statutowa, a nastepnie przez Zarzad Gtéwny Towarzystwa, po czym zostanie poddany koresponden-
cyjnemu powszechnemu gtosowaniu przez ogdt cztonkéw Towarzystwa. Zaréwno projekt jak i tryb jego gtosowania
zamierzamy oczywiscie skonsultowac z prawnikiem oraz Radg Towarzystw Naukowych przy Polskiej Akademii
Nauk. Oczekujac Panstwa wypowiedzi, facze moje wyrazy szacunku

Przewodniczacy Komisji Statutowej

Prof. Andrzej Dzugaj

Zaktad Fizjologii Zwierzat 1Z UWTr.

ul. Z. Cybulskiego 30, 50-205 Wroctaw

tel. (48-71) 328-82-46; e-mail: dzugajan@biol.uni.wroc.pl
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WIADOMOSCI

Prezes Polskiej Akademii Nauk,
prof. Michat Kleiber, zapowiada
potozenie wiekszego nacisku na ba-
dania w kluczowych dziedzinach i
wspieranie karier mtodych naukow-
cow. Jego zdaniem konieczne tez bedg
zmiany w strukturach niektorych jed-
nostek badawczych i w administracji
PAN. Prof. Kleiber zostal wybrany
na prezesa PAN 11 grudnia 2006 r.,
a swoja funkcje zaczat petni¢ w 2007
roku. Wedtug nowego prezesa PAN,
polska nauka potrzebuje, w dziedzi-
nie badah poznawczych, wiekszej
specjalizacji, poniewaz uczeni w
naszym kraju nie mogg osiggaé¢ suk-
ceséw we wszystkich istniejgcych
dziedzinach nauki. Aby specjalizacja
ta przyniosta jak najwieksze korzysci,
trzeba —jego zdaniem —skoncentro-
wac sie na dziedzinach, ktoére obecnie
sq najwazniejsze dla Polski oraz na
tych, ktére najszybciej sie rozwijaja
i pogtebiaja naszg wiedze o Swiecie.
Wedtug Prezesa PAN do takich dzie-
dzin nalezg: nowoczesne — biologia
molekularna oraz nauka o materia-
tach, biotechnologia i wszystko to co
sie wigze z rozwojem spoteczenstwa
informacyjnego, czyli informatyka i
telekomunikacja. Strategiczng dzie-
dzing jest tez oczywiscie energetyka.
Jak zaznacza prof. Kleiber, wazne sg
takze badania socjologiczne, bowiem
obecnie zachodzgce procesy, takie jak
mieszanie sie kultur lub starzenie sie
spoteczenstw, beda wymagaty reakcji
ze strony rzagdéw wielu panstw, takze
Polski, a do tego niezbedne sg teore-
tyczne podstawy. Dla Polski szcze-
golnie wazne sg dziedziny zwigzane
z naszg kulturg i tozsamoscig naro-
dowa. Polscy uczeni musza np. stale
bada¢ jezyk polski i historie naszego
kraju.

Prof. Kleiber planuje utworzenie
w najblizszych miesigcach Centrum
Badawczego w ramach PAN, Kkto-
rego zadaniem ma by¢ zarzadzanie
dziatalnoscig jednostek badawczych
Akademii i okre$lanie dziedzin nauki,
w ktérych badania beda dla PAN klu-
czowe. W jego sktad majg wejs¢ czton-
kowie PAN, a takze przedstawiciele
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, ktore finansuje dziatal-
nos$¢ poszczegdlnych jednostek PAN.
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Pierwszym zadaniem nowo powota-
nego organu Akademii ma by¢é oce-
na placowek wchodzacych w skiad
PAN, wedtug kryteriéw ostrzejszych
niz stosowane przez MNiSW w oce-
nie jednostek badawczych. Jednym z
kryteriow, wedtug ktérych bedzie to
mozna ocenié, jest m.in. zdolnos$¢ da-
nej placéwki do generowania ,,mi-
strzow™, czyli uczonych wybitnych w
swojej dziedzinie. Instytut musi po-
siada¢ tez zdolno$¢ do wspétpracy z
wiodacymi osrodkami z innych kra-
jow i umiejetnos¢ tworzenia szans
rozwoju dla miodych naukowcéw.
To ostatnie jest szczegOlnie wazne,
poniewaz w Polsce, podobnie jak w
innych krajach europejskich, w pla-
cowkach badawczych zatrudnionych
jest zbyt mato mitodych, zdolnych
naukowcow. Prof. Kleiber uwaza, ze
nauki nie spos6b uprawia¢ bez mto-
dziezy. Rozwoj nauki jest dynamicz-
ny dzieki wykorzystaniu potencjatu
mtodych ludzi, charakteryzujacych
sie odwaga i brakiem uprzedzen w
podejsciu do zagadnien. Aby wspo-
moc kariery miodych ludzi i jedno-
cze$nie pozwoli¢ jednostkom nauko-
wym wybiera¢ tych najzdolniejszych,
PAN musi, wedtug nowego prezesa,
nawigza¢ Scislejsza wspotprace z
uczelniami. Chodzi zwtaszcza o pro-
wadzenie studiéw doktoranckich. Z
jednej strony pozwoli to uniwersy-
tetom pozyska¢ kadre wyktadow-
cow, ktorych potrzeba coraz wiecej.
Z drugiej strony — instytuty beda
mogty wiaczy¢ doktorantdéw w swo-
je prace badawcze i wytoni¢ sposrdd
nich swoich przysztych pracowni-
kéw. Niektore instytuty, zdaniem
prof. Kleibera, powinny stawac sie
wspoétwiasnoscia PAN-u i uczelni.
W przysztosci moga nawet zostac
przez uczelnie wchioniete. W obrebie
samej Akademii nowy prezes chce
integrowac niektdre jednostki. Cho-
dzi o to, aby stabsze i mniejsze insty-
tuty mogty zosta¢ wigczone w skiad
wiekszych, by dzieki temu korzystac
z lepszej infrastruktury i mozliwoSci
wspoOtpracy miedzynarodowej, co
podniesie jakos¢ prowadzonych tam
badan. Pewne jednostki moze czekaé
likwidacja petna lub czesciowa, z tym,
ze nie nastapi to nagle, raczej stopnio-
wo (wg PAP —Nauki w Polsce).

KRAJOWE

Wypowiedzi podsekretarza sta-
nu w MNiSW, prof. Krzysztofa Ku-
rzydtowskiego, Prezesa Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej — prof. Macieja
Zylicza oraz prof. Michata Kleibera
podczas spotkania informacyjnego,
dotyczacego programéw Europejskiej
Rady Badan (ERC) oraz mozliwosci
pozyskania finansowania na projek-
ty 7. Programu Ramowego, potwier-
dzity polityke Prezesa PAN-u wobec
mtodych naukowcoéw, przedstawiong
zaraz po podjeciu przez Niego nowej
funkcji kilka miesiecy wcze$niej. Re-
sort nauki poprze wszelkie inicjatywy
umozliwiajgce miodym polskim na-
ukowcom kariere w sektorze badan
i rozwoju oraz zacheci wybitnych
uczonych z catej Europy do pracy w
Polsce. Prezes Fundacji na Rzecz Na-
uki Polskiej, prof. Maciej Zylicz, pod-
kreslit, iz nalezy wykorzysta¢ maksy-
malnie potencjat Europejskiej Rady
Badan, bowiem jest to szansa, aby
mtodzi naukowcy chcieli realizowaé
swoje granty w Polsce i tutaj lokowali
laboratoria badawcze. W Polsce pra-
cuje wielu mtodych naukowcéw (w
tym ponad 30 tys. stuchaczy studidw
doktoranckich). Wedtug prof. Kurzy-
dtowskiego jestto wazny atut przy po-
dejmowaniu dziatan umozliwiajacych
tej grupie rozwijanie kariery w kraju,
nie tylko na polskich uczelniach, ale
tez w innych jednostkach zwigzanych
z pracami badawczo-rozwojowymi.
llos¢ placéwek badawczych moz-
na zwiekszy¢, wykorzystujac Srodki
pozyskiwane z réznych programow
operacyjnych Unii Europejskiej. Zade-
klarowat nagradzanie i promowanie
instytucji, ktére wspierajg i przyciaga-
ja mtodych naukowcdw do Polski.

Na cato$¢ badan w ramach 7. Pro-
gramu Ramowego Komisja Europej-
ska przeznaczyta 54,5 mld euro (ok.
osiem mld euro rocznie). Jest to 40
proc. wiecej niz w poprzednim, 6.PR.
NowoScig jest tez przywigzanie szcze-
gb6lnej uwagi wspieraniu miodych
naukowcow oraz wprowadzenie
programu IDEE, ktorego celem jest
finansowanie badan innowacyjnych
i przetomowych. Na jego realizacje
ERC przeznacza 14 proc. ogdlnego
budzetu 7.PR, czyli ponad jeden mid
euro rocznie. Wazny jest fakt, ze uzy-
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skany grant badawczy mozna prze-
nosi¢ do innego miejsca pracy, ponie-
waz $rodki przyznawane sg osobie, a
nie instytucji. Wedtug prof. Kleibera
ta zaleta powoduje, ze warto zabie-
ga¢ o zainteresowanie naukowcow i
stwarza¢ im jak najlepsze warunki do
pracy badawczej. O granty w ramach
7.PR ubiegaé sie moga obywatele ze
wszystkich  kontynentéw. Warun-
kiem ograniczajagcym jest wymag, aby
miejscem ich pracy docelowej byto la-
boratorium na terenie UE.

W 7.PR istniejg dwa typy grantow
— dla mtodych naukowcow (1/3 ca-
tego budzetu 7.PR) i dla pozostatych
uczonych (2/3 budzetu). Kazdego
roku dla kazdej z tych grup realizo-
wany bedzie jeden konkurs. 45 proc.
dostepnych $rodkéw przypadnie na
badania z dziedziny nauk Scistych,
40 proc. —na nauki o zyciu, a pozo-
state 15 proc. — na nauki spoteczne i
humanistyczne. Jedna osoba bedzie
mogta realizowaé maksymalnie jeden
projekt.

O grant dla mtodych naukowcdw
moze ubiegaé sie osoba, ktéra chce
pracowac¢ na terenie UE, jest samo-
dzielna merytorycznie i uzyskata sto-
pien doktora 2-9 lat wczeéniej. ERC
przyzna im ok. 200 grantdw rocznie
(kazdy na piec lat), za tgczng kwote
ponad 300 min euro. Z danych sza-
cunkowych wynika, ze Polsce moze
zosta¢ od kilkunastu do 20 grantéw.
Ideg systemu konkurséw jest nie
masowos$¢ finansowania nauki, ale
wspieranie badan najwybitniejszych.
Szczego6towe informacje na temat 7.PR
i warunkow ubiegania sie o granty
badawcze mozna znalez¢ na stronie
internetowej: http://erc.europa.eu

Europejska Rada Naukowa (ERC)
rozpoczeta dziatalnos¢ w lutym 2007
r. w Berlinie. W jej sktad wchodzi 22
cztonkéw, przedstawicieli panstw
cztonkowskich i stowarzyszonych.
Jest wsrdd nich wielu noblistow i
laureatéw innych prestizowych na-
grod. OSmiu reprezentuje nauki Sci-
ste i technologiczne, siedmiu nauki o
zyciu, a pieciu nauki humanistyczne
i spoteczne. Przewodniczagcym Rady
jest grecki uczony — Fotis Kalatos, a
jedynym zasiadajgcym w niej Pola-
kiem — prof. Michat Kleiber, prezes
Polskiej Akademii Nauk. ERB ma by¢
niezaleznym ciatem eksperckim dba-
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jacym o to, aby rozwo6j badan w Euro-
pie przebiegatl zgodnie z wymogami
naukowej doskonatosci (PAP — Na-
uka w Polsce, kwiecien 2007).

Prozdrowotne walory polskich
produktéw pasiecznych przedsta-
wiajg naukowcy z Zaktadu Bioche-
mii Akademii Rolniczej w Krakowie:
prof. Henryk Kotoczek i adiunkci
dr Pawe}l Kaszycki oraz Adam Swi-
derski. Sg to wyniki kompleksowych
badan nad warto$cig odzywczg i
leczniczg miodu, pytku pszczelego
kwiatowego oraz pierzgi, prowadzo-
ne w Zaktadzie Biochemii Akademii
Rolniczej w Krakowie we wspéipra-
cy ze Zrzeszeniem Pszczelarzy ,,Api-
pol", realizowane od 2005 roku przy
wsparciu finansowym budzetu pan-
stwa i Komisji Europejskiej. W trzech
kolejnych minirozdziatach, badacze
wykazuja, ze zar6wno bogate w prze-
ciwutleniacze miody, jak i pytek oraz
pierzga sg zrodtem aktywnych biolo-
gicznie substancji i powinny stuzy¢
do produkcji nowoczesnych prepara-
téw, stosowanych w diecie cztowieka
zgodnie z zasadami tzw. zywienia te-
rapeutycznego.

Analizy prowadzono z zastoso-
waniem specjalistycznej aparatury i
nowoczesnych metod badawczych:
chromatografii wysoko- (HPLC) i
$redniocisnieniowej (FPLC), technik
elektroforetycznych, spektroskopii
UV/VIS oraz chromatografii gazowej
sprzegnietej ze spektrometrig mas
(GC/MS). Metode elektronowego re-
zonansu paramagnetycznego (EPR,
w unikatowej wersji pomiarowej tzw.
L-band EPR) wykorzystano do okre-
$lenia whasnosci przeciwutleniajgcych
aktywnych biologicznie zwigzkéw,
poprzez bezpos$rednie obserwacje
zdolnosci zmiatania stabilnych wol-
nych rodnikéw.

Badania przeciwutleniaczy w pol-
skich miodach nektarowych. Znacz-
ng cze$¢ swych zdrowotnych wia-
snosci miod zawdziecza obecnosci
przeciwutleniaczy — substancji prze-
ciwdziatajacych szkodliwym wolno-
rodnikowym reakcjom utleniania. W
badaniach og6lnych witasnosci prze-
ciwutleniajacych analizowano, w wa-
runkach in vitro, zdolnos$ci do zmiata-
nia wolnych rodnikéw przez polskie
nektarowe miody odmianowe: aka-
cjowy, gryczany, lipowy, rzepakowy,

wielokwiatowy i wrzosowy. Szcze-
gélnie wysokie aktywnos$ci wykazano
dla miodu gryczanego i wrzosowego
(Ryc. 1). Wiadomo jest, ze wiele spo-
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rodnikow [%/ 90 min]

ofektywnosé redukcjl wolmych
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Rycina 1. Aktywnosci antyoksydacyjne odmiano-
wych miodéw polskich. Od lewej: mi6éd rzepako-
wy, lipowy, akacjowy, wielokwiatowy, wrzosowy,
gryczany.

$rod zwigzkéw fenolowych, takich
jak: kwercetyna, kempferol, apige-
nina z grupy flawonoidéw, czy tez
kwaséw fenylopropenowych: kawo-
wego, chlorogenowego i ferulowego,
przejawia silne aktywnosci przeciw-
utleniajgce. Stosujac analizy HPLC, w
badanych miodach oznaczano prze-
ciwutleniacze fenolowe. Wymienione
miody —gryczany iwrzosowy, a tak-
ze lipowy, wyro6zniaty sie pod wzgle-
dem wysokiej zawartosci kwasu chlo-
rogenowego iferulowego (Ryc. 2).

Aiatenie rwiash bw fenolowy<  [mg/ 30g]

D o -

oy wwhowy  whaiowy  whwckowy

Rycina 2. Antyoksydanty fenolowe w polskich
miodach nektarowych.

Obecnie trwajg prace nad identy-
fikacjg szeregu innych przeciwutle-
niaczy we frakcjach wydzielonych
z poszczegblnych odmian miodéw.
W toku badan stwierdzono bowiem,
ze dziatanie przeciwutleniajgce wy-
kazujg réwniez inne obecne w mio-
dach substancje o réznej polarnosci,
rozpuszczalno$ci i wiasciwos$ciach
chemicznych. Dotyczy to, m.in. frak-
cji biatkowej. Biatka to wazne i biolo-
gicznie aktywne sktadniki miodow,
odpowiedzialne m.in. za cenne wia-
§ciwosci przeciwbakteryjne, enzyma-
tyczne i przeciwzapalne. Midd gry-
czany wyrdzniat sie szczeg6lnie duzg
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zawartoscig biatka oraz aktywnoscig
przeciwutleniajgca tej frakcji. W ana-
lizach elektroforetycznych wykazano
duzg — w pordéwnaniu z pozostaty-
mi miodami — ilo$¢ biatek niskocza-
steczkowych, by¢ moze z grupy cyto-
chromoéw, ktére moga przyczyniac sie
do szczegOlnej aktywnosci przeciwu-
tleniajacej tego miodu. Ta interesujgca
frakcja biatkowa jest rGwniez obecnie
badana przez nasz Zespot.

Polskie miody styng z wysokiej ja-
koséci i mnogos$ci odmian. Ich warto$é
lecznicza i walory dietetyczne zalezg
gtéwnie od gatunku rosliny, z ktorej
pszczoty zebraty nektar. Miody szcze-
go6lnie bogate w przeciwutleniacze
moga by¢ pomocne w profilaktyce
chor6b nowotworowych i krazenia, a
takze przydatne w hamowaniu wol-
norodnikowych procesow starzenia.

Badania przeciwutleniaczy umozli-
wig w przysztosci petniejszg standary-
zacje miodow pod wzgledem cennych
dla cztowieka zwigzkéw czynnych
biologicznie oraz pozwolg wskazaé
miody o0 szczeg6lnie wartosciowych
cechach prozdrowotnych. Przyczynig
sie tez zatem do zwigkszenia konku-
rencyjnosci miodédw polskich na ryn-
kach Unii Europejskiej i catego Swiata
(autorzy: Pawel Kaszycki, Henryk
Kotoczek).

Pytek pszczeli kwiatowy i pierzga
—wartosciowe sktadniki naturalnej
diety ukierunkowanej terapeutycz-
nie. Pytek pszczeli kwiatowy (Ryc. 3)

Rycina 3. Mikroskopowy obraz pytku pszczelego
kwiatowego (pow. ok. 100x).

jest mieszaning obno6zy pytkowych o
sktadzie, zabarwieniu oraz zawarto-
§ci substancji aktywnych, zaleznych
od rodzaju pozytku pszczelego (czy-
li dostepnego dla pszczot pokarmu).
Jest to produkt niezwykle odzywczy,
stanowigcy cenny materiat energe-
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tyczny (bogaty sktad weglowodandw,
biatek i lipidéw) i zrodto btonnika po-
karmowego. Szerokie zastosowanie w
medycynie ludowej i klasycznej wig-
ze sie z wysokg zawartoscig czynnych
biologicznie zwigzkdw: glikozyddw,
fenoli, karotenoiddw, tokoferoli, fito-
steroli, jak réwniez: aminokwasow,
makro- i mikroelementéw oraz wi-
tamin i enzyméw. Pszczoty, dodajac
wydzieline gruczotéw $linowych do
pytku, przetwarzaja go w zapas po-
karmowy — pierzge, ktora jest trwal-
sza i lepiej przyswajalna w wyniku
przemian biochemicznych podczas
beztlenowej fermentacji mlekowej.

W Zaktadzie Biochemii AR w
Krakowie analizowano sktad, wta-
snosci i warto$¢ odzywczag pytku
pszczelego i pierzgi, okreslajgc ich
przydatnos$¢ jako dodatkéw wspo-
magajacych leczenie. Badano pytek
odmianowy (pozytek rzepakowy)
oraz dwie préby pytku mieszanego,
pozyskanego z kilkunastu gatun-
kow roslin, roznigce sie proporcjami
poszczegblnych sktadnikéw (préby
te zawieraty m.in. pytek zebrany z:
jabtoni, Sliwy, rzepaku, koniczyny,
ostrozenia, mniszka oraz pieciorni-
ka). Pierzge naturalng porownywa-
no natomiast z preparatem otrzyma-
nym w laboratorium (tzw. pierzga
in vitro), wytworzonym wedfug
specjalnie opracowanej technologii
kontrolowanej fermentacji.

W badaniach wszystkich préb
charakteryzowano frakcje wzbogaco-
ne w réznorodne czynne substancje
(m.in. cukry, biatka, witaminy, gliko-
zydy, fenole i flawonoidy, karoteno-
idy, kwasy ttuszczowe, fitosterole),
uzyskane w wyniku ekstrakcji roz-
puszczalnikami o r6znej polarnosci.
Wykazano miedzy innymi wysokie,
porownywalne z wzorcowymi wycia-
gami z herbaty zielonej, aktywnosci
przeciwutleniajace (Ryc. 4), istotnie
podnoszace prozdrowotng wartos$é
preparatow.

Wykonane badania potwierdzity,
ze pytek pszczeli i pierzga sg zré-
diem unikatowego zestawu biolo-
gicznie aktywnych substancji, tatwo
przyswajalnych i wystepujacych w
szczegOlnie korzystnych proporcjach.
Produkty te moga zatem stuzy¢ jako
dodatki do diety, jak rdwniez by¢ nie-
zwykle cennym surowcem farmaceu-

1 zielona herbata 1 pylek mieszany 1
1 pylek mieszany 2 @ pylek rzepakowy
O pierzga invitro  Q pierzga

Rycina 4. Aktywno$¢ antyoksydacyjna pytkéw,
pierzgi i zielonej herbaty.

tycznym (autorzy: Pawetl Kaszycki,
Henryk Kotoczek).

Ziotomiod brokutowy — natural-
ny przeciwnowotworowy produkt
leczniczy. Ziotomiody, obok innych
produktéw pasiecznych, moga by¢
cennymi sktadnikami diety prozdro-
wotnej. W Zaktadzie Biochemii AR
w Krakowie, we wspéipracy z Przed-
siebiorstwem Pszczelarskim ,,Apipol
— Krakdéw", prowadzono badania
nad opracowaniem biotechnologii
produkcji ziotomiodu wzbogaconego
w sulforafan — aktywny biologicz-
nie sktadnik pochodzacy z brokutéw
(Ryc. 5).

O
I

Rycina 5. Wz6r chemiczny sulforafanu.

Soki warzyw z grupy roslin krzy-
zowych sg szczeg6lnie bogate w glu-
kozynolany — zwigzki glikozydowe,
zawierajace w czasteczce atom siarki.
Produkty metabolicznych przemian
glukozynolanéw, jak np. glukorafa-
niny, wykazujg dziatanie lecznicze,
przeciwdziatajac rozwojowi nowo-
tworow. Hydroliza glukozynolandw
z udziatem enzymu mirozynazy (tio-
glukozydaza, EC 3.2.3.1) prowadzi
do powstania biologicznie czynnych
pochodnych izotiocyjanianowych.
W przypadku glukorafaniny jednym
z produktéw jest sulforafan. Postu-
lowane chemoprotekcyjne dziatanie
sulforafanu jest wynikiem indukcji
enzymow uczestniczacych w szlakach
metabolizmu kancerogenéw.

Ziotomiody sg naturalnymi pro-
duktami spozywczymi, powstaty-
mi w wyniku przetworzenia przez
pszczoty wzigtkéw, bedacych wy-
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ciggami roslinnymi w syropie sacha-
rozowym. Zazwyczaj tzw. wzigtek
pszczeli to pozytek przynoszony do
ula przez pszczoty; w tym przypad-
ku podaje sie pszczotom surowiec w
postaci wczesniej przygotowanych
ekstraktow.

Prace badawcze obejmowaty opty-
malizacje enzymatycznej hydrolizy
glukorafaniny w soku z brokutéw,
opracowanie warunkéw ekstrakcji
sulforafanu, przygotowanie wzigtku
i wreszcie — efektywny transfer sul-
forafanu do ziotomiodu. Pszczoty,
traktujagc uzyskang pozywke broku-
towg jako wzigtek, wprowadzaty go
do wola i wzbogacaty w szereg wta-
snych czynnikéw (enzymy, hormo-
ny), po czym produkt zageszczaty do
konsystencji miodu i pokrywaty war-
stwg wosku. Zastosowana receptura
ekstrakcji sulforafanu gwarantowata
jego aktywnos¢ i trwatosé chemiczna,
a podawane dawki byty fizjologicznie
bezpieczne, to znaczy nie stwarzaty
jakiegokolwiek zagrozenia pojawie-
nia sie objawoéw nadmiaru zwigzkéw
siarki. Otrzymany ziotomiéd (Ryc. 6)
byt petnowartosciowym produktem
spozywczym, zawierajacym sulfora-
fan w stezeniu warunkujacym jego
aktywnos$¢ biologiczng (1.2 pM) (au-
torzy: Henryk Kotoczek, Pawet Ka-
szycki, Adam Swiderski).

Rycina 6. Brokut (Brassica oleracea var. cymosa). Z
lewej —proébka ziotomiodu brokutowego.

Uszkodzenia DNA maja wptyw
na powstawanie nowotworow. Pol-
scy naukowcy wykazali, ze zaburze-
nie wspoétdziatania dwoch enzymow
odpowiedzialnych za naprawe DNA
jest istotne w procesie rozwoju no-
wotworu. Badania nad rolg stresu
oksydacyjnego w mutagenezie i ra-
kowaceniu komorek ptuc prowadzit
prof. Jarostaw Kus$mierek, kierow-
nik Zaktadu Biologii Molekularnej
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
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w Warszawie. Profesora wyrézniono
Nagrodg Wydziatu Nauk Biologicz-
nych PAN. Wyniki badan, uzyskane
we wspotpracy z zespotami prof. Bar-
bary Tudek z Instytutu Biochemii i
Biofizyki i prof. Ryszarda Olifnskiego
z Collegium Medicum w Bydgoszczy,
zostaty opublikowane w prestizowym
amerykanskim pismie ,, Journal of the
National Cancer Institute”. Wwywia-
dzie dla PAP-u prof. KuSmierek sze-
roko przedstawit tezy badan i wyniki
prac. W kazdym zywym organizmie
tlenowym, jako uboczny produkt
metabolizmu, powstajg niezwykle
aktywne czasteczki —reaktywne for-
my tlenu (RFT). Nalezg do nich wolne
rodniki tlenowe, odpowiadajgce m.in.
za procesy starzenia sie organizmu,
liczne choroby i powstawanie zmian
nowotworowych. Kazda komoérka po-
siada tez system obrony przeciw RFT.
Sktadaja sie na niego zwigzki prze-
ciwutleniajgce (antyoksydanty) oraz
specjalistyczne enzymy naprawcze.
W sprawnym organizmie istnieje stan
rownowagi pomiedzy powstawaniem
reaktywnych form tlenu a dziataniem
systemdw ochronnych. Czasami row-
nowaga ta moze ulec przesunieciu w
strone wzmozonej produkcji RFT i
dochodzi wowczas do powstania tzw.
stresu oksydacyjnego — przyczyny
powaznych zaburzeh w metabolizmie
komérkowym. Reaktywne formy tle-
nu wchodzg wéwczas w reakcje che-
miczne ze sktadnikami komérki, nisz-
czac biatka, btony komoérkowe i DNA.
Uszkodzenia DNA prowadzg nato-
miast do mutacji, a te lezag u podtoza
procesow nowotworowych. Rodniki
tlenowe chetnie taczg sie z podstawo-
wymi sktadnikami nici DNA -zasada-
mi azotowymi. Dochodzi wéwczas do
uszkodzenia zasad. Jednym z ich pro-
duktéw jest 8-oksoguanina (8-0ksoG),
powstata w wyniku przemiany w gu-
aninie (G). 8-oksoguanina ma wysoce
mutagenny charakter. Sprzyja po-
wstawaniu btedow podczas procesu
podziatu komorki i tworzenia potom-
nej nici DNA. Jezeli btedy te nie zosta-
ng skorygowane przez specjalistycz-
ne enzymy naprawcze, dochodzi do
mutacji, ktére z kolei sg gtéwng przy-
czyng nowotworéw. Szacuje sie, ze w
ludzkim DNA na kazdy milion zasad
wystepuje ok. dziesieciu 8-o0ksoG, co
oznacza, ze przecietna komoérka za-
wiera ok. 104 reszt 8-oksoG. Uszko-
dzenia oksydacyjne DNA podlegajg

intensywnej naprawie przez szereg
wyspecjalizowanych enzyméw. Klu-
czowe sg dwa enzymy: hOGGI (8-
oksoguanino-glikozylaza) i hMTHI
(8-okso-dGTPaza). Rolg hOGGI jest
wycinanie 8-oksoG obecnej w DNA,
natomiast hMTHI eliminuje uszko-
dzone prekursory DNA zawierajace
8-0ksoG i tym samym nie dopuszcza
do whudowywania 8-0ksoG do nowo
powstajacej nici DNA. Wykazanie
kluczowej roli hMTHI w utrzyma-
niu integralnosci struktury DNA w
komérkach ludzkich byto najwazniej-
szym wynikiem badan zespotu prof.
Ku$mierka i grup wspotpracujgcych.
W pracy eksperymentalnej poréwna-
no wptyw aktywnosci tych enzymoéw
na poziom 8-oksoG w DNA tkanki
nowotworu ptuca i tkanki zdrowej.
Okazato sie, ze w tej pierwszej aktyw-
nos¢ hOGGI jest zmniejszona, nato-
miast AMTHI zwiekszona.

Ro6znica ta moze by¢ spowodowa-
na odmienng regulacjg tworzenia tych
enzymow w komérkach zdrowych
i zmienionych nowotworowo Ilub
pézniejszych oddziatywan z innymi
sktadnikami szlakow naprawy DNA.
Istnieje takze mozliwos$¢, ze zmiana
aktywnosci jest wynikiem modyfi-
kacji ich struktury przez produkty
stresu oksydacyjnego, czyli wiasnie
reaktywne formy tlenu. Niektére z
tych mozliwosci badane sg nadal w
pracowniach IBB PAN w Warsza-
wie oraz w CM AM w Bydgoszczy.
Naukowcy majg nadzieje, iz poznajac
czynniki wptywajace na aktywnos¢
hOGGI i hMTHI, by¢ moze uda sie
im zaprojektowac jakie$ substancje,
ktére zwiekszg ich aktywnos¢, a przez
to obnizg poziom uszkodzen oksyda-
cyjnych. Jak na razie zalecana jest die-
ta bogata w przeciwutleniacze (duzo
jarzyn i owocéw), zobojetniajaca re-
aktywne formy tlenu, a tym samym
ograniczajgca prawdopodobienstwo
uszkodzen DNA i powstawania mu-
tacji inicjujgcych proces nowotworo-
wy (wg PAP —Nauka w Polsce).

Modelowanie energetyki komor-
ki miesnia szkieletowego i serca. Dr
hab. Bernard Korzeniewski z Zakta-
du Biofizyki Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego i prof.
Jerzy Zotadz z krakowskiej Akademii
Wychowania Fizycznego otrzymali
nagrode zespotowa Il Wydziatu Pol-
skiej Akademii Nauk za cykl prac do-
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tyczacy ,,teoretycznych badan regula-
cji procesu fosforylacji oksydacyjnej i
glikozy w miesniu szkieletowym oraz
sercu". Naukowcy opracowali model
komputerowy umozliwiajgcy zrozu-
mienie ztozonych proceséw energe-
tycznych, zachodzacych w tych orga-
nach, np. w czasie treningu. Ponizej
przedstawiam omowienie tez i wyni-
kéw nagrodzonych badan, autorstwa
dr hab. Bernarda Korzeniewskiego.

Sama znajomo$¢ schematu prze-
biegu jakiego$ szlaku metaboliczne-
go lub zespotu takich szlakéw (czyli
sktadajgcych sie nan metabolitow, en-
zymow i reakcji biochemicznych) nie
wystarczy do petnego, iloSciowego
zrozumienia jego regulacji. Regulacja
ta ma szczegOlne znaczenie w przy-
padku zewnetrznego zaburzenia roz-
wazanego uktadu biochemicznego.
Jednym z najwazniejszych uktadow
biochemicznych w komoérce zwierze-
cej jest zespdt szlakow metabolicznych
prowadzacych do produkcji energii w
postaci ATP w wyniku utleniania sub-
stratow takich jak cukry lub ttuszcze.
W warunkach fizjologicznych w ko-
morkach ssakow gtéwnym procesem
dostarczajgcym ATP jest fosforylacja
oksydacyjna w mitochondriach. Regu-
lacja tego szlaku metabolicznego ma
szczegblne znaczenie w takich tkan-
kach jak: miesien szkieletowy, gdzie
zmiany w zapotrzebowaniu na ATP
sg najwieksze, oraz miesien sercowy,
gdzie musi by¢ zachowana mozliwie
duza homeostaza ze wzgledu na klu-
czowg role serca dla funkcjonowania
organizmu. Najczestszym (i majgcym
najwieksze znaczenie fizjologiczne)
zaburzeniem uktadu fosforylacji oksy-
dacyjnej w miesniu jest przejscie od
spoczynku do intensywnego wysitku
w miesniu szkieletowym (kiedy zapo-
trzebowanie na ATP moze wzrosngé
ponad 100-krotnie) oraz zwiekszenie
intensywnos$ci pracy wykonywanej
przez serce. Zwiekszone zuzycie ATP
zwigzane jest ze spotegowaniem pra-
cy mechanicznej oraz transportu jo-
noéw wapnia w komorce miesniowej.

Zbudowany przez Korzeniewskie-
go i wspotpracownikéw (Mazat, Zo-
tadz, Noma, Matsuoka, Liguzinski)
model uktadu energetycznego, a w
szczegolnosci fosforylacji oksydacyj-
nej, w komoérkach miednia szkiele-
towego i serca jest komputerowym
modelem dynamicznym (to znaczy
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uwzgledniajgcym zachowanie sie
uktadu w czasie). Kazda reakcja enzy-
matyczna, proces lub blok metabolicz-
ny uwzgledniony explicite w modelu,
opisany jest przy pomocy réwnania
kinetycznego wyrazajgcego zalezno$é
szybkosci danej reakcji od stezen sub-
stratéw, produktéw i zewnetrznych
aktywatorow/ inhibitoréw. Szybkosci
zmian stezeA metabolitow wyrazone
sg z kolei jako uktad réwnan réznicz-
kowych. Model zostat wszechstronnie
przetestowany poprzez poréwnanie
wynikéw symulacji komputerowych
z danymi eksperymentalnymi.

Jednym z najwazniejszych wyni-
kéw teoretycznych osiggnietych przy
pomocy modelu byto zaproponowa-
nie nowego mechanizmu regulacji
fosforylacji oksydacyjnej w mieéniu
szkieletowym i sercu. Od dziesigtkow
lat wiadomo, Ze na poziomie mole-
kularnym skurcz migsnia, czyli prze-
suwanie sie wobec siebie (napedza-
ne przez hydrolize ATP) filamentéw
aktyny i miozyny, spowodowany jest
uwolnieniem jonéw wapnia z cystern
siateczki sarkoplazmatycznej do cy-
toplazmy. Nieco pdzniej odkryto, ze
jony te aktywujg takze trzy enzymy
cyklu Krebsa. Ot6z symulacje kom-
puterowe pokazaty, ze jedynie bezpo-
Srednia aktywacja wielu (lub nawet
wszystkich) komplekséw fosforylacji
oksydacyjnej jest w stanie wyjasnic¢
szeroka game danych dos$wiadczal-
nych zgromadzonych w literaturze,
a w szczegO6lnosci wzgledng statosc
stezei metabolitow przy wzroscie
intensywnosci pracy i hydrolizy ATP
— jest to tak zwany "parallel-activa-
tion mechanism" lub "each-step-ac-
tivation mechanism". Model jest w
stanie opisa¢ takze zachowanie sie
fosforylacji oksydacyjnej przy innych
zaburzeniach tego uktadu, na przy-
ktad podczas niskiego stezenia tlenu
(hypoksja), spowodowanego ograni-
czonym doptywem krwi (ischemia).

Oczywiscie doktadne, iloSciowe
poznanie funkcjonowania uktadu w
ramach nauk podstawowych stano-
wi konieczny etap poprzedzajacy ja-
kiekolwiek zastosowania praktyczne.
Model fosforylacji oksydacyjnej w mi-
tochondriach komdrek miesniowych
zostat juz uzyty do teoretycznego ba-
dania genezy choréb mitochondrial-
nych. Jego potencjalne mozliwosci sg
jednak znacznie wieksze. Bytby on

przydatny zaréwno w medycynie, na
przykiad przy zapobieganiu zawatom
serca oraz tagodzeniu ich skutkéw, w
fizjologii wysitku fizycznego, przy
planowaniu odpowiednich metod tre-
ningu majacego polepszy¢ osiggniecia
sportowe, a takze przy rehabilitacji po
urazach.

Nagroda Kartezjusza w dzie-
dzinie badan. Na poczatku marca
b.r., podczas ceremonii w Brukseli,
trzy projekty badawcze finansowa-
ne przez Komisje Europejskg zostaty
uhonorowane nagrodg Kartezjusza w
dziedzinie badan, o tgcznej wysokosci
1 miliona euro. W jednym z nich, do-
tyczacym stereoskopowych systemow
wysokich energii, uczestnicza polscy
naukowcy — prof. Michat Ostrowski
z Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz
dr Bronistaw Rudak z Centrum Astro-
nomicznego im. M. Kopernika PAN
w Warszawie. W sktad zespotu wcho-
dzg ponadto profesorowie/doktorzy:
Tomasz Bulik, Jarostaw Dyks, Rafat
Moderski i Marek Sikora z CAMK
oraz tukasz Stawarz z UJ.

System Stereoskopowy Wysokich
Energii (High Energy Stereoscopic
System, HESS) to zespdt czterech
teleskopéw, ktory zrewolucjonizo-
wat dotychczasowe metody obser-
wacji astronomicznej i przyczynit
sie do poszerzenia wiedzy o Drodze
Mlecznej i Wszechswiecie. Umozli-
wia przestrzenng obserwacje lawiny
czastek i pozwala okresla¢ energie
oraz kierunek kosmicznych promieni
gamma (fotonéw o energiach 100 mid
razy wiekszych niz swiatto widzial-
ne).Wsparcie techniczne dziataniom
catego polskiego zespotu zapewnia
Centrum Badan Kosmicznych PAN
w Warszawie. Europejskie obserwa-
torium HESS ulokowane jest w Na-
mibii.

W dwodch innych nagrodzonych
projektach nie ma Polakéw. W ra-
mach projektu Hydrosol opracowano
metode uzyskiwania wodoru poprzez
rozktad wody z wykorzystaniem
energii stonecznej, co mogtoby przy-
czyni¢ sie do przyjaznej Srodowisku
produkcji wodoru na potrzeby pozy-
skania energii. Trzeci projekt, APOP-
TOSIS, znacznie przyczynit sie do na-
Szego zrozumienia zaprogramowanej
$mierci komdarki, umozliwiajagc osia-
ganie dalszych postepéw w leczeniu
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nowotworéw i AIDS. Nagrody wre-
czono podczas ceremonii w Brukseli,
w obecnosci niemieckiej minister ds.
edukacji i badan, dr Annette Schawan
i europejskiego komisarza ds. badan
naukowych irozwoju, dr Janeza Poto-
¢nika. Ceremonia ta zbiegta sie w cza-
sie z uroczysto$ciami z okazji 50-lecia

badan naukowych w UE.

Do finatlu zakwalifikowano réw-
niez pie¢ innych projektow: NEMABS
(uzyskanie jasnego obrazu czgsteczek
poprzez ich barwienie); QGATES
(stosowanie mechaniki kwantowej w
przetwarzaniu informacji); TAMRAM
(pamie¢ operacyjna wykorzystujgca
technologie zapisu magnetycznego);
DYNAQPRIM (dynamika biatek w ja-
drze komérki) oraz GLOBALIFE (dro-
gi zyciowe w procesie globalizacji).

Unijna nagroda Kartezjusza w
dziedzinie badan jest przyznawana
zespotom naukowcow od 2000 roku
za wybitne osiggniecia naukowe lub
techniczne odniesione dzieki miedzy-
narodowym badaniom we wszystkich
dziedzinach naukowych, tgcznie z na-
ukami spotecznymi, humanistyczny-
mi i ekonomicznymi. Nagrode przy-
znaje jury, ktéremu przewodniczy
pani Claudie Haignere, byta minister
Francji ds. UE i astronautka Europej-
skiej Agencji Kosmicznej. Jury skia-
da sie z 22 wybitnych naukowcéw z
11 panstw cztonkowskich UE oraz z:
Brazylii, Maroka, Rosji i Turcji, zajmu-
jacych sie szerokim wachlarzem dzie-
dzin naukowych.

Tegoroczni laureaci zostali wybrani
sposrdd 13 nominowanych, ktérych z
kolei wybrano sposréd 66 zgtoszen.
Od 2004 roku nagroda przyznawana
jest takze w dziedzinie popularyzacji
nauki. Jej zadaniem jest promowa-
nie badan europejskich, stymulowa-
nie wzrostu zainteresowania spote-
czenstw wynikami naukowymi oraz
zachecanie miodych ludzi do kariery
naukowej (wg PAP —Nauki w Polsce
i witryny Obserwatorium Astrono-
micznego UJ).

W numerze 2. ,Postepdw Bioche-
mii" z 2007 roku informowatam o wy-
réznieniu prof. Haliny Abramczyk —
kierujagcej dotychczas Laboratorium
Laserowej Spektroskopii Molekular-
nej (LLSM) Miedzyresortowego Insty-
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tutu Techniki Radiacyjnej Politechniki
t 6dzkiej —prestizowym grantem UE,
czyli Katedrg Marii Curie w wioda-
cym centrum laserowym w Europie,
tj. w Max Born Institute for Nonlinear
Optics and Short Pulse Spectroscopy
(MBI) w Berlinie. Instytutowi temu
Unia Europejska powierzyta koordy-
nowanie prac konsorcjum laserowego
LASERLAB EUROPA, sktadajgcego
sie z 17 europejskich centrow lasero-
wych w dziewieciu krajach. Ponizej
rozszerzam informacje o dotychcza-
sowych osiggnieciach macierzystego
Zaktadu Pani Profesor.

Laboratorium Laserowej Spek-
troskopii Molekularnej Politechniki
t 6dzkiej kontynuuje obiecujace bada-
nia nad nowoczesng technikg diagno-
styczng metodg Swiatta rozproszone-
go Ramana. Chodzi o wykrywanie
wczesnych zmian nowotworowych
in vivo, w tkankach cztowieka. Bada-
nia realizowane sg we wspotpracy z
Oddziatem Chirurgii Onkologicznej
Wojewodzkiego Szpitala Specjali-
stycznego im. M. Kopernika w todzi,
| Szpitalem Miejskim im. dr E. Son-
nenberga w todzi oraz z Publicznym
Osrodkiem Zdrowia w Andrespolu
pod todzig. Badania tego typu nale-
z3 do najbardziej ,,goragcych" i obie-
cujagcych technik diagnostycznych i
zabiegowych. Zmierzajg one bowiem
ku zastgpieniu inwazyjnej analizy
histopatologicznej zmienionej choro-
bowo tkanki metoda nieinwazyjna, a
polegajacg na badaniu tkanki in situ
w czasie realnym, tj. w trakcie rutyno-
wego badania lekarskiego. Mozna to
osiggna¢ za pomoca technik optycz-
nych, takich witasnie jak spektrosko-
pia Ramana, wykorzystujagc optyke
Swiattowodowa sprzezong ze spek-
trometrem i detektorem.

Laboratorium Laserowej Spek-
troskopii Molekularnej Politechniki
L odzkiej dysponuje unikatowymi w
kraju uktadami laserowymi, w szcze-
golnosci femtosekundowym uktadem
laserowym i uktadem laserowym do
pomiaréw $wiatta rozproszonego me-
todg Ramana. Tym samym zalicza sie
do bardzo waskiej grupy najnowocze-
$niejszych laboratoriow laserowych
w Polsce. Wspéipracuje z laboratoria-
mi zagranicznymi Francji, Niemiec i
USA, a jako placéwka wchodzgca w
sktad Miedzyuczelnianego Labora-
torium Srodowiskowego, udostep-

nia t6dzkim chemikom nowoczesna
i unikatowg aparature badawcza.
Cho¢ projekty badawcze dotyczace
zastosowania spektroskopii Ramana
w diagnostyce medycznej in vivo nie
sq jeszcze na Swiecie skomercjalizo-
wane to trwa w tej dziedzinie wyscig.
W Massachusetts Institute of Tech-
nology konczg sie prace nad etapem
ustalenia optymalnej konfiguracji
uktadu eksperymentalnego, majace
na celu uzycie techniki Ramana jako
metody optycznego rozpoznawania
w diagnostyce nowotworow tkanek
cztowieka in vivo. Firma Intel (naj-
wiekszy Swiatowy producent pro-
cesorow komputerowych) oraz Fred
Hutchinson Cancer Research Center
(z dwoma laureatami nagréd Nobla
w swoim zespole) oglosity w paz-
dzierniku 2003 roku, ze rozpoczynajg
prace nad budowg diagnostycznego
spektrometru Ramana, zwanego IN-
TEL RAMAN BIOANALYZER, za$
w kwietniu 2004 — Palo Alto Rese-
arch Center (Stanford University) we
wspotpracy z firmg Xerox i Scipps
Research Institute, prezentujgc szybki
cytometr monitorujacy zmiany nowo-
tworowe w rutynowym badaniu krwi
ludzkiej, zapowiedziaty projekt, z ktd-
rym wigze sie nadchodzacy przetom
w diagnostyce medycznej nowotwo-
row (wg PAP —Nauka w Polsce).

Akalkulia, zaburzenie zdolnoéci
procesow liczenia, powstate wsku-
tek uszkodzenia mozgu, jest przed-
miotem zainteresowan badawczych
Marty Gryko-Sobanskiej, psychologa
z Uniwersytetu Warszawskiego (dok-
torantka Wydziatu Psychologii UW).
Z tym zagadnieniem wigze sie pyta-
nie czy mozna zy¢ bez liczh. Akalku-
lia wystepuje w 16-28 proc. przypad-
kéw przy uszkodzeniach lewej potku-
limdzgu. Poniewaz jednak za procesy
zwigzane z liczeniem odpowiadajg
obydwie potkule, akalkulia moze wy-
stapi¢ tez przy uszkodzeniach prawej
pétkuli. Zaburzenia zdolnosci liczenia
moga powaznie utrudni¢ codzienne
funkcjonowanie pacjentéw, Kktorzy
staja sie uzaleznieni od pomocy in-
nych os6b przy wykonywaniu takich
czynnosci jak: szacowanie czasu, po-
stugiwanie sie telefonem, ptacenie
rachunkéw czy robienie zakupow.
Akalkulia jest zaburzeniem wyste-
pujacym u os6b dorostych. Dysfunk-
cja systemu poznawczego dojrzatego
mobzgu pojawia si¢ jako wynik cho-
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roby, np. udaru lub mechaniczne-
go urazu. Akalkulia moze by¢ takze
objawem wtérnym wobec zaburzen
innych funkcji poznawczych. Bywa,
ze wspoOtwystepuje z zaburzeniami
mowy, a takze pamieci oraz orientacji
w przestrzeni i schemacie wtasnego
ciata. Najczestszymi skutkami akal-
kulii sg zaburzenia dwéch podstawo-
wych zdolnoS$ci liczenia. Jest to nie-
mozno$¢ wykonania prostych dziatan
arytmetycznych i przekodowania jed-
nej postaci liczb na drugg —na przy-
ktad czytanie lub zapis stowny liczb
arabskich. Akalkulia moze pojawié
sie zupetnie niezaleznie. Najczestszy-
mi jej oznakami sg wéwczas trudno-
§ci w wykonywaniu prostych dziatan
arytmetycznych. System poznawczy
moze ulec tylko wybiérczemu uszko-
dzeniu. Mozliwe sg przypadki, kiedy
pacjent potrafi dodawac i mnozy¢, ale
ma problem z dzieleniem i odejmo-
waniem. Moze tez rozumie¢ liczby
zapisane w postaci cyfr arabskich, ale
nie potrafi ich napisa¢ w takiej formie.
Spotyka sie rowniez pacjentow, ktérzy
nie rozpoznajg znaczenia niektérych
znakéw arytmetycznych, jak + czy x,
w zwigzku z czym nie wykonujg pi-
semnie takich dziatan, cho¢ ze stuchu
rozwigzujg je poprawnie. Akalkulie
moze zdiagnozowac neuropsycholog,
i mimo braku narzedzi do diagnhozy
w Polsce, doSwiadczony specjalista
moze utozyé testy zezwalajace na
zdiagnozowanie zaburzenia. Dok-
torantka razem z promotorka swojej
pracy doktorskiej, prof. Emilig Lojek,
pracuje nad takim testem. Positkujac
sie wstepng wersja testu, naukowcy
przebadali juz okoto 100 os6b. Za nie-
zbedne elementy testow do diagnozy
akalkulii specjalistka uwaza proste
dziatania arytmetyczne, np. ,,4 x 8"
czy ,6 + 3", a takze zadania polega-
jace np. na przeczytaniu na gtos liczb
zapisanych za pomocg cyfr czy zapi-
saniu liczb, ktére dyktujemy pacjen-
towi. Doktadna diagnoza akalkulii
musi jednak obja¢ takze inne zada-
nia, np. zliczanie elementéw zhioru,
szacowanie, pordwnywanie wielko-
Sci liczb, obliczenia w zeszycie, zada-
nia tekstowe. Terapia akalkulii moze
przywraca¢ utracong zdolno$¢ lub
wypracowac umiejetnosci zastepcze,
ktore przejma zadania zaburzonej
funkcji. W Polsce nie ma o$rodkow
rehabilitacji zaburzen liczenia (wg
PAP —Nauka w Polsce).
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Nowe sposoby walki z otyto-
$cia. W Krakowie, w drugiej deka-
dzie stycznia 2007 roku, lekarze z Il
Katedry i Kliniki Chirurgii Ogdlnej
Collegium Medicum UJ, kierowanej
przez prof. Romana Hermana, pieciu
pacjentom z ciezka otytoscig, wszcze-
pili pod skére z tytu gtowy, specjalne
elektrody. Teraz nawet przy pustym
zotadku do mézgu przekazywana jest
informacja, ze sg syci. Byt to pierw-
szy tego typu zabieg wykonany na
Swiecie. Naukowcy spodziewajg sie,
ze procedura taka stanie sie skutecz-
ng bronig przeciwko patologicznemu
taknieniu, a tym samym przeciw oty-
tosci. Elektrody zostaty wszczepio-
ne na state; zasilanie wigczajg sami
pacjenci po przebudzeniu. Nie czujg
nienormalnego apetytu i powoli traca
nadmierng mase ciata. Metode ,,0szu-
kiwania gtodu" wymyslit dr Jacek So-
bocki. Dotychczas w skrajnych przy-
padkach ciezkiej otytoSci pacjentom
proponowano operacyjne zmniejsze-
nie objetosci zotadka, ale to w realiach
szczuptego funduszu na ochrone
zdrowia Polski jest rzadko stosowane
(jedna osoba na sto potrzebujacych;
wg PAP —Nauka w Polsce).

Kobiety z zespotem Turnera (ZT)
sg znacznie bardziej zagrozone cho-
robami uktadu kragzenia i innymi
chorobami cywilizacyjnymi. Odkry-
cie tojestwspdlnym sukcesem lekarzy
z Akademii Medycznej w Warszawie,
Slaskiej Akademii Medycznej w Kato-
wicach oraz Akademii Medycznej w
Gdansku.

Zesp6t Turnera jest uwarunkowa-
ng genetycznie chorobg, wystepujaca
wytgcznie u kobiet. Powoduje ja mu-
tacja w chromosomie X Chore osoby
charakteryzuja sie: niskim wzrostem,
krepa budowg ciata, otytoscig oraz
licznymi wadami uktadu kostnego
(szpotawoscig kolan i tokci, skréce-
niem czwartej kosci srodrecza i srod-
stopia, wadami nadgarstka i klatki
piersiowej). Maja: nisko osadzone
uszy, nadmiar skéry na karku, pte-
twiasta szyje, przebarwienia skéry
oraz szeroko rozstawione brodawki
sutkowe. Czesto cierpig z powodu:
obrzekéw stop, zaburzen widzenia,
wad uktadu moczowego, uktadu kra-
zenia oraz serca. U pacjentek nierzad-
ko dochodzi tez do zaburzen psycho-
logicznych. Najwazniejszym elemen-

tem choroby sa jednak zaburzenia
uktadu rozrodczego (bezptodnosc),
stabo zaznaczone cechy zenskie, nie-
dorozw0j zewnetrznych i wewnetrz-
nych cech piciowych.

Leczenie ciezkiej choroby polega
na codziennym podawaniu hormonu
wzrostu i estrogenéw, dla stymulacji
procesu wzrostu oraz rozwoju zen-
skich cech ptciowych. Wedtug dr hab.
med. Malgorzaty Koztowskiej-Woj-
ciechowskiej z Katedry Farmakogno-
zji i Molekularnych Podstaw Fitotera-
pii AM w Warszawie —wspotautorki
przedstawianych badarn —skuteczne-
go leku nie ma. Kuracja hormonalna
nie zawsze przynosi oczekiwane efek-
ty i nie likwiduje wszystkich zagro-
zen. Zespdt Turnera rozpoznawany
jest u jednej na 2-2,5 tys. urodzonych
dziewczynek. W Polsce rodzi sie oko-
to 100 chorych dziewczynek. Ogdlna
liczba chorych wynosi w naszym kra-
ju prawie 10 tys.

Naukowcy postanowili spraw-
dzi¢, czy osoby dotkniete tym scho-
rzeniem, ze wzgledu na jego charak-
ter, sg bardziej niz reszta populacji
zagrozone rozwojem innych choréb
cywilizacyjnych i metabolicznych. W
zespole Tunera niedobdér hormondw
sprzyja chorobom uktadu krgzenia i
powstawaniu otytosci. W badaniach
przeprowadzonych na chorych kobie-
tach w wieku 25 lat i grupie kontrol-
nej (mtode i zdrowe kobiety, okoto 24
lat) stwierdzono, ze u kobiet z ZT jest
znacznie wyzsza wartosci indeksu
masy ciata (BMI) i wspétczynnika oty-
tosci (WHR; stosunek talii do bioder),
w porownaniu ze zdrowymi kobieta-
mi. Stwierdzono tez, ze osoby chore
majg znacznie podwyzszone rozkur-
czowe cis$nienie krwi oraz wyzszy po-
ziom glukozy i cholesterolu lipopro-
tein o niskiej gestosci (promiazdzyco-
wy) we krwi z rownolegtym nizszym
stezeniem cholesterolu lipoprotein o
wysokiej gestosci (antymiazdzycowy)
niz u przedstawicielek grupy kontro-
Inej.

Naukowcy uwazajg wiec, ze kobie-
ty z zespotem Turnera stanowig grupe
podwyzszonego ryzyka i sa znacznie
bardziej zagrozone chorobami uktadu
sercowo-naczyniowego (chorobg nie-
dokrwienng serca, nadci$nieniem tet-
niczym, zmianami miazdzycowymi)
oraz cukrzycg typu 2. W opinii bada-
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czy jest to spowodowane powazny-
mi zaburzeniami w funkcjonowaniu
gruczotdw piciowych, powodujacy-
mi wydzielanie niedostatecznej ilosci
hormonéw. Autorzy badan uwazajg,
ze chore kobiety wymagaja szczeg6l-
nej opieki juz od najmtodszych lat.
Powinny znajdowaé sie pod statym
nadzorem medycznym i wobec cho-
rych winna by¢ stosowana profilakty-
ka oparta przede wszystkim na odpo-
wiedniej diecie, zapobiegajacej otyto-
$ci. Osoby chore majg zmniejszone za-
potrzebowanie energetyczne dlatego
tak tatwo rozwija sie u nich nadwaga
i otyto$é. U kobiet z zespotem Turne-
ra nalezy farmakologicznie przeciw-
dziata¢ nadcisnieniu i hiperglikemii
(wg PAP —Nauka w Polsce).

Drzewa zdradzajg tajemnice Kkli-
matyczne. Badania prowadzone z wy-
korzystaniem metod dendrochronolo-
gicznych, polegajacych na odczytywa-
niu informacji o warunkach klimatycz-
nych z rocznych przyrostow drzew,
pozwalajg na odtwarzanie informacji
0 pogodzie sprzed kilkuset, a nawet
kilku tysiecy lat - zatem o warunkach
klimatycznych, jakie panowaty setki
lat wczesniej. Pomiary instrumentalne
nie pozwalajg na uzyskanie tak daleko
wstecznych informacji. Metody den-
drochronologiczne pozwalajg takze
na doktadne okreslenie daty Sciecia
drzewa. W Polsce tego typu badania
prowadzi miedzy innymi dr Anna
Cedro, geograf i klimatolog z Zaktadu
Klimatologii i Meteorologii Morskiej
Uniwersytetu Szczecinskiego. Pani dr
Anna Cedro, positkujagc sie badania-
mi dendrochronologicznymi sosny
(lata 1779-2002) i daglezji zielonej (lata
1894-2002) na Pomorzu Zachodnim,
zrekonstruowata okresy z przewaga
dtugich i mroznych zim oraz cieptych
miesiecy zimowych dla ostatnich 220
lat. Na podstawie chronologii debo-
wej okreslita okresy suszy i wysokich
opadéw w okresie letnim dla ostatnich
430 lat (lata 1568-2002). Wyniki badan
przewyzszajg te uzyskane metodami
instrumentalnymi o ponad 300 lat.
Drzewa, zardwno iglaste, jak i lisciaste,
wyksztatcajg przyrost co roku. Przyro-
sty (stoje) sg szczeg6lnym zapisem zy-
cia irozwoju drzewa od momentu wy-
kietkowania az do chwili obumarcia
czy pobrania probek. Przyrost jest wy-
tworem tkanki tworczej (kambium),
znajdujacej sie miedzy drewnem a
tykiem. Szeroko$¢ przyrostu rocznego
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zawiera dane klimatyczne (dotyczace
temperatury i opadéw) i srodowisko-
we. Szeroko$¢ stojow zmienia sie co
roku. Zalezy to od wielu czynnikéw
(genetyczne, srodowiskowe, oddzia-
tywanie cztowieka), ale najwazniejsze
sg parametry klimatyczne: temperatu-
ra powietrza i opady atmosferyczne.
Drzewo iglaste wyksztatci tym wezszy
przyrost w nadchodzagcym sezonie
wegetacyj-

Prof. dr hab. Wtadystaw Gatasin-
ski — doktor honoris causa AM w
Biatymstoku. 15 grudnia 2006 roku
odbyta sie w Akademii Medycznej w
Biatymstoku uroczysto$é nadania ty-
tutu doktora honoris causa Akademii
Medycznej w Biatymstoku Panu Prof.
dr hab. Witadystawowi Gatasinskie-
mu (Fot. 1). Promotorem nadania tego
tytutu byt prof. Jerzy Patka, dziekan

nym, im zima
jest  bardziej
mrozna i dtu-
ga. Deby nie
sa wrazliwe
na warun-
ki zimowe,
chyba zZe sg
one skrajnie
ekstremalne.
Wrazliwe sa
natomiast na
opady w se-

Wydziatu  Far-
maceutycznego.
Recenzentami
byli  Profesoro-
wie: Przemystaw
Szafranski, Ma-
riusz ~ Zydowo
oraz Antoni Ga-

bryelewicz.
Prof. W. Ga-
tasinski jest

jednym z naj-
wybitniejszych

zonie letnim. Fotografia 1. Prof. Jerzy Patka - dziekan Wydziatu Farmacji AM polskich bioche-

Im Wiecej opa- wrecza akt doctora honoris causa prof. Wiadystawowi Gatasin-

dow, wieksza skiemu (po lewej).

wilgotnosé

i nizsza temperatura, tym deby wy-
ksztatcajg szersze przyrosty. Susze w
powigzaniu z wysokimi temperatu-
rami lata (od maja do lipca) powodu-
ja, ze ten przyrost jest bardzo waski i
drzewo ma kiepska kondycje zdro-
wotng. Powigzanie przyrostu drzew z
latami, w jakich powstaty, pozwala na
rekonstrukcje warunkéw klimatycz-
nych, jakie miaty miejsce poza okre-
sem pomiar6w meteorologicznych.

mikow-farma-
ceutéw, organi-
zatorem ipierwszym dziekanem Wy-
dziatu Farmaceutycznego w AMB,
cztowiekiem o nieskazitelnej posta-
wie moralnej i etycznej, stanowigcej
wzAdr nauczyciela akademickiego.
Prof. Gatasinski jest od 1992 roku na
emeryturze, a jednak wcigz obecny
w zyciu Zaktadu Chemii Medycznej;
bierze udziat w pracach naukowych,
wspiera radg i pomocga. JesteSmy z
Pana Profesora bardzo dumni, (tekst
prof. Jerzy Patka).

Najwazniejsze przy prze-
prowadzaniu takich ba-
dan jest znalezienie jak
najdtuzszych ciggow
dendrochronologicznych.
Mozliwe jest to dzieki
badaniu jak najstarszych
drzew, a to z kolei wia-
ze sie z zywotnoscig po-
szczegblnych gatunkow.
Pomiar szerokos$ci przyro-
stu rocznego, najczesciej z
doktadnoscig do 0,01 mm
i na podstawie Kkilkuna-
stu drzew, ktére do siebie
pasujg pod wzgledem sta-

tystycznym i graficznym, Fotografia 2. Prof. Mieczystaw Chorazy.

sktada sie na chronologie

dla danego siedliska. Ta chronologia
jest podstawg dalszych analiz dendro-
klimatologicznych (wg PAP — Nauka
w Polsce).

Wiecej o Uhono-
rowanym  Profesorze
warto przeczytat w
czasopismie AM w
Biatymstoku pt. ,Me-
dyk Biatostocki” , nr

1/ 2007.

Prof.  Mieczystaw
Chorazy doktorem
honoris causa Slaskiej
Akademii Medycznej
(Fot. 2). Wybitny uczo-
ny w zakresie biologii
nowotworéw, twdrca
jednej z najlepszych
w Polsce placowek
onkologicznych - Instytutu Onkolo-
gii w Gliwicach, prof. Mieczystaw
Chorazy, zostat w pigtek 2 marca b.r.
wyrozniony tytutem doktora honoris
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causa Slaskiej Akademii Medycznej w
Katowicach.

Prof. Chorgzy jest 50. doktorem
honoris causa tej uczelni. Wczesniej
Akademia wyro6znita m.in. prof. Kor-
nela Gibifskiego, nestora internistow
Polskich, i prof. Zbigniewa Relige.

Promotor  postepowania, prof.
Marcin Kaminski, podkreslit, ze prof.
Chorazy nigdy nie byt pokorny, jest
natomiast ,cztowiekiem wyrastajga-
cym ponad poziomy". Rektor Akade-
mii, prof. Ewa Matecka-Tendera, po-
wiedziata o uczonym, ze ,,to cztowiek
wielkiego formatu"”. Podczas uroczy-
stosci prof. Chorazy wygtosit wyktad
pt. ,,Geny i genetyka — dylematy i
wyzwania".

Prof. Mieczystaw Chorgzy, absol-
went Akademii Medycznej w War-
szawie, cztonek rzeczywisty PAN i
czynny PAU, zostat obdarzony godno-
$cig Cztonka Honorowego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. Przez
32 lata kierowat Zaktadem Biologii
Nowotworéw w Centrum Onkologii
w Gliwicach, ksztattujagc zespot ba-
dawczy zauwazony przez krajowe i
Swiatowe osrodki onkologii doswiad-
czalnej. Do najwazniejszych osiggniec
naukowych prof. Chorazego i jego
zespotu nalezy: zbadanie niektérych
elementow regulujacych funkcje ge-
now komorek eukariotycznych oraz
aktywnosci transkrypcyjnej watroby
szczura, wykrycie dotad nieznanych
dziedzicznych mechanizméw powo-
dujacych zachorowania na nowotwo-
ry, zwiaszcza raka ptuc, oraz odkrycie
funkcjonowania mechanizméw DNA
w komorkach zwierzecych. Profesor
jest jednym z pionier6w badan nad
mutagenezg Srodowiskowa oraz epi-
demiologia molekularng i pozostaje
autorytetem w tym zakresie. Wnidst
znaczacy wktad w badania nad uszko-
dzeniami DNA i chromosoméw u
mieszkaricow skupisk przemystowych
i komunalnych na Slasku. Rozwinat
wspotprace z oSrodkami badawczymi
w Europie i Stanach Zjednoczonych.
Wyro6zniony uczony jest takze czion-
kiem Rady Naukowej Instytutu Im-
munologii i Terapii DoSwiadczalnej
PAN we Wroctawiu. Godno$¢ dokto-
ra honoris causa nadata Mu wczesniej
Akademia Medyczna w Biatymstoku.
Profesor Chorazy jest autorem wielu
publikacji, m.in. w ,,Nature" i innych
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prestizowych czasopismach nauko-
wych Swiata. Czynnie angazuje sie w
dziatalno$¢ zmierzajacg do podnie-
sienia w spoteczenstwie, a zwtaszcza
wsrod miodziezy, wiedzy o chorobach
nowotworowych i zapobieganiu im.
Zainicjowat i prowadzi od 9 lat pro-
gram stypendialny dla mtodych na-
ukowcow z bytych republik Zwigzku
Radzieckiego, finansowany przez Na-
tional Cancer Institute, NIH w Stanach
Zjednoczonych i przez Narodowy Ko-
mitet UNESCO (wg PAP - Nauka w
Polsce oraz witryny PAN, 03.2007).

Dr Mikotaj Olejniczak (Fot. 3)
zostat laureatem subsydium badaw-
czego w programie ,,Powroty" (,,Ho-
ming") Fundacji na Rzecz Nauki Pol-
skiej, przyznanego po raz pierwszy w
tym roku. Jest uczonym specjalizujg-

Wyniki zostaty opublikowane m.in.
w czasopismach: Nature Structural and
Molecular Biology oraz Journal ofMole-
cular Biology. Po powrocie do kraju, w
2006 roku, rozpoczat badania nad me-
chanizmem kontroli translacji przez
niekodujgce RNA bakterii. Poza sub-
sydium ,Homing" otrzymat tez na
ten cel finansowanie z Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Laboratorium analiz farmaceutycz-
nych powstaje aktualnie w strukturze
Wydzialu Farmaceutycznego AM w
Biatymstoku z zasobéw finansowych
Uczelni i $rodkéw pomocniczych UE
w ramach programu INTERREG Il A.
Planowany termin uruchomienia labo-
ratorium to druga potowa 2007 roku.
Laboratorium bedzie nastawione na
dokonywanie oceny jakoSciowo-ilo-

cym sie w badaniach |
nad kwasami rybonu-
kleinowymi  (RNA).
W swojej pracy dok-
torskiej, wykonanej
pod Kierunkiem prof.
Ryszarda  Adamiaka
w Instytucie Chemii |
Bioorganicznej PAN
w Poznaniu, zajmo-
wat sie badaniami nad

strukturg oraz oddzia- Fotografia 3. Dr Mikotaj Olejniczak.

tywaniami, w ktorych

uczestniczy TAR RNA

wiruséw HIV. Wyniki jego prac zo-
staty opublikowane miedzy innymi w
czasopismach: Nucleic Acids Research
oraz Journal of Biological Chemistry.
W czasie stazu podoktorskiego, kto-
ry odbyt w laboratorium prof. Olke
Uhlenbecka na University of Colora-
do w Boulder oraz na Northwestern
University w Evanston w USA, zaj-
mowat sie badaniami nad mechani-
zmem translacji. W badaniach tych
wykazat, ze aktywno$¢ tRNA w pro-
cesie translacji zalezy od tozsamosci
specyficznej pary nukleotydoéw poto-
zonej w petli antykodonowej. Zmie-
niajagc nukleotydy wchodzace w sktad
tej pary, mozna modulowaé stabil-
no$¢ oddziatywania tRNA z ryboso-
mem oraz kinetyke translacji. Wyni-
ki te wyjasnity w jaki sposob bardzo
réznorodne czasteczki tRNA moga
funkcjonowac jako réwnie dobre sub-
straty w syntezie biatka na rybosomie.
Badania te majg znaczenie dla zrozu-
mienia mechanizmu translacji, a takze
dla badan nad wprowadzaniem nie-
typowych aminokwasoéw do biatek.

Sciowej lekéw i prepa-
ratdbw leczniczych oraz
substancji  toksycznych
w preparatach leczni-
czych, zywnosci oraz w
materiale biologicznym.
Istnienie  nowoczesnej
jednostki badawczo-
diagnostycznej pozwoli
zwiekszy¢é  mozliwosci
dydaktyczne i naukowe
Wydziatu oraz rozwing¢
wspoétprace miedzyna-
rodowg w zakresie wy-
soko zaawansowanych technologii.
Konsekwencjg rozwoju tej dyscypliny
naukowej na Wydziale Farmaceutycz-
nym AM w Biatymstoku byta konfe-
rencja na temat ,Analiza farmaceu-
tyczna i diagnostyka laboratoryjna a
zdrowie cztowieka", zrealizowana w
dniach 11-13 maja, 2007. Konferencje
umieszczono w kalendarzu obchodow
jubileuszu XXX-lecia Wydziatu Farma-
ceutycznego AM w Biatymstoku.

".

Nowoczesny spektrometr magne-
tycznego rezonansu jadrowego, Bru-
ker Avance Il Plus 700 MHz, drugi tej
klasy w Polsce, wzbogacit Pracownie
Magnetycznego Rezonansu Jadrowe-
go Instytutu Chemii Organicznej na
Wydziale Chemicznym Politechniki
Lodzkiej. Spektrometr przeznaczo-
ny jest przede wszystkim do badanh
chemicznych i biochemicznych, w
tym takze do wykonywania prac dy-
plomowych i doktorskich. Wczesniej
zainstalowano taki spektrometr na
Wydziale Chemii Uniwersytetu War-
szawskiego.
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Metoda rezonansu magnetycznego
nie zmienia struktury zwigzkéw che-
micznych ani nie niszczy zywych ko-
mérek. Poza chemig i biochemiag znaj-
duje zastosowanie jako technika obra-
zowania (MRI) w diagnostyce
medycznej w badaniach stanu
narzagdéw wewnetrznych.

Przyrzad posiada wie-
le unikatowych rozwigzan
technicznych. Jest wyposazo-
ny w cztery sondy o ré6znym
przeznaczeniu, ktére zapew-
niajg bardzo wysoka, dotad
nieosiggalna w kraju, czutos¢
pomiaréw, umozliwiajaca
analizowanie niewielkich
ilosci zwigzkéw (masa rzedu
kilkuset nanogramdw) oraz ogromng
rozdzielczos$¢ sygnatéw. Te techniczne
zalety sprawiajg, iz spektrometr bedzie
zastosowany przy realizacji badan pro-
wadzonych w Centrum Zaawansowa-
nych Technologii BioTechMed, mie-
dzy innymi do badania strukturalnych
i przesiewowych modyfikowanych
kwasow nukleinowych i peptydéw
jako potencjalnych lekéw, w biotech-
nologii przemystowej oraz biotechno-
logii ro$lin leczniczych stosowanych

Jeremy M Barg

John L. Tymacihe z elektronicznych wersji

Lubert Strycr

w fitoterapii, olejkow eterycznych
jako antyseptykow i farmaceutykow,
do sprawdzania trwatosci substancji
czynnych w lekach i kosmetykach oraz
oceny czystosci lekéw. Spektroskop
sfinansowano z Funduszu Nauki i

Technologii Polskiej (6 min

zt) (wg PAP — Nauka w

Biochemia osce).

Serwis — ibuk.pl zo-
stat uruchomiony przez
Wydawnictwo Nauko-
we w polskim Internecie.
Umozliwia on korzystanie

wybranych publikacji Wy-

dawnictwa  Naukowego

PWN. Dzigki serwisowi

ibuk.pl mozliwe jest legal-
ne przegladanie petnej, elektronicznej
wersji ksigzek oraz drukowanie wy-
branych fragmentow. Dzieki niskim
cenom, ksigzki oferowane przez PWN
dostepne sg praktycznie dla szerokich
kregoéw czytelnikow.

PWN wydat najpopularniejszy
podrecznik biochemii na $wiecie.
Nowe (2007 rok) polskie ttumaczenie
podrecznika pt. Biochemia autorstwa:
Jeremy'ego Berga, Luberta Stryera i

John'a Tymoczko, zostato oparte na
pigtym wydaniu amerykanskim. Wg
Wydawcy podrecznik rozni sie od po-
przedniego, czwartego wydania. Jego
motywem przewodnim jest ewolucyj-
ne i porbwnawcze podejscie do przed-
stawianych zagadnien. Czytelnik do-
wiaduje sie o wspdlnym ewolucyjnym
pochodzeniu wielu makroczasteczek,
przede wszystkim biatek wchodzacych
w skiad licznych rodzin biatkowych
oraz o ewolugi i powigzaniach szlakéw
metabolicznych. Motyw ewolucyjny
przewija sie przez caty podrecznik, a
zostat on szczegélnie podkre$lony w
dwadch nowych rozdziatach, dotycza-
cych ewolucji biochemicznej i filogene-
zy molekularnej, opartej na przyréwny-
waniu sekwencji aminokwasow biatek
i nukleotydowych DNA. Podrecznik
sktada sie z 4 czesci: molekularny wzor
zycia, przekazywanie i magazyno-
wanie energii, synteza czasteczek zy-
cia, odpowiedz na zmiany warunkow
srodowiska, i zawiera 34 rozdzialy.
Przektadu na jezyk polski dokonali:
Z. Szweykowska-Kulinska, A. Jarmo-
towski, H. Augustyniak, M. Dabert, J.
Deckert, A. GoZzdzicka-Jozefiak, L. Hry-
niewiecka, W. Jarmuszkiewicz, U. Kar-
wowska i H. Kmita.

HATTERERIA

czyli
Kroétka rozprawa z histerig
miedzy hatterig a latimeriag

(Bernard Korzeniewski)
Czy pampasem, czy tez preria,

Szta hatteria z latimeria.
Powiedziata latimeria:
Bardzo jest goraca preria.

Duszno$¢ wdziera sie¢ w me gtebie

i zasycha mi w pragebie.
Jestjuz ze mnie, tak to bywa,
Skamieniato$¢ ledwo zyioa.

Na to jej hatteria rzecze:
Moja droga, tam co$ ciecze —
Jaka$ wodna to arteria.
Odpowiada latimeria:
Chtodu mi nadzieja $wita,

Bita w ciemig?! Rzeczy nowe!
Ja mam oko ciemieniowe!

Kt6z by obraz w nim odzyskat?
Ciemieniowy okulista?
Latimeria jej wyznata:
Ciemieniowo ociemniata
Jestem. Zamiast mysle¢ szynka,
Postuguije sie szyszynka.

Tu hatteria ja prostuje:

Postepy Biochemii 53 (2) 2007

Chyba masz mnie za szczezuje!
Po co duby ples¢ smalone,
Lepiej posztaby$ na strone
Poewoluowac troche,

Zamiast ttuc o $ciane grochem.
Zyskasz u mnie pewne wzgledy
Majacjuz trzonowe zehy.
Latimeria: Na ma gtowe!
Dos¢, ze ptetioy mam trzonowe!
Ryba ze mnie nieco thusta,

Ale catkiem wtérousta!

Lecz dwudyszna! W $wiecie tym
Czterodyszno$¢ wiedzie prym.
Albo Diesel. Wigc do gtowy,
P6jdz po olej napedowy.

Tego ci nie puszcze ptazem,
Gadzie jeden, ma obraze

Tak odepre - toza mato
Posigs$¢ czworonozne ciato
Troje oczu, z tytu ogon,

Jedlis $lepa jest odnoga
Ewolucji. Z takim wzrokiem,
Marne Twoje sg widoki.

Ty za$ jakos ciezko dyszysz

W tej ekologicznej niszy,

Zas$ tiodj tepy wyraz pyska,

Cos$ majacy z obeliska

Sprawit, ze zachodze w gtowe,
Jak cie puscit dobdr ptciowy!?

Co do za$ odnogi bocznej
Ewolucji, to nie spoczne

Poki nie naswietle watku,

Ze z takich jak Ty poczatkéw
Powstat ptaz peten skaz,
Potem gad peten wad,
Wreszcie ssak peten zachwytu,
Ze doczotgat sie do szczytu
(Jest to blaga pospolita -

Spdjrz na monstrum, co to czyta).

Latimeria odpowiada:

Cos' przydtuga Twa tyrada,
Lecz katalog niedostatkow
Mych potomkéw, ktéry gtadko
Tu przytaczasz, nie wystarczy,
By plusami sie obarczy¢.

Jaj sktadanie w zimnym piasku,
Wytazenie z jam o brzasku,
Wszyscy krewni juz niezywi,
Jako towarzystwo —kiwi
Niezbyt lotny na umysle,
Pozywienie jarskie Scisle,

Nie stanowig wrét do chwaty.
Moj zas$ sukces jest niematy,
Bo potomkéw moich plemie
Cafa zamieszkuje Ziemie.

Tu hatteria rzeknie z jadem

(Chociaz jest niegroznym gadem):

Ta korona ezoolucji,

Co zawdzigcza Twojej chuci

Byt swoj, rzekne nie bez wstretu,
Miernego autoramentu

By¢ sie mieni. Zjada wszystko,
W rynsztok zmienia $rodowisko,
Wecigz sie mnozy jak kroliki,

Bez umiaru i logiki,

Robi wojny, HIV namnaza,

W koncu, ze sie tak wyraze,
Pisze o nas, co smutniejsze,
Nieco idiotyczne wiersze.

Na rzecz jedng Cig uczule —
Do myslenia te pétkule

Sa, coz przodu sg, nie z tytu.
Racz wiec zatem moja mita,
Miast sie w storicu prerii prazy¢,
Zamkna¢ swa szlachetng pra-rzy¢.
Tak to stepem oraz prerig
Szta hatteria z latimeria.

Autor wiersza HATTERERIA, dr
hab. Bernard Korzeniewski, jest bioche-
mikiem i biofizykiem w Zaktadzie Biofi-
zyki Wydziatu Biotechnologii Uniwersy-
tetu Jagiellofiskiego. W pracy naukowej
zajmuje si¢ modelowaniem energetyki
komérki miesnia szkieletowego i serca,
0 Czym napisano powyzej.

pod redakcja
Teresy Wesotowskiej
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Biatka RasGRP —czynniki aktywujgce Ras

Mateusz Szamatek

Wanda Baer-Dubowska

Katedra Biochemii Farmaceutycznej, Uni-
wersytet Medyczny im. K. Marcinkowskie-
go, Poznan

EKatedra Biochemii  Farmaceutycznej,
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcin-
kowskiego, ul. Swiecickiego 4, 60-781
Poznan; tel.: (061) 85 46 621, e-mail: baerw@
amp.edu.pl

Artykut otrzymano 7 grudnia 2006 r.
Artykut zaakceptowano 3 stycznia 2007 r.

Stowa kluczowe: biatko uwalniajagce nukle-
otydy guanylowe z biatka Ras (RasGRP),
czynnik wymiany nukleotydéw guanylo-
wych (GEF), biatko Ras, biatko Rap, estry
forbolu, diacyloglicerol

Wykaz skrotéw: BCR (ang. B celi receptor)
— receptor limfocytéw B; CalDAG-GEF
(ang. calcium- and diacylglycerol-regulated gu-
anine nucleotide exchange factor) — czynnik
wymiany nukleotydéw guanylowych regu-
lowany jonami wapnia i diacyloglicerolem;
DAG (ang. diacylglycerol) —diacyloglicerol;
DGK (ang. diacyloglycerol kinase) — kina-
za diacyloglicerolu; EGFR (ang. epidermal
growthfactor receptor) —receptor naskérko-
wego czynnika wzrostu; GEF (ang. guanine
nucleotide exchange factor) — czynnik wy-
miany nukleotydéw guanylowych; MAPK
(ang. mitogen activated protein kinase) —Kkina-
za biatkowa aktywowana mitogenami; PLC
(ang. phospholipase C) —fosfolipaza C; PKC
(ang. Protein Kinase Q — kinaza biatkowa
C; RasGRP (ang. Ras guanyl-nucleotide relea-
sing protein) —biatko uwalniajace nukleoty-
dy guanylowe z biatka Ras; SCR (ang. struc-
turally conserved regions) —regiony, ktérych
struktura jest zachowana w ewolucji; TCR
(ang. T celi receptor) —receptor limfocytow
T; TPA (ang. 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate) — 13-octan 12-O-tetradekanoilofor-
bolu
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STRESZCZENIE

harakterystyczng cechg biatek G, do ktérych naleza monomeryczne biatka Ras, jest
Cregulacja ich dziatania przez nukleotydy guanylowe: GTP — ,wiaczajacy” i GDP —
»Wytaczajacy" system informacji. Aktywnos$¢ biatek G, wynikajaca z rodzaju zwigzanego
nukleotydu guanylowego, kontrolowana jest przez czynniki wymiany nukleotydéw guany-
lowych (GEFs) oraz przez biatka wyzwalajgce aktywno$¢ GTPazowa biatek G (GAPs), ktd-
re odpowiednio aktywuja i inaktywujg mate biatka G. Obok opisanych wczes$niej i dobrze
zdefiniowanych czynnikéw GEF aktywujacych Ras, w ostatnich latach opisano nowa klasg
tych czynnikéw, biatka RasGRP. Biatka RasGRP posiadaja domeneg Cl, umozliwiajaca wia-
zanie diacyloglicerolu i jego analogéw, np. estréow forbolu. Przytgczenie ligandu prowadzi
do aktywacji RasGRP, aw konsekwencji do aktywacji biatek Ras i Rap poprzez pobudzenie
wymiany wigzanych przez nie nukleotydéw guanylowych. Sygnat przekazywany przez Ras-
GRP ulega wyciszeniu w wyniku fosforylacji diacyloglicerolu w reakcji katalizowanej przez
kinaze diacyloglicerolu (DGK). Lokalizacja czynnikéw RasGRP na skrzyzowaniu kaskad
sygnalizacyjnych, jak réwniez szeroki wzér ekspresji tkankowej, pocigga za sobg ich udziat
w istotnych zdarzeniach w funkcjonowaniu komérki. Odgrywajg one wazng role m.in. w
dojrzewaniu i funkcjonowaniu limfocytéw T i B, agregacji ptytek krwi i regulacji czynnosci
komdrek tucznych. W artykule opisano strukture i funkcje biatek RasGRP oraz ich udziat w
transformacji nowotworowej.

WPROWADZENIE

Biatka G stanowig nadrodzine homologicznych biatek, ktore, odgrywajac
role posrednik6w przenoszacych sygnat, regulujg szeroki zakres proceséw za-
chodzacych w komérce. Cechg charakterystyczng tych biatek jest regulacja ich
dziatania przez nukleotydy guanylowe: GTP — ,wigczajacy"” i GDP — ,,wyia-
czajacy" system informacji. W przeciwienstwie do pozostatych biatek tej nadro-
dziny, tzw. mate biatka G, do ktérych nalezy Ras, nie tworzg struktur oligome-
rycznych. Ponadto, w odr6znieniu od tripeptydowych biatek G aktywowanych
przez potgczenie z receptorami posiadajacymi siedem domen transbtonowych
(7TM), mate biatka G aktywowane sg gtdwnie przez czynniki wzrostu, dziataja-
ce na receptory o jednej domenie transbtonowej i zawierajgce w swej czasteczce
kinaze tyrozynowa. Na podstawie homologii sekwencji ogromng rodzine ma-
tych biatek G dzieli sie na podrodziny: Ras, Rho, Arf, Rab i Ran [1], Dotychczas
najdoktadniej z nich zbadane — biatka Ras sg kluczowymi elementami drog
sygnatowych kontrolujgcych proliferacje i réznicowanie komdrkowe. U ssakow
do podrodziny biatek Ras zalicza sie takze biatka Rap, ktdre wykazujg w ~50%
podobne motywy strukturalne, jak u transformujacych biatek Ras i podobnie jak
te ostatnie kontrolujg wzrost i réznicowanie komérek. Ponadto, biatka Rap sa
zwigzane ze specyficznym dla fagocytéw systemem enzymatycznym, generuja-
cym wolne rodniki tlenowe [2].

Aktywno$¢ wszystkich monomerycznych biatek G, wynikajgca z rodzaju
zwigzanego nukleotydu guanylowego, kontrolowana jest przez czynniki wy-
miany nukleotydéw guanylowych (GEFs) oraz biatka wyzwalajace aktywnos$é
GTPazowa biatek G (GAPs), ktére odpowiednio aktywuja i inaktywujg mate
biatka G. Ponadto, w regulacji niektérych matych biatek G uczestniczy trzecia
klasa czynnikow —biatka GDI, hamujgce odtgczenie nukleotydu guanylowego
od biatka G.

Czynniki wymiany nukleotydéw guanylowych (GEFs), specyficzne wzgle-
dem Ras, zwykle posiadajg te samg domene katalityczng i prawdopodobnie
uwalniaja GDP z Ras na drodze identycznego mechanizmu. Rdznig sie nato-
miast domenami regulacyjnymi i ekspresjg tkankowg. Obok opisanych wcze-
$niej i dobrze zdefiniowanych czynnikéw GEF aktywujgcych biatka Ras: Sosl
i Sos2 oraz RasGRF-1 i RasGRF-2, w ostatnich latach opisano nowg klase tych
czynnikow, biatka RasGRP. Swoja aktywnos$¢ wykazujg one takze wobec bia-
tek Rap [3]. Charakterystyczng cechg biatek RasGRP jest domena Cl, wigzaca
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diacyloglicerol (DAG) ijego analogi oraz motywy wigzgce
jony wapnia. Z tego powodu okre$lane sg takze jako czyn-
niki CalDAG-GEF. Biatka te, poprzez obecnos$¢ domeny Cl,
wykazujg podobienstwo do kinazy biatkowej C (PKC) itym
samym moga stanowic alternatywng wobec niej droge prze-
kazywania sygnatu inicjowanego przez zwigzanie DAG lub
estréw forbolu. Co wiecej, w odniesieniu do niektérych Ras-
GRP stwierdzono wspoétdziatanie tych dwoch biatek, mo-
gace mieé istotne znaczenie w regulacji drogi sygnatowej
Ras, szczegdlnie w komdrkach zwigzanych z odpowiedzig
immunologiczng [4],

KLASYFIKACJA | STRUKTURA BIALEK RASGRP

Do tej pory opisano 4 rodzaje biatek rodziny RasGRP.
Ré6znig sie one strukturg, lokalizacjg i zdolnoscig do akty-
wowania specyficznych form Ras i/lub Rap.

Wykryte pierwotnie w mozgu biatko RasGRPI (CalDAG-
GEF 1I) 0o masie -90 kDa, zbudowane z 797 reszt aminokwa-
sowych, jest produktem genu zlokalizowanego u cztowieka
na chromosomie 15 (15ql5) [5]. Ekspresja genu zlokalizo-
wanego na chromosomie 11 (11ql3) prowadzi natomiast do
syntezy dwdch biatek: 671-aminokwasowego RasGRP2 o
masie -75 kDa [6] oraz pozbawionej 62-aminokwasowego
N-koncowego odcinka izoformy CalDAG-GEF | o masie
-69 kDa [7], Biatko RasGRP3 (CalDAG-GEF IIl) 0 masie -78
kDa i dtugosci 690 reszt aminokwasowych jest produktem
genu zlokalizowanego na chromosomie 2 (2p25.1-2p24.1)
[8]. Czynnik RasGRP4 powstaje z kolei w wyniku ekspre-
sji genu zlokalizowanego u cztowieka na chromosomie 19
(19q13). Biatko to, o masie -75 kDa, skiada sie z 673 reszt
aminokwasowych [9,10].

Biatka rodziny RasGRP wykazuja zblizong budowe do-
menowg (Rye. 1, Tabela 1). Jak przedstawiono na rycinie 1,
mozna w niej wyrézni¢ dwie zasadnicze czesci: katalitycz-
ng i regulatorowa. Pierwszg tworzg domeny REM (ang. Ras
exchange motif) oraz GEF (CDC25), druga —domena Cl oraz
para motywow dtoni EF [5-8,10], RasGRP2 posiada dodat-
kowo 62-aminokwasowy odcinek przy kofcu aminowym,

R

RasGRP2

BREM BGEF BEF C1

Rycina 1. Budowa domenowa biatek RasGRP. W strukturze wszystkich czynni-
kéw RasGRP wyr6zni¢ mozna domeny: REM, GEF, Cl oraz pare motywdw dtoni
EF. CalDAG-GEF 1 jest odmiang RasGRP2, pozbawiong N-korncowego odcinka
potranslacyjnej modyfikacji przez mirystylacje/palmitylacje.
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w obrebie ktérego znajduja sie miejsca ulegajagce modyfika-
cji kowalencyjnej na drodze mirystylacji i palmitylacji. Od-
cinek ten odr6znia RasGRP2 od izoformy CalDAG-GEF |,
pozbawionej tego motywu [6].

Domena GEF, oznaczana takze jako domena homologicz-
na do CDC25 ze wzgledu na jej pokrewienstwo z aktywa-
torem Ras z Saccharomyces cerevisale [5], zajmuje centralne
miejsce w sekwencji aminokwasowej biatek RasGRP. Ten
zbudowany z okoto 230 reszt region warunkuje aktywnos¢
czynnikdw GEF poprzez zdolno$¢ wymiany nukleotydow
guanylowych w biatkach Ras i Rap. Domena GEF biatek
RasGRP jest wysoce homologiczna z regionami GEF in-
nych biatek o takiej aktywnosci i wykazuje blisko 50%-owe
podobienstwo do Sosl i RasGRFI [5]. Takze poszczegdlne
biatka rodziny RasGRP, w poréwnaniu z innymi znanymi
czynnikami GEF, charakteryzuja sie znaczng homologig do-
meny GEF [9], bedacej zarazem najbardziej zachowanym w
ewolucji regionem tych biatek [10], W obrebie regionu GEF
zidentyfikowano ponadto trzy kasety SCR (ang. structurally
conserved regions), sekwencje o najsilniej zaznaczonym po-
dobieAstwie RasGRP do innych czynnikéw GEF [5-7,11], W
miejscu 271. aminokwasu biatka RasGRPI, odpowiadajace-
mu pierwszej pozycji kasety SCR-2 biatek rodziny Sos, znaj-
duje sie reszta argininy. Zamiana tej reszty aminokwasowej
na inng sprawia, ze biatko RasGRPI staje sie nieaktywne.
Wskazuje to na jej kluczowe znaczenie dla funkcji RasGRPI
[11].

Po N-koricowej stronie domeny GEF znajduje sie, zbu-
dowany z okoto 115 reszt aminokwasowych, motyw REM.
Jego delecja unieczynnia biatko Ras GRP1, wskazujac na
wspoétudziat motywu REM w katalizie [11]. Ten region, ty-
powy dla biatek reagujacych z Ras i uwalniajgcych nukle-
otydy guanylowe, wystepuje takze w biatkach z rodziny
Sos, przy czym S$rodkowy odcinek REM biatka RasGRPI
rézni sie od nich obecnoscia dodatkowej sekwencji pieciu
reszt aminokwasowych [5,11].

Sktadajaca sie z okoto 50 reszt aminokwasowych do-
mena CIl zlokalizowana jest w C-koncowej czesci biatek
RasGRP. Strukturalnie przypomina bogaty w reszty cyste-
rnowe motyw palca cynkowego o schematycznej budowie
HXICXLXIFUCKX L XHXLXTT (H - His, C - Cys, X -
dowolna reszta). Dwie reszty histydynowe i pie¢ reszt cy-
sternowych bierze udziat w wigzaniu dwoch jonéw cynku.
Sekwencja domeny CI tworzy arkusz p, ztozony z trzech
przeciwréwnolegtych tancuchéw oraz a helisy [12-15]. Do-
mena Cl posiada zdolno$¢ wigzania DAG ijego analogow,
takich jak estry forbolu i tym samym odgrywa kluczowg
role w aktywacji biatka RasGRP. Zwigzanie ligandu wy-
maga obecnos$ci anionowych fosfolipiddw jako kofaktoréw
[3,11,16],

Region domeny CI biatek RasGRP wykazuje duze podo-
bienstwo strukturalne i zblizone powinowactwo do ligan-
dow z domeng Cl PKC, chimeryn i biatek Munc-13 [12-14],
Biatka te réznig sie jednak wymaganiami dotyczacymi ko-
faktorow. W przypadku PKC przypuszcza sig, ze za jego
wigzanie odpowiada domena C2 w klasycznych izoformach
kinazy (PKCa, p, y) lub region podobny do C2, czy motyw
E w nowych izoformach tego enzymu (PKCO, £, 0). Zadna
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Tabela 1. Budowa domenowa biatek RasGRP*.

Lokalizacja domen w sekwencji aminokwasowej

Biatko

REM GEF
RasGRPI 54-175 201-430
RasGRP2 69-183 212-445
CalDAG-GEF | 7-121 150-383
RasGRP3 8-120 148-378
RasGRP4 55-149 (171) 197-426

*wedlug NCBI Reference Sequences

z tych struktur nie wystepuje w RasGRP, co zdaje sie by¢
przyczyna mniejszej zaleznosci RasGRP od fosfolipidowe-
go kofaktora w poréwnaniu z PKC [16]. Wykazano jednak
pozytywny wpityw zasadowych reszt aminokwasowych,
obdarzonych dodatnim tadunkiem, na site wigzania estrow
forbolu przez domene CI bialek RasGRPI i -3 w obecno-
§ci ujemnie natadowanej fosfatydyloseryny jako kofaktora

[17]-

Pomiedzy domeng GEF a Cl znajduje si¢ ok. 53-ami-
nokwasowy region, zawierajacy pare motywow dtoni EF.
Zbudowane z ok. 22 (EF1) i 14 (EF2) reszt aminokwasowych
domeny zdolne sg do wigzania jonow wapnia, przy czym
wieksze powinowactwo wykazuje domena EF2 [5]. Znaj-
dujacy sie pomiedzy petlami wigzacymi jony Ca2; odcinek
ztozony z 15 aminokwasow odrdznia te domene biatek Ras-
GRP od typowych par EF, rozdzielonych sekwencjg 20-30
reszt aminokwasowych, wystepujacych w wielu innych
biatkach [5]. Biatko RasGRP4 posiada ponadto trzy dodat-
kowe reszty proliny w sasiedztwie drugiego motywu EF
[9], Wyniki dotychczasowych badan nie dajg jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie o wplyw zwigzania jonéw Ca2+na
aktywnos$¢ biatek RasGRP. Chociaz pojawiajg sie sugestie,
ze obecno$¢ motywow dioni EF jest zbedna dla funkcjono-
wania tych biatek [11], to wykazano mozliwos$¢ aktywacji
RasGRP przez jonofory wapniowe [7,18,19]. Mozliwa jest
zatem réznorodna rola jonéw Ca2+w regulacji aktywnosci
biatek RasGRP. Wyklucza sie natomiast wptyw Ca2+na wig-
zanie ligandow przez domene CI [16].

MECHANIZM DZIALANIA

AKTYWACJIA

Aktywacja biatek RasGRP jest nastepstwem zwigzania
ligandu przez domene CIl. Skuteczno$¢ wigzania jest uza-
lezniona od rodzaju kwasu ttuszczowego w pozycji sn-2
DAG [20] oraz obecnosci anionowych fosfolipidéw w roli
kofaktora [3,16]. Poniewaz DAG jest tzw. mediatorem dru-
giego rzedu, aktywno$¢ RasGRP in vivo jest uzalezniona od
fosfolipazy C (PLC), enzymu generujagcego DAG, znajdu-
jacej sie z kolei pod kontrolg nadrzednych uktadéw prze-
kazywania sygnatu [21], Obecnie znanych jest 12 izoform
PLC, podzielonych na 5 klas w zaleznos$ci od mechanizmu
aktywacji:

e PLCp, regulowana przez receptory sprzezone z biatkiem

G (GPCR ang. G protein coupled receptor) za posrednictwem
podjednostek G a, a takze G(3y,
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region dtoni EF Cl

474-527 542-591
492-543 561-610
430-481 499-548
425-476 495-544
470-526 (?) 541-590

* PLCy, regulowana przez receptory o wewnetrznej ak-
tywnosci kinazy tyrozynowej (RTK), np. EGFR, PGDFR,
TCR, BCR, za posrednictwem fosforylaciji,

¢ PLCS5, regulowana przez Caz;

¢ PLCe, regulowana przez GPCR za pos$rednictwem pod-
jednostek Gal213(z udziatem Rho), Gas(z udziatem cyklazy
adenylanowej i Rap), G(3y oraz receptory o aktywnosci ki-
nazy tyrozynowej RTK (z udziatem Ras),

e PLCe.

Istnienie tak wielu rodzajéw PLC podlegajacych zrézni-
cowanej kontroli powoduje, ze za powstanie sygnatu akty-
wujacego RasGRP moze odpowiadaé wiele czynnikow.

Nasladujac endogenny DAG, zdolno$¢ aktywacji Ras-
GRP posiadajg takze estry forbolu [12-14], Zwiazki te, do
ktérych nalezy m.in. octan 12-O-tetradekanoiloforbolu
(TPA), wykorzystywane sag w celu wywotania fazy promo-
cji w procesie wieloetapowej indukcji kancerogenezy [22].
Aktywacja biatek RasGRP przez estry forbolu przebiega
prawdopodobnie poprzez ulokowanie czgsteczki zwigzku
w szczelinie pomiedzy arkuszami p domeny Cl i utworze-
nie hydrofobowej powierzchni z wyeksponowanym taicu-
chem acylowym, zaangazowanym w kotwiczeniu biatka w
btonie lipidowej [12].

Obok aktywacji przez zwigzanie ligandu, w odniesieniu
do RasGRP3 wykazano takze mozliwos¢ aktywacji tego biat-
ka na drodze fosforylacji, zachodzacej za posrednictwem
PKC [4,23,24]. Jako potencjalne miejsca fosforylacji wskaza-
no zachowane w ewolucji reszty aminokwasowe: Thr-133,
Ser-139, Ser-167, lezagce w obrebie domeny Kkatalitycznej
oraz reszte Ser-601. Fosforylacja RasGRP3 korelowata z ak-
tywacjg Ras. W jednym z badan wykazano takze mozliwo$é
fosforylacji RasGRP3 przez kinaze c-Src, posredniczaca w
transmisji sygnatu od EGFR [25]. Obserwacje te wskazujg
na udziat zaréwno RasGRP, jak i PKC w precyzyjnej regu-
lacji drog sygnatowych zaleznych od Ras oraz wystepowa-
nie ztozonego powigzania (ang. cross-talk) miedzy biatkami
wigzacymi DAG i estry forbolu.

PRZEMIESZCZANIE

Przemieszczenie biatek RasGRP w obrebie komorki jest
kolejnym procesem zwigzanym z przytgczeniem ligandu.
Translokacja RasGRPI i RasGRP3 nastepuje wraz z ich akty-
wacja i koreluje ze zmianami aktywno$ci szlakow sygnato-
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wych kontrolowanych przez te biatka [3,11,26-31]. Elemen-
tem strukturalnym biatek, odpowiedzialnym za ten proces,
jest domena CI [11,32]. Zwigzanie przez nig ligandu pro-
wadzi do migracji biatek w kierunku btony plazmatycznej,
a takze do wewnatrzkomérkowych struktur btonowych:
aparatu Golgiego, siateczki srodplazmatycznej i przestrzeni
okotojadrowej. Aparat Golgiego wskazywany jest przy tym
jako szczeg6lne miejsce lokalizacji i dziatania RasGRPI i
RasGRP3 [3,26,27,30,32]. Przemieszczanie tych biatek w Kie-
runku wewngtrzkomorkowych struktur btonowych moze
wynika¢ z wiekszego powinowactwa ich domeny CI do
czagsteczek DAG podstawionych resztami nasyconych kwa-
sow tluszczowych (np. DOG, 1,2-dioctanoyl-sn-glycerol)
obecnych w btonach wewnetrznych [3,33]. Dla RasGRP3
zaobserwowano ponadto wpityw stezenia aktywatora na
miejsce lokalizacji biatka: mniejsze stezenie TPA wywotuje
migracje w kierunku btony komérkowej, wieksze do bton
wewnetrznych [3]. Rozmieszczenie RasGRP3 w komdrce
jest takze wynikiem oddziatywania biatka z lekkim tahcu-
chem dyneiny [34], Przemieszczanie do frakcji btonowej za-
obserwowano réwniez dla RasGRP4 [9],

Dane na temat przemieszczania biatka RasGRP2/Cal-
DAG-GEF | nie sg jednoznaczne. lzoforma RasGRP2 za-
wiera w N-koncowym odcinku miejsce potranslacyjnej
modyfikacji przez mirystylacje/palmitylacje, warunkujaca
lokalizacje biatka przy btonie plazmatycznej. Z kolei izo-
forma CalDAG-GEF I, pozbawiona tej sekwencji, pozostaje
w cytosolu [6,12,27]. Obserwowany brak przemieszczenia
biatka RasGRP2 w kierunku wewngatrzkomdrkowych struk-
tur btonowych ttumaczony jest obecnos$cig powierzchniowo
eksponowanej seryny w 506. pozycji, w obrebie domeny CI.
Biatka RasGRPI i RasGRP3 zawierajg w tym miejscu reszte
tyrozynowa. Réznice w subkomérkowym rozmieszczeniu
czynnikéw RasGRP, mogg wiec wynika¢ z réznic w struk-
turze domeny CI [32], Dodatkowo, dla RasGRP2 zaobser-
wowano zjawisko przemieszczania zwigzane z czynnoscig
cytoszkieletu —oddziatywanie i wsp6lng lokalizacje biatka
z aktyng F [35].

Przemieszczanie biatek RasGRP w kierunku struktur
btonowych komérki najprawdopodobniej zwigzana jest z
lokalizacjg gtownego efektora tych czynnikéw GEF — biat-
ka Ras, ktdre, dzieki farnezylacji, wystepuje wtasnie w tych
regionach.

INAKTYWACJA

Hamowanie aktywnos$ci biatek RasGRP odbywa sie na
drodze posredniej z udziatem kinaz diacyloglicerolu (DGK).
Dotychczas poznano 9 izoform tego enzymu (a-i), sklasyfi-
kowanych w 5 podtypdéw (I-V) [36], DGK katalizuje reakcje
fosforylacji DAG do kwasu fosfatydowego (PA), bedacego
takze przekaznikiem sygnatéw. Prowadzi to do zmniejsze-
nia stezenia DAG i, w konsekwencji, obnizenia aktywnosci
biatek zaleznych od DAG (m.in. RasGRP), a tym samym do
zahamowania aktywacji dalszych etapéw kaskady sygna-
lizacyjnej. Estry forbolu nie sg substratami DGK i hamujg
ich dziatanie. Do wykazanych zaleznosci miedzy DGK a
RasGRP nalezg: korelacja ekspresji DGKa i~z obnizeniem

wanej przez RasGRP [29,37-39], migracja DGKa i RasGRP
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w kierunku biony ze zblizong kinetykg [29] oraz asocjacja
i podobne rozmieszczenie wewngtrzkomdrkowe DGK?
i RasGRP [38], Zaskakujaca obserwacjg dotyczacag DGKi
jest jej zdoIno$é do aktywowania elementéw kaskady Ras,
m.in. biatka ERK [40]. DGKi tworzy kompleks z RasGRP3,
oddziatywujagcym z Rapl, co prowadzi do inaktywacji tych
biatek przy niezmienionej aktywnos$ci Ras. W konsekwencji
zapobiega to powstawaniu bezproduktywnego kompleksu
Rapl-Raf-1 inasila aktywnos¢ kaskady Ras/Raf-I/ERK. Po-
twierdzeniem powyzszego zjawiska moze by¢ zmniejszona
ilos¢ guzoéw nowotworowych wywotanych mutacjami Ras
u myszy pozbawionych genu kodujacego DGKi [40].

NASTEPSTWA AKTYWACJI BIALEK RASGRP

Bezposrednim nastepstwem dziatania biatek RasGRP jest
pobudzenie wymiany GDP na GTP w matych biatkach G,
co prowadzi do ich aktywacji [12-14,27], R6zne rodzaje Ras-
GRP aktywujg okreslone formy Ras i/lub Rap [12,27]. Biatko
RasGRPI aktywuje przede wszystkim H-Ras, a takze biatka
R-Ras, TC21 i M-Ras nalezgce do podrodziny Ras [7,8,41],
Gtownym celem oddziatywania RasGRP2 i CalIDAG-GEF |
sg biatka Rapl i Rap2 [6,41], przy czym dtuzsza izoforma
RasGRP2 moze réwniez aktywowaé¢ N-Ras i K-Ras [6], a
krotsza CaIDAG-GEF | takze R-Ras i TC21 [8,41]. Natomiast
RasGRP3 dziata zaréwno na H-Ras i biatka Rap oraz na R-
Ras, TC21 i M-Ras [8,41]. Mniej przebadane pod wzgledem
specyficznosci substratowej, RasGRP4 funkcjonuje podob-
nie do RasGRPI, aktywujac tylko biatka Ras [9],

Aktywacja biatka Ras prowadzi do uruchomienia sze-
regu szlakow sygnatowych zaangazowanych w prolife-
racje i réznicowanie komoérek [1,42,43], Jedng z najlepiej
poznanych $ciezek przekazywania sygnatu zaleznych
od Ras jest kaskada kinaz serynowo-treoninowych MAP
(MAPK). Drugg kaskada sygnalizacyjng zwigzang z ak-
tywnoscig Ras jest $ciezka PI-3K/Akt, odgrywajaca waz-
ng role w kontroli przezycia komorki. Aktywacja PI-3K
i, wynikajaca z niej, synteza fosfatydyloinozytoli prowa-
dzi do uruchomienia kinaz PDK-1 i -2 aktywujgcych Akt,
czego efektem jest m.in. hamowanie apoptozy. Trzecig
Sciezkg sygnalizacyjna pozostajagcg pod wpltywem Ras
jest kaskada RalGEF/Ral. Aktywacja czynnikéw GEF dla
Rai (np. RalGDS) prowadzi do uruchomienia RalBP, stu-
zacego jako czynnik GAP dla biatek Rho (CDC42 i Rac)
zaangazowanych w rearanzacje cytoszkieletu. Dziatanie
Ras powigzane jest takze, poprzez cykline DI, z kontro-
la cyklu komérkowego [43]. Aktywowane przez niekto-
re czynniki RasGRP biatko Rapl moze dziala¢ poprzez
kaskade B-Raf/MEK/ERK lub niektére czynniki RalGEF
[42]. Wskazuje sie takze na role wigzacego Rapl biatka
RapL w zjawisku adhezji zaleznym od integryn. Niekto-
rzy autorzy sugeruja ponadto mozliwo$¢ antagonistycz-
nego dziatania Rapl wzgledem Ras [2,42].

TKANKOWE ROZMIESZCZENIE |
FUNKCJA BIALEK RASGRP

Funkcja biatek RasGRP nierozerwalnie wigze sie z miej-
scem ich ekspresji oraz charakterystycznym potozeniem w
sieci sygnalizacyjnej (Ryc. 2). Ekspresja biatek RasGRP jest
wysoka w mozgu i uktadzie krwiotwdrczym [11,26,43,44].
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Rycina 2. Miejsce RasGRP w komoérkowej sieci sygnalizacyjnej. Zwiazanie ligandu (L) przez receptory sprzezone z biatkiem G (GPCR) i receptory o wewnetrznej ak-
tywnosci kinazy tyrozynowej (RTK) prowadzi do pobudzenia PLC-(3 i -y. Powstajacy DAG aktywuje biatka RasGRP i w konsekwencji Ras oraz Rap, ktére wraz z PKC

uczestniczg w dalszym rozprzestrzenianiu sygnatu.

Transkrypty RasGRP wykrywano takze w innych narza-
dach. Przy zr6znicowanym wzorze ekspresji tkankowej,
szczegblnym miejscem wystepowania biatek RasGRP sg ko-
morki krwi, w ktérych silnie zaznacza sie powigzanie roli
biatka i funkcji komorki.

RASGRP1

Biatko RasGRPI wystepuje w wielu liniach komdrek
T cztowieka i myszy, gdzie posSredniczy w przekazywa-
niu sygnatu miedzy PLC-yl a $ciezkag Ras-ERKI1/2 w od-
powiedzi na pobudzenie receptora limfocytéw T (TCR)
[45,46]. Wptyw kaskady TCR- PLC-yl-DAG na aktyw-
no$¢ ERK1/2, jak wskazujg wyniki badan Puente i wsp.
[47], moze by¢ dwufazowy: RasGRPI odgrywa istotng
role zwilaszcza we weczesnej fazie aktywacji ERK1/2,
podczas gdy faza p6Zniejsza zalezna jest od PKC. Uczest-
nictwo RasGRPI w procesie sygnalizacji zwigzanym z
czynnos$cig TCR ma znaczenie dla podstawowych funk-
cji limfocytéw T —odgrywa istotng role w rozwoju tych
komérek i regulacji odpowiedzi autoimmunologicznych
[48]. Wykazano, ze ulegajace ekspresji w grasicy Ras-
GRPI [11], wymagane jest w p6znej fazie r6znicowania
tymocytow — w procesie pozytywnej selekcji — przy
przejsciu komorek ze stadium DP (podwodjnie dodatnich)
do SP (pojedynczo dodatnich), zwigzanym z ekspresja
powierzchniowych czasteczek CD4 lub CD8 [49], Swiad-
czy o tym, zaobserwowane u myszy pozbawionych genu
kodujagcego RasGRPI, obnizenie liczby tymocytéw oraz
zaburzenie ich réznicowania, prowadzace do znacznej
redukcji liczby dojrzatych, pojedynczo dodatnich (SP)
komérek T. Mutacja hamowata takze aktywacje Ras/ERK
w odpowiedzi na ester forbolu, TPA i proliferacje komo-
rek w odpowiedzi na pobudzenie TCR [50]. Biatko nie ma
natomiast znaczenia dla procesu negatywnej selekcji ty-
mocytow [49],
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Obok kaskady sygnalizacyjnej TCR, wykazano takze
powigzanie czynnika RasGRPI z receptorem limfocytow B
(BCR) [51]. W komorkach DT40 biatko RasGRPI faczy kaska-
dy Vav/Racl i Ras, uczestniczac w przekazywaniu sygnatu
ptynacego od BCR [52], Z kolei ekspresja RasGRPI w ko-
moérkach WEHI-231 prowadzi do apoptozy nastepujacej w
wyniku pobudzenia BCR. Proces wigze sie ze zwiekszeniem
poziomu inhibitora IkBd i, w konsekwencji, zmniejszeniem
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB [53].

RasGRPI ulega ponadto ekspresji w mysich keratyno-
cytach, gdzie wykazano jego udziat w aktywacji kaskady
Ras/ERK w odpowiedzi na TPA [26], Ulegajace ekspresji w
komérkach nerwowych mézgu [5,8] biatko RasGRPI, moze
uczestniczy¢ w regulacji aktywnosci Ras w odpowiedzi na
zmiany wewngatrzkomoérkowego stezenia DAG, a tym sa-
mym odgrywac role w procesach kontrolowanych przez
Ras w uktadzie nerwowym [54-57], Wystepowanie biatka
RasGRPI stwierdzono takze w nerce [8], $ledzionie iszpiku
[11].

RASGRP2/ CALDAG-GEF |

Funkcja biatka CalIDAG-GEF |, krétszej izoformy Ras-
GRP2, zwigzana jest z biatkiem Rapl, postrzeganym jako
centralny regulator adhezji zaleznej od integryn [27], Znaj-
duje to swoje odbicie w funkcjonowaniu megakariocytéw
[58] i wywodzgcych sie z nich ptytek krwi [59], w ktorych
ekspresji ulega izoforma CalDAG-GEF I. Biatko to uczestni-
czy w procesie agregacji ptytek, zwigzanym z aktywacjg ka-
skady Rapl-RapL-integryna aJb@& U myszy pozbawionych
genu kodujacego ten czynnik GEF obserwuje sie znaczne
zaburzenia agregacji ptytek i, wynikajace z tego, wydtuze-
nie czasu krzepniecia krwi [59], Zaobserwowano ponadto,
ze ekspresja CaIDAG-GEF | w megakariocytach prowadzi
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za posrednictwem Raplb do zwiekszonego wigzania fibry-
nogenu przez integryne a|lbP3w odpowiedzi na tgczne po-
budzanie ADP, epinefryna i peptydem AYPGFK [58].

Biatko CaIDAG-GEF | odgrywa takze role w funkcjono-
waniu limfocytéw. Wykazano ekspresje tego biatka w ko-
morkach Jurkat, w ktorych z udziatem PLC-yl posredniczy
w aktywacji Rapl przez TCR. Rapl, poprzez biatko efek-
torowe RapL, reguluje aktywno$¢ leukocytarnej integryny
LFA-1ijej wigzanie zimmunoglobulinopodobng czasteczka
adhezji miedzykomoérkowej ICAM-1. Oddzialtywanie LFA-
1/ICAM-1 ma zasadnicze znaczenie dla oddziatywania lim-
focytow T z komdrkami prezentujagcymi antygen-1 [60].

Gen CalDAG-GEF | zidentyfikowano jako proonkogen
w ostrej biataczce szpikowej. Jego ekspresja w komarkach
szpiku wigze sie z aktywacjg Rapl i moze promowac ich
proliferacje oraz zwieksza¢ adhezje [18]. Udziat CalDAG-
GEF | wykazano takze w innych zjawiskach niz adhezja. W
komoérkach PC12D czynnik ten aktywuje kaskade sygna-
lizacyjng Rapl/B-Raf/[ERK w odpowiedzi na pobudzanie
muskarynowego receptora acetylocholiny [61]. Zaobser-
wowany proces wskazuje na udziat czynnikéw RasGRP w
sprzeganiu receptorow biatek G z kaskadg MAPK. Biatko
CalDAG-GEF |, ulegajace ekspresji w neuronach mézgu,
moze odpowiadaé za regulacje aktywnosci czynnika Rapl,
zwigzang ze zmianami wewnatrzkomoérkowego poziomu
DAG w tej tkance [55]. Czynnik CalDAG-GEF | wykryto
ponadto w sercu, ptucach, $ledzionie, watrobie, nerce [18],
W organach tych ekspresji ulega takze izoforma RasGRP2,
ktorag zidentyfikowano réwniez w mieéniach szkieletowych,
tozysku i trzustce [6].

RASGRP3

Analogicznie do udziatu RasGRPI w kaskadzie sygna-
lizacyjnej TCR, biatko RasGRP3, ulegajace ekspresji w
limfocytach B, posredniczy w transdukcji sygnatu miedzy
PLC-y2 a Ras w odpowiedzi na pobudzenie receptora BCR
w komdrkach DT40 (subpopulacja limfocytéw B) [28]. Ras-
GRP3 w komoérkach Bodpowiada za utrzymanie podstawo-
wej aktywnos$ci Ras w niepobudzanych komdrkach, a takze,
wraz z RasGRPI, za aktywacje Ras i proliferacje komaérek
w wyniku pobudzenia BCR [51]. U myszy pozbawionych
genu kodujagcego RasGRP3 nie zaobserwowano zaburzen
rozwoju limfocytéow B, jednakze wykazano hipogamma-
globulinemie. Co ciekawe, w badaniach McLeod i wsp. [62]
prowadzonych jeszcze przed odkryciem pierwszego czyn-
nika RasGRP, w komdrkach WEHI-231 zaobserwowano
aktywacje Rapl, wywotang pobudzeniem BCR i zalezng od
PLC-y i DAG. Badania prowadzone na komérkach PC12
wykazaty réwniez udziat RasGRP3 w procesie egzocytozy
indukowanej estrami forbolu, lecz niezaleznej od PKC [44].

Interesujgcym odkryciem, ze wzgledu na powigzania
szlakéw przekazywania sygnatu, wydaje sie by¢ zjawisko
aktywacji PLC-e w wyniku pobudzenia receptora naskdr-
kowego czynnika wzrostu (EGFR). RasGRP3 odgrywa w tej
wielostopniowej sygnalizacyjnej sieci kluczowg role: EGFR
poprzez PLC-yl i c-Src moze aktywowaé RasGRP3, co za
posrednictwem Rap2B prowadzi do aktywacji PLC-e [25],
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Badania Robertsa i wsp. [63] wykazaty udziat biatka
RasGRP3 w procesie angiogenezy. Gen kodujgcy RasGRP3
ulega, regulowanej przez naczyniowy $rédbtonkowy czyn-
nik wzrostu (VEGF), ekspresji w tworzgcych sie naczyniach
krwionos$nych zarodka. U osobnikéw dorostych jego eks-
presje obserwuje sie np. w trakcie cigzy oraz w angiogene-
zie towarzyszacej nowotworom. Synteze biatka RasGRP3
stwierdzono takze w mdzgu, nerce, watrobie, mies$niach
szkieletowych, sercu, ptucach, $ledzionie, tozysku oraz
w tkankach wewnatrzwydzielniczych — przysadce, gru-
czotach nadnerczowych, jadrach i wyspach trzustkowych
[3,8,44].

RASGRP4

Dotychczas poznane funkcje biatka RasGRP4 wigzg sie
przede wszystkim z czynno$cig komérek tucznych [64], cho¢
zostato ono wykryte rowniez w watrobie, miesniach szkie-
letowych, sercu, ptucach, Sledzionie itozysku [9]. Ulegajacy
w komorkach tucznych ekspresji gen kodujacy biatko Ras-
GRP4, wywotuje wzmozong synteze syntazy prostaglandy-
ny PGD” i, w konsekwencji, produkcje PGD2 towarzyszacg
astmie i zmianom zapalnym [19]. W komorkach tucznych
pacjentéw z astmg zidentyfikowano ponadto nieprawidto-
we warianty transkrypcyjne RasGRP4 [10], Wariant pierw-
szy posiada 117-nukleotydowg insercje i koduje nieaktyw-
ne 170-aminokwasowe biatko. Wariant drugi, w zwigzku z
delecja odcinka ztozonego z 42-nukleotydéw, koduje biat-
ko ubozsze o 14-aminokwasowy odcinek tgczacy domeny
zaangazowane w interakcje z biatkiem Ras. Oba warianty
powstaty w wyniku nieprawidtowego usuniecia 5. intronu.
Wariant drugi obecny jest takze u pacjentow z mastocytoza.
W komorkach HMC-1, pochodzacych od pacjentéw z bia-
taczka wywodzacg sie z komérek tucznych, wykryto takze
wariant trzeci RasGRP4, kodujacy nieaktywng forme biatka,
powstaty przez nieprawidtowe usuniecie intronu 3. i 5. [10],
Inny nieprawidtowy transkrypt RasGRP4, pozbawiony 22-
nukleotydowej sekwencji w wyniku jego réznicowego cie-
cia i sktadania w $rodku 15. eksonu, zidentyfikowano w ko-
morkach tucznych myszy C3H/HelJ, charakteryzujacych sie
obnizong wrazliwoscig drég oddechowych na metacholine.
Kodowane przez ten wariant biatko, ztozone z 578 amino-
kwasdw, pozbawione jest domeny CI i dlatego nie jest po-
datne na dziatanie DAG i estrow forbolu [65].

Niezaleznie od powyzszych obserwacji, RasGRP4 wyizo-
lowano izidentyfikowano jako czynnik transformujacy, ule-
gajacy ekspresji w leukocytach pacjentéw z ostrg biataczka
szpikowa. Mimo wystepujgcej mutacji punktowej (E620K)
nie zaohserwowano réznic w aktywacji Ras i przemieszcze-
niu w kierunku btony w poréwnaniu z ,normalnym" Ras-
GRP4 [9],

BIALKA RASGRP A TRANSFORMACJA NOWOTWOROWA

Niezaleznie od wielu r6znorodnych funkcji petnionych
przez biatka RasGRP w prawidtowych komérkach, czynni-
ki te mogag wywotywaé takze transformacje nowotworowsg.
Z podwyzszong ekspresja RasGRPI i RasGRP3 wigzano
transformacje komoérek Ratl A i NIH 3T3 oraz r6znicowanie
neuronalne komdrek PC12 [8,11], a w przypadku RasGRPI
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takze transformacje fibroblastéw [5]. RasGRP2 przypisywa-
no przyspieszony wzrost komérek NIH 3T3 [6], natomiast
izoforma CalDAG-GEF | wywotywata transformacje komad-
rek Swiss 3T3 [18]. RasGRP4 moze powodowaé transfor-
macje komdrek szpiku i Ratl [9]. Interesujacym spostrze-
zeniem, wynikajacym z powyzszych badan, jest r6znica
aktywnosci transformujacej biatek RasGRP, korelujgca ze
zdolnoscig do aktywacji kaskady Ras-ERKI/2. RasGRPI i
RasGRP3 dziatajgce na Ras wykazujg silniejszg aktywno$¢
transformujacg niz RasGRP2, ktérego gtéwnymi efektorami
sg biatka Rap. Z kolei zdoIno$¢ wywotywania transformacji
przez RasGRP3 jest obnizona w poréwnaniu z RasGRPI, co
wynika¢ moze z antagonistycznej zaleznosci miedzy biatka-
mi Ras i Rapl, aktywowanymi przez RasGRP3 [8].

Zdolnos¢ wywotania transformacji wydaje sie mie¢
szczeg6lne znaczenie w zrozumieniu niektérych aspektow
kancerogenezy. Ten wieloetapowy proces jest wynikiem
zaktécenia homeostazy komorkowej wskutek onkogennych
mutacji i mechanizméw epigenetycznych. Analog DAG,
ester forbolu TPA, stosowany jest jako klasyczny promotor
w modelu skornej kancerogenezy u myszy [22]. Jego wielo-
krotne naktadanie na skore grzbietowa myszy prowadzi do
klonalnego rozrostu zainicjowanych w wyniki mutacji, np.
w genie H-Ras, keratynocytéw. Chociaz estry forbolu sg pro-
totypami promotoréw raka skéry w tym modelu doswiad-
czalnym, mechanizm ich oddzialtywania z droga sygnato-
wa Ras nie jest wyjasniony. Dotychczas, za gtdwne biatka
wigzace estry forbolu, a jednocze$nie mediatory wywoty-
wanych przez nie efektéw, uznawano kinazy biatkowe C.
Badania z zastosowaniem myszy transgenicznych wyka-
zaly, ze izoformy PKC moga w rézny sposob oddziatywac
na proces promocji nowotworéw wywotany dziataniem
TPA. Nadekspresja PKC8 w naskoérku indukuje oporno$é
na promocyjne dziatanie TPA [66], natomiast PKCe, ktory
wydaje sie by¢ onkogenem w wielu typach komorek, powo-
duje zmniejszenie iloSci brodawczakow (tagodne guzy), ale
zwigksza ich zmiane w ztosliwe formy rakowe [67-69]. Wy-
kazanie nadekspresji RasGRPI w mysich keratynocytach,
zwiekszajacej sie pod wptywem TPA réwnolegle ze wzro-
stem poziomu aktywnej formy Ras, dostarczyto dowodu,
ze RasGRPI jest dodatkowym celem oddziatywania estréow
forbolu, ktéry moze uczestniczy¢ w promocji guzéw w na-
skoérku myszy. Estry forbolu promujg rozwdj nowotworow
poprzez pobudzenie wzrostu populacji keratynocytow ze
zmutowang, w wyniku dziatania kancerogenu, formg Ras.

W jaki sposob RasGRPI wspétdziata ze zmutowanymi
formami Ras, ktore na 0ogdt nie sg podatne na czynniki wy-
miany w zainicjowanych komdérkach, nie jest jeszcze wyja-
$nione. By¢ moze RasGRPI uczestnicza w przekazywaniu
sygnatu pochodzacego od TPA tylko w populacji prawidto-
wych keratynocytow, otaczajgcych zainicjowane komorki.

Ta sugestia moze wynika¢ z faktu, ze pewne efekty od-
dziatywania estrow forbolu na proliferacje zainicjowanych
kancerogenem komdrek przypisuje sie hamowaniu wzro-
stu otaczajacych je prawidtowych keratynocytéw [70]. Dal-
sze badania, z zastosowaniem np. myszy transgenicznych
pozbawionych RasGRPI, powinny przyczynié sie do wy-
jasdnienia roli RasGRPI w zachodzacej pod wptywem TPA
promocji nowotworow.
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PODSUMOWANIE

Biatka RasGRP, aktywowane zwigzaniem czasteczki
DAG czynniki o aktywnos$ci GEF wobec biatek G z rodziny
Ras, taczg przebieg waznych dla funkcjonowania komar-
ki kaskad sygnalizacyjnych. Chociaz doktadne znaczenie
czynnikéw RasGRP w wielu tkankach nadal pozostaje nie-
znane, analiza mechanizmoéw przekazywania sygnatow,
jak réwniez badania funkcji i aktywnosci transformujacej
tych biatek w niektdrych liniach komérkowych sugeruje,
iz moga one odgrywaé¢ wazng role w procesach przekazy-
wania sygnatdw pochodzacych z réznych uktadéw recep-
torowych do jadra komdrkowego. Zdolno$¢ generowania
odpowiedzi w wyniku zwigzania estréw forbolu stwarza
réwniez konieczno$¢ zrewidowania roli PKC jako gtéwne-
go biatka wigzgcego te zwigzki, zwtaszcza w odniesieniu do
procesu wieloetapowej kancerogenezy. Ponadto, niezbedne
dla dalszego poznania biatek RasGRP wydajg sie by¢ po-
szukiwania zwigzkow selektywnie aktywujgcych te klase
czynnikow.
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ABSTRACT

The Ras proteins, members of small GTP-binding protein family, are regulated through the exchange of GTP/GDP nucleotide. The activity
of the Ras proteins is controlled by guanine nucleotide exchange factors (GEFs) and GTP-ase activating proteins (GAPs), which activate and
inactivate G proteins respectively. Beside other, well known Ras-activating GEFs, the new class of such factors was recently described.
RasGRP family, known also as CalIDAG-GEF, consists of four members. Cl domain, allows them to bind diacylglycerol as well as DAG-ana-
logs like phorbol esters. Binding of the ligand leads to activation of RasGRPs and in consequence to the activation of Ras and Rap proteins by
the exchange of bounded guanine nucleotides. The signal transmitted by RasGRP is terminated as a result of DAG phosphorylation catalyzed
by diacylglycerol kinase (DGK). Location of RasGRP proteins on the crossing of signaling cascades and broad tissue expression pattern invo-
lve them in many events essential for the cell function. RasGRP proteins play roles in such phenomena as: T cells maturation and functioning,
B cells response, platelet aggregation, mast cells activity regulation, transformation and many other.

In this review, structure and function of RasGRP proteins, as well as their role in neoplastic transformation are described.
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Szlaki przekazywania sygnatu w
reakcji roslin na zranienie

STRESZCZENIE

yniki badan ostatnich lat przyczynity sie do znacznego postepu w poznaniu i zrozu-

mieniu szlakéw przekazywania sygnatéw zranienia u roélin. Szczeg6lng role w wy-
jasnieniu tych proceséw odegrata charakterystyka mutantéw wykazujacych zaburzenia w
biosyntezie i percepcji kwasu jasmonowego oraz mutanta z zaburzong funkcjg peptydu —
systeminy. Roéliny reagujg na zranienie zaré6wno w miejscu zranienia (odpowiedz lokalna),
jak i w miejscach odlegtych od niego (odpowiedz systemowa). W odpowiedzi systemowej
gtéwna role odgrywaja jasmonidy, syntetyzowane w szlaku oktadekainowym, awsréd nich
najlepiej poznany — kwas jasmonowy. Jasmonidy jako ,,dtugodystansowe" czasteczki sy-
gnatowe przenoszg informacje o zranieniu do odlegtych, niezranionych miejsc i wywotuja
odpowiedz obronng. Systemina, odkryta u niektérych roélin psiankowatych, dziata nato-
miast w miejscu zranienia, gdzie zwigksza poziom kwasu jasmonowego. Zidentyfikowano
i czesciowo scharakteryzowano szlaki zalezne i niezalezne od kwasu jasmonowego. Szlaki
zalezne od kwasu jasmonowego petnig funkcje w odpowiedzi systemowej, natomiast szla-
ki niezalezne od tego kwasu, indukowane w miejscu zranienia, petnig funkcje naprawcza
miejsc zranionych, dodatkowo chronig przed atakiem patogenu.

WPROWADZENIE

Osiadty tryb zycia wymusit u roslin wyksztatcenie wyrafinowanych mecha-
nizméw obronnych przed zranieniem mechanicznym (np. wiatr, deszcz, grad)
oraz zranieniem wywotanym atakiem drapieznikow, gtéownie owadow i ich
larw. Po zranieniu rosliny uruchamiajg ztozong kaskade reakcji prowadzacych
do aktywacji mechanizmow obronnych, nie tylko w miejscu zranienia (odpo-
wiedZ lokalna), ale i w catej roslinie (odpowiedz systemowa). Reakcja rosliny
ujawnia sie juz po kilku minutach od zranienia i obejmuje tworzenie czgsteczek
sygnatowych, ich percepcje i przemieszczanie oraz aktywacje gendéw obrony.
Geny obrony koduja biatka petnigce funkcje w szlakach przekazywania sy-
gnatéw, naprawie uszkodzonych tkanek oraz produkcji biatek i komponentédw
odstraszajacych roslinozercéw, ograniczajacych ich zerowanie i rozwoj. W szla-
kach sygnatowych zranienia wazng role odgrywaja: jasmonidy, systemina, oli-
gogalakturonidy (OGA), kwas abscysynowy (ABA) i etylen. Czesciowo zostaty
poznane szlaki sygnatowe zranienia zalezne i niezalezne od kwasu jasmono-
wego (JA). W szlakach tych uczestniczg procesy odwracalnej fosforylacji, wtor-
ne przekazniki sygnatu (jony wapnia i kwas fosfatydowy), tlenek azotu (NO) i
reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) [1]. O ztozonosci tych
mechanizméw moze swiadczyé fakt, ze sposrod 8200 gendw rzodkiewnika po-
spolitego (Arabidopsis thaliana), ekspresja okoto 8% z nich byta zmieniona pod
wptywem zranienia [2], Badania ekspresji tych genéw dostarczyty informacji
dotyczacych oddziatywan pomiedzy zranieniem a stresami abiotycznymi, hor-
monami ro$linnymi i atakiem patogenéw. Wykazano, ze po zranieniu wzrasta
poziom transkryptu genéw kodujacych biatka, ktére odgrywajg role w odpo-
wiedzi roslin na patogen, stres osmotyczny i wysoka temperature. Zranienie in-
dukuje rowniez transkrypcje gendéw zwigzanych ze szlakami etylenu, JA i ABA,
natomiast hamuje ekspresje gendw indukowanych przez auksyny. Jednymi z
gendw odpowiedzi ro$lin na zranienie sg geny kodujace inhibitory proteaz PI
(ang. proteinase inhibitors), ktére zaktocajagc aktywnos$¢ enzymoéw trawiennych w
przewodzie pokarmowym ros$linozercow, hamujg ich wzrost i rozmnazanie [3].
Dlatego tez, geny Pl sg genami markerowymi w badaniach szlakéw sygnato-
wych i mechanizmdéw obronnych wywotanych przez zranienie. Nalezg do ge-
now tzw. odpowiedzi systemowej, ktdrej funkcjg jest obrona rosliny przed dal-
szym atakiem roslinozercy. Natomiast zasadniczg funkcjg gendéw odpowiedzi
lokalnej jest naprawa zniszczonych tkanek, ochrona przed utratg wody i przed
inwazja patogenow.

O ile odpowiedzi obronne roslin na mechaniczne zranienie zostatly dosy¢
dobrze poznane, to catkiem niedawno zaczeto dostrzega¢ i docenia¢ unikalny
charakter odpowiedzi obronnych przeciwko roslinozercom. Aktywowanie tych
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odpowiedzi jest efektem nie tylko zranienia mechaniczne-
go, ktére zawsze towarzyszy atakowi roslinozercy, ale takze
elicitoréw zawartych w $linie roslinozercy. Najlepiej pozna-
ng odpowiedzig fizjologiczng roslin na atak roslinozercy
jest synteza de novo lotnych zwigzkéw organicznych VOC
(ang. volatile organie compounds), ktére nastepnie sg uwal-
niane do atmosfery i petnig role przynet (atraktantow) dla
naturalnych wrog6éw ros$linozercow oraz ,odstraszaczy"
(repelentow). U wielu gatunkéw roslin, w tym kukurydzy,
bawetny i tytoniu, wykazano, ze Zerujgce owady indukujg
emisje VOC [4]. Coraz wigcej danych wskazuje na istniejgce
réznice pomiedzy mechanizmami obronnymi wywotanymi
mechanicznym zranieniem a zranieniem spowodowanym
atakiem roslinozercy. Badania z zastosowaniem mikroma-
cierzy cDNA ujawnity, ze profil transkrypcji genéw induko-
wanych przez zranienie mechaniczne jest znacznie bardziej
podobny do profilu stresu wodnego niz do profilu uzyska-
nego w wyniku uszkodzen spowodowanych atakiem rosli-
nozercy [5],

CZASTECZKI SYGNALOWE PEELNIACE ROLE W
SZLAKACH PRZEKAZYWANIA SYGNALU ZRANIENIA

W reakcji ro$lin na zranienie uczestniczy wiele cza-
steczek regulatorowych, ktore posrednio lub bezposred-
nio regulujg takze szlak biosyntezy JA (Rye. 1). Do nich
zalicza sie: systemine, jasmonidy (JA ijego pochodne),
OGA, elicitory zawarte w $linie owadéw FAC (ang.fatty
acid-amino acid conjugates), NO, ROS oraz etylen i ABA
[1,6].

SYSTEMINA

Systemina jest 18-aminokwasowym peptydem bogatym
w proling, wytworzonym z prekursorowego 200-amino-
kwasowego biatka, zwanego prosysteming [7], Systemine
zidentyfikowano poczatkowo w lisciach pomidora, a na-
stepnie u ziemniaka, papryki i wilczej jagody. Natomiast u
tytoniu odkryto peptydy przypominajgce budowg i funkcja
systemine. Sg to dwa 18-aminokwasowe glikopeptydy bo-
gate w hydroksyproline, zwane TobHypSys 1i ll. Peptydy
te, podobnie jak systemina, pochodzg z wigkszego, prekur-

Etylen (+/-)
OGA (+/-) 1 ABA (+)
\ * S
Systemina (+) ------ } Biosynteza JA <--—-- ROS (+)
*
FAC (+) NO (+/-)
!
eon

Rycina 1. Regulacja biosyntezy JA przez czasteczki sygnatowe wytwarzane w
reakcji na zranienie. Wiele czasteczek sygnatowych uczestniczacych w szlakach
odpowiedzi roédlin na zranienie, reguluje szlak biosyntezy JA. W zaleznosci od
gatunku rosliny czasteczki te moga indukowac (+) lub hamowac¢ (-) biosynteze JA
lub pdzniejsze wydarzenia w szlaku sygnatowym. Sam JA réwniez reguluje syn-
teze lub dziatanie tych czasteczek. Niezbednym elementem szlaku JA jest biatko
COI1. Na podstawie pracy [9],
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sorowego biatka i bardzo silnie indukujg ekspresje genéw
Pl, co wskazuje na ich role w szlaku przekazywania sygnatu
zranienia [8]. Podobne peptydy odkryto réwniez u pomi-
dora. Sg to trzy 20-, 18- i 16-aminokwasowe glikopeptydy
bogate w hydroksyproline, zwane TomHypSys I, Il i Il [8].
Brak jest homologu systeminy u Arabidopsis thaliana. Poczat-
kowo wiele danych sugerowato, ze systemina petni funkcje
czasteczki sygnatowej ,,dtugodystansowej" i jest odpowie-
dzialna za wywotanie odpowiedzi systemowej. Wykazano
np., Ze u mutantéw pomidora o podwyzszonym poziomie
prosysteminy zachodzi konstytutywna ekspresja genéw od-
powiedzi na zranienie, jak gdyby roslina byta permanentnie
raniona [7], Natomiast u roslin z wyciszonym genem pro-
systeminy, obserwowano zmniejszong ekspresje gendw PI
w odpowiedzi systemowej, jak réwniez obnizong odpor-
no$¢ na szkodniki [7]. Ponadto, wykazano, ze systemina jest
czasteczkg mobilng i moze przemieszczac sie przez floem.
Wedtug najnowszych danych systemina odgrywa role przy
produkcji i amplifikacji czasteczki sygnatowej (JA) w miej-
scu zranienia, ale sama nie jest transportowana na duze od-
legtosci.

Zranienie, atak roslinozercy

| PLD
LA 18:3
LOX
@ 13-HPOT
8 !
o i AOS
.C
o}

Tlenek allenu

AOC
OPDA
OPR3
2 0PC8.0
o
EO P-oksydacja
8 |
CCNJA
MeJA n

JA-lle  JA-ACC c-JA

Rycina 2. Schemat szlaku oktadekainowego u roélin. Uzywane skréoty zwigzkéw
i enzymoéw uczestniczacych w szlaku biosyntezy JA: PLD — fosfolipaza D; LA
—kwas linolenowy: LOX —lipoksygenaza; 13-HPOT —kwas 13-hydroperoksy-
linolenowy; AOS —syntaza tlenku allenu; AOC —cyklaza tlenku allenu; OPDA
—kwas 12-ketofitodienowy; OPR3 —reduktaza OPDA; OPC8:0 —kwas 3-0kso-
2(2'(2)-pentenylo)-cyklopentano-I-oktanowy; JA — kwas jasmonowy; MelA
—metylowa pochodna JA; JA-lle —koniugat JA z izoleucyna; JA-ACC —Kkoniu-
gat JA z prekursorem etylenu, kwasem 1-aminocyklopropano-I-karboksylowym;
c¢JA — cis-jasmon;. Na rysunku nie przedstawiono enzymoéw Kkatalizujacych
P-oksydacje OPC8:0: ACX — oksydaza acylo-CoA, MFP — wielofunkcjonalne
biatka i KAT —tiolaza 3-ketoacylo-CoA. Szczegdtowe informacje o szlaku sygna-
towym jasmonidéw dostepne sa na stronie internetowej http:/ / stke.sciencemag.
org/cgi/cm/stkecm;CMP_7361. Na podstawie prac [1,11].
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JASMONIDY

Jasmonidy majg strukture cyklopentanu i pochodzg z
utlenionych wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Sg
produkowane, w dobrze poznanym u roslin, szlaku oktade-
kainowym [9] (Ryc. 2). Terminem jasmonidy okresla sie nie
tylko JA ijego ester metylowy (MelJA), ale rowniez aktyw-
ne biologicznie, spokrewnione z JA zwigzki, wtgczajgc jego
prekursory i koniugaty. Jasmonidy regulujg procesy wzro-
stu i rozwoju, starzenia sie roslin oraz reakcje obronne na
stresy. Na poczatku lat 90-tych po raz pierwszy wykazano,
ze indukcja ekspresji gendw Pl przez JA i MeJA jest czescig
odpowiedzi obronnej rosliny zaatakowanej przez owady
roslinozerne [10]. Wiele pdzniejszych prac potwierdzito role
jasmonidow w regulacji odpowiedzi obronnych przeciwko
atakom roslinozercéw i infekcjom przez niektére patogeny.
JA ijego pochodne odgrywajg rowniez role w odpowiedzi
obronnej na mechaniczne zranienie, ktére zawsze towarzy-
szy atakom roslinozercow.

Ze wzgledu na swoje plejotropowe dziatanie, JA indu-
kuje ekspresje genéw zwigzanych z wieloma procesami fi-
zjologicznymi. Oprécz wspomnianych wczes$niej genow PlI,
JA indukuje ekspresje genéw kodujgcych biatka antybak-
teryjne: defensyne (PDF1.2) i tionine (THI2.1) —enzymy
biorgce udziat w biosyntezie wtérnych metabolitéw, np.
alkaloidéw, terpenoidéw, flawonoiddw, antrachinonéw
i glukozynolan6éw. Metabolity te petnig funkcje obronne
przeciwko bakteriom i zwierzetom roslinozernym. MeJA
indukuje transkrypcje genéw zwigzanych z powstawa-
niem ROS i programowang $miercig komorki oraz gendéw
szlaku biosyntezy JA/MeJA, np. LOX2, AOS, OPR3, JMT
i AOC [11]. JA/MeJA indukuje réwniez ekspresje genow
zwiazanych np. z metabolizmem cukréw i aminokwasow
oraz procesami starzenia sie [11]. Biosynteza i metabolizm
JA ma miejsce w trzech przedziatach komérki. Rozpoczy-
na sie uwolnieniem LA z bton chloroplastéw. W chloro-
plastach zlokalizowane sg enzymy: LOX, AOS i AOC
syntetyzujagce OPDA — prekursor JA. Nastepnie OPDA
transportowany jest do peroksysomdéw, gdzie znajdujg sie
enzymy przeksztatcajgce OPDA w JA: reduktaza OPDA
oraz enzymy katalizujace [t-oksydacje OPC8:0. W peroksy-
somach syntetyzowany jest JA, ktory nastepnie transpor-
towany jest do cytosolu. O ile znany jest transporter OPDA
z chloroplastéw do peroksysomdw (biatko CTS), to jak do-
tychczas, nie poznano molekularnego mechanizmu trans-
portu JA [12]. W cytosolu JA ulega r6znym modyfikacjom.
Pochodne JA moga powstawac przez metylacje, glikozyla-
cje, hydroksylacje, dekarboksylacje i koniugacje z amino-
kwasami. Najprawdopodobniej, metabolity JA, wptywajac
na transport i stabilnos¢ JA, regulujg szlaki sygnatowe za-
lezne od JA. Wykazano, ze MeJA oraz koniugat JA z resz-
tg izoleucyny (JA-lle), podobnie jak sam JA, sg czgstecz-
kami aktywnymi biologicznie [3]. U mutanta Arabidopsis
jarl (ang. jasmonate resistant!) z niefunkcjonalnym genem
JAR1 (JARL1 katalizuje koniugacje JA z lle) nie obserwuje
sie efektu hamowania wzrostu korzeni przez MelJA, ale ob-
serwuje sie efekt hamowania przez JA-lle. Swiadczy to o
tym, ze JA-lle odgrywa role w niektérych odpowiedziach
zaleznych od szlaku JA [13]. Metylacja JA katalizowana
jest przez metylotransferaze karboksylowg — JMT (ang.
jasmonic acid carboxyl methyltransferase). Transgeniczne ro-
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$liny Arabidopsis, o podwyzszonym poziomie JMT, wyka-
zujg wzrost ekspresji genow indukowanych przez JA oraz
wzrost odpornos$ci na patogen pochodzacy z grzybdéw [3].
Natomiast dekarboksylowana pochodna JA — cJA wply-
wa na zachowanie sie owadéw, odstrasza pewne gatunki
roslinozercow, jak rowniez wabi ich drapieznikéw [10].

Analiza mutanta opr3 (ang. 12-OPDA reductase3), synte-
tyzujgcego OPDA, ale nie JA, wykazata, ze OPDA funkcjo-
nuje u Arabidopsis jako samodzielna czgsteczka sygnatowa,
niezaleznie od JA i COI1 [14]. Potwierdzita to analiza genéw
indukowanych przez JA, MeJA i OPDA. Sposérdd 21 500
genow Arabidopsis, przebadanych za pomocg mikromacie-
rzy, wiele jest requlowanych przez wymienione jasmonidy.
Natomiast pewna pula gendw jest regulowana specyficznie
tylko przez OPDA, a 50% spos$rod genow indukowanych
przez OPDA, indukowana jest przez zranienie. Natomiast
analiza mutanta pomidora acxl (ang. acyl-CoA oxidase!), ktd-
ry ma fenotyp podobny do mutanta Arabidopsis opr3, wyka-
zata brak funkcji OPDA, jako niezaleznej czasteczki sygna-
towej w odpowiedzi na zranienie [15].

Szlak oktadekainowy u roslin jest zaskakujgco podobny
do systemu immunologicznego u ssakow, w ktorym gtéwng
role odrywaja cyklopentanowe kwasy ttuszczowe (prosta-
glandyny). Strukturalnie podobne do JA, prostaglandyny
odgrywaja role regulatorowg w réznych procesach fizjolo-
gicznych, wiaczajagc odpowiedz immunologiczng. U zwie-
rzat szlak syntezy prostaglandyn rozpoczyna sie uwalnia-
niem kwasu arachidonowego (20:4) z bton komérkowych,
podobnie jak u roslin biosynteza jasmoniddéw rozpoczyna
sie uwalnianiem LA (Ryc. 3).

OLIGOGALAKTURONIDY

Oligogalakturonidy (OGA), uwalniane z uszkodzonych
§cian komdrkowych, indukujg u pomidora ekspresje gendw
Pl. Niewykluczone, ze OGA mogga by¢ produkowane tak-
ze endogennie, poniewaz po zranieniu lub potraktowaniu
roslin systeming zaobserwowano indukcje ekspresji genu
poligalakturonazy, ktéra uczestniczy w syntezie OGA [6],

Rosliny Zwierzeta

Lipaza Lipaza
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Rycina 3. Poréwnanie struktury kwasu jasmonowego pochodzacego z kwasu li-
nolenowego i prostaglandyn pochodzacych z kwasu arachidonowego.
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Uwaza sie, ze OGA, ze wzgledu na mata ruchliwos¢, petnig
funkcje w odpowiedzi lokalnej rodliny na zranienie. Jednak-
ze, bioragc pod uwage fakt, ze systemina indukuje aktyw-
no$¢ poligalakturonazy w lisciach nie zranionych [6], nie
wyklucza sie rowniez istnienia odpowiedzi systemowych,
zaleznych od OGA.

TLENEK AZOTU | REAKTYWNE FORMY TLENU

Istnieje wiele dowodéw wskazujgcych na udziat tlenku
azotu (NO) w zaleznej od JA odpowiedzi roslin na zranie-
nie. Zranienie oraz JA indukuja synteze NO u buraka cukro-
wego i Arabidopsis [1,16]. Egzogenny NO u Arabidopsis indu-
kuje transkrypcje genow szlaku biosyntezy JA, ale nie ma to
wplywu na wzrost stezenia JA [16]. Natomiast u psianko-
watych NO hamuje, indukowang przez zranienie, synteze
HD 2i ekspresje gendw indukowanych przez JA [17].

Zranione ro$liny produkujg przejsciowo reaktywne for-
my tlenu (ROS) — zaobserwowano wzrost stezenia HD 2
zarobwno w tkankach zranionych, jak i nie zranionych [17].
HD 2 jest rowniez wytwarzany w lisciach traktowanych
systeming, co sugeruje udziat HD 2w szlaku sygnatowym
zaleznym od systeminy i JA. Uwaza sie, ze H2 2petni funk-
cjewtdrnego przekaznika sygnatéw w indukcji ekspresji ge-
néw u pomidora w odpowiedzi na zranienie [17]. Niestety,
wzajemne korelacje pomiedzy szlakiem NO, ROS a szlaka-
mi sygnatowymi w reakcji na zranienie, jak dotychczas, sg
niewyjasnione.

LOTNE ZWIAZKI ORGANICZNE

Wyizolowane ze $liny owada koniugaty kwaséw ttusz-
czowych z aminokwasami FAC wykazuja wtasciwosci eli-
citora. FAC indukujg odpowiedzi obronne przeciwko ro-
slinozercom. Kwasy ttuszczowe wchodzace w sktad FAC
pochodzg z roslin, natomiast reszty aminokwasowe po-
chodzg z organizmu owada [18]. Pierwszym scharaktery-
zowanym owadzim elicitorem byta wolicytyna (N-(17-hy-
droksy-linolenolyl)-L-glutamina). Zastosowanie w miejscu
zranienia wolicytyny lub innych FAC wywotuje systemowe
uwalnianie lotnych zwigzkéw organicznych (VOC), ktore
sg odpowiedzialne za tzw. odpowiedzi obronne posrednie
przeciwko roslinozercom, polegajgce miedzy innymi na
wabieniu ich naturalnych wrogéw. W sktad VOC wchodzg
lotne zwigzki organiczne, biosyntetyzowane w szlakach np.
terpenow, izoprenoidéw i szlaku szikimowym. Oprécz in-
dukcji odpowiedzi obronnych posrednich, FAC wywotuja
bezposrednie odpowiedzi obronne. Powoduja gwattowny
wzrost stezenia JA (ang. JA burst) i indukujg odpowiedzi
obronne zalezne od JA [4], FAC wzmacniajg rowniez wy-
dzielanie GLV (ang. green leafvolatiles) [4], GLV sa, innymi
od VOC, organicznymi zwigzkami lotnymi. Sg 6-weglowy-
mi alkoholami i aldehydami pochodzacymi z degradacji 18-
weglowych kwasow ttuszczowych (kwas linolowy i linole-
nowy) w szlaku sygnatowym lipoksygenazy. Natychmiast
po zranieniu lub ataku roslinozercow wzrasta przejsSciowo
W miejscu zranienia emisja GLV. Natomiast VOC emitowa-
ne sa w miejscach nie zranionych kilka godzin po ataku ro-
$linozerny [19]. GLV, podobnie jak VOC, petnia funkcje w
odstraszaniu roslinozercéw, przywabianiu ich naturalnych
wrogéw, jak réwniez obnizajg ptodno$¢ mszyc [4]. Orga-
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niczne zwigzki lotne, opisane w pracach przegladowych
[4,20], odgrywaja skomplikowane role w oddziatywaniach
pomiedzy roslinami iich roslinozercami. Oprécz FAC ze §li-
ny owadow zostaly wyizolowane enzymy o wtasciwos$ciach
elicitoréow. Nalezg do nich np. oksydaza glukozy, (3-gluko-
zydaza i alkaliczna fosfataza [21]. Ztozone oddziatywania
pomiedzy roslinami a ich szkodnikami sg nie do konca po-
znane. Wykazano np., ze oksydaza glukozy, w przeciwien-
stwie do FAC, moze by¢ réwniez inhibitorem pewnych od-
powiedzi obronnych roslin przeciwko roslinozercom [22],

SZLAKI SYGNALOWE W REAKCJI NA ZRANIENIE

ROLA KWASU JASMONOWEGO JAKO CZASTECZKI
SYGNALOWEJ] ,,DLUGODYSTANSOWEJ"
W ODPOWIEDZI SYSTEMOWEJ]

Do poznania i zrozumienia szlakdw przekazywania sy-
gnatéw w reakcji na zranienie w znacznym stopniu przy-
czynito sie wyselekcjonowanie i scharakteryzowanie mu-
tantéw szlaku zranienia u Solanaceae i Arabidopsis thaliana.
Mutanty szlaku zranienia mozna sklasyfikowa¢ jako mu-
tanty, u ktérych jest: 1) zahamowana biosynteza JA; 2) zabu-
rzona percepcja JA oraz 3) zaburzone funkcjonowanie sys-
teminy. Mutanty te charakteryzujg sie brakiem odpowiedzi
systemowej na zranienie oraz zmniejszong odpornos$cia na
szkodniki [23]. Szczeg6lnie utrata przez mutanty odporno-
§ci na szkodniki i patogeny Swiadczy o tym, ze geny zwig-
zane z biosyntezg i percepcja JA oraz systemina sg niezhed-
ne dla rosliny, aby mogta broni¢ sie przed szkodnikami [10].
Wyniki wielu badan wskazywaty, ze JA moze petnié¢ funkcje
sygnatu ,,dtugodystansowego" (ang. long-distance signal) w
wywotaniu odpowiedzi systemowej w reakcji na zranienie.
Zaobserwowano np. wzrost transkryptu genéw Pl (mar-
kery zranienia) zaréwno w lisciach traktowanych JA, jak i
nie traktowanych [10]. Podobne wyniki uzyskano, traktujac
liscie koronatyng, toksyng produkowang przez Pseudomo-
nas syringae, ktéra budowg i dziataniem nasladuje JA [24],
Koronatyna indukowata ekspresje genéw Pl w lisciach nie
traktowanych, w sposéb zalezny od COI1, ale niezalezny
od JA. Wyniki te Swiadczyty o transporcie koronatyny do
nietraktowanych lisci, poniewaz rosliny nie produkuja ko-
ronatyny, oraz sugerowaty, ze podobnie moze by¢ trans-
portowany JA. Badania z zastosowaniem JA znakowanego
UC wykazaly, ze JA transportowany jest przez floem [10].
Zaobserwowano wzrost stezenia tego hormonu w lisciach
niezranionych, jednakze wzrost ten nigdy nie przekraczat
10% wzrostu stezenia w lisciach zranionych [3],

Jednakze, przetomem w poznaniu roli JA w szlaku prze-
kazywania sygnatu zranienia byty badania, przeprowadzo-
ne przez grupe Gregga Howe'a, z zastosowaniem klasycznej
techniki szczepien (ang. grafting experiments) [25,26]. Szcze-
piono typ dziki pomidora z mutantami szlaku zranienia w
réznych kombinacjach (Ryc. 4). DosSwiadczenia przepro-
wadzone z mutantami: jail (niewrazliwy na JA), acxl (nie
produkujacy JA) i 35S-Prosys (0 podwyzszonym poziomie
prosysteminy) wykazaty, ze biosynteza JA w liSciach zra-
nionych jest niezbedna do przekazywania sygnatu o zranie-
niu i wywotywaniu odpowiedzi systemowej w liSciach nie
zranionych, jak réwniez, ze biosynteza de novo JA w lisciach
nie zranionych nie jest konieczna do wywotania odpowie-
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dzi systemowej, natomiast jest wymagana percepcja JA.
Wyniki tych badan wskazuja, ze odpowiedz systemowa na
zranienie zalezy od biosyntezy JA w miejscu zranienia i od
percepcji JA w miejscu niezranionym.

Role JA jako ,,dtugodystansowej" czasteczki sygnatowej,
przekazujacej informacje o zranieniu do odlegtych, niezra-
nionych miejsc, potwierdza lokalizacja enzymdéw biosynte-
zy JA w wiazkach przewodzacych (Ryc. 5A). W komérkach
towarzyszacych irurkach sitowych wigzek przewodzacych
zlokalizowano enzymy biosyntezy JA: LOX, AOS, AOC i
enzymy katalizujgce [3-oksydacje OPC8:0 [1], Podczas, gdy
biatko AOC zlokalizowano zaréwno w komdrkach towarzy-
szacych, jak i w rurkach sitowych, to mRNA AOC wykryto
tylko w komérkach towarzyszacych. Najprawdopodobniej
enzym AOC jest syntetyzowany tylko w komdrkach to-
warzyszacych, a nastepnie transportowany przez plazmo-
desmy do rurek sitowych. Natomiast JA zlokalizowano w
wigzkach przewodzacych babki zwyczajnej (Plantago major)
[1] oraz w nerwie gtéwnym liScia pomidora (gdzie rowniez
zlokalizowano OPDA) [27], co byto kolejnym potwierdze-
niem roli JA jako mobilnej czasteczki sygnatowej. Co wiecej,
warunkiem wystgpienia odpowiedzi systemowej w reakcji
na zranienie jest nieuszkodzony floem [1],

ROLA SYSTEMINY W ODPOWIEDZI
SYSTEMOWEJ NA ZRANIENIE

Do wyjasnienia roli systeminy w szlaku przekazywania
sygnatu zranienia przyczynity sie prace z mutantem pomi-
dora sprl (ang. suppresed in prosystemin-mediated responsesl)
[9,25]. Mutant ten jest niewrazliwy na systemine i nieznana
jest mutacja odpowiedzialna zajego fenotyp. Prawdopodob-
nie, biatko SPR1 wystepuje na szlaku pomiedzy receptorem
systeminy a wystepujacym poOzniej szlakiem biosyntezy JA.
U mutanta sprl obserwuje sie brak wzrostu stezenia JA w

odpowiedzi na egzogenng systemine oraz znacznie zredu-
kowany poziom JA w odpowiedzi na zranienie. Mutant sprl
swoim fenotypem przypomina mutanta z wyciszonym ge-
nem prosysteminy, u ktérego poziom ekspresji genow PI, w
reakcji na zranienie, jest obnizony gtownie w odpowiedzi
systemowej. Cechy mutanta sprl wskazywaty, ze systemina
jestwaznym elementem szlaku przekazywania sygnatu zra-
nienia zwigzanego z odpowiedzig systemowg. Sugerowata
to takze lokalizacja transkryptu prosysteminy w wigzkach
przewodzacych nerwu gtdwnego, nerwéw bocznych liscia,
w ogonkach lisciowych i todydze [28]. Badania immuno-
chemiczne i hybrydyzacja in situ potwierdzity lokalizacje
prosysteminy w komorkach migkiszowych wigzek prze-
wodzgcych floemu oraz wykazaty, ze ekspresja transkryptu
prosysteminy w tych tkankach wzrasta w odpowiedzi na
zranienie i traktowanie JA [29], Jednak dopiero badania na
szczepionych roslinach z mutantem sprl wykazaty, ze sys-
temina petni funkcje w miejscu zranienia w produkcji i am-
plifikacji JA (Ryc. 4). Jest to zgodne z wynikami badan na
szczepionych ros$linach z wykorzystaniem mutantéw bio-
syntezy JA, ktére wskazujg, ze odpowiedz na zranienie, w
liSciach zranionych i niezranionych, zalezy od produkcji JA
w lisciach zranionych (Ryc. 4).

Wyniki badan wskazujg, ze systemina i JA w szlaku sy-
gnatowym w reakcji na zranienie oddziatujg wzajemnie na
siebie poprzez dodatnie sprzezenie zwrotne. Po zranieniu
systemina indukuje biosynteze JA poprzez aktywacje enzy-
mow szlaku oktadekainowego. Jest to mozliwe, poniewaz
w niezranionych lisciach pomidora istnieje niska, konstytu-
tywna ekspresja genéw biosyntezy JA, dzieki ktorej rosliny
w odpowiedzi na zranienie mogg efektywnie syntetyzowac
JA [27,28], Oprocz aktywacji enzymow, systemina indukuje
ekspresje ich genéw, np. genu AOC [27], W konsekwencji,
wytwarzany JA indukuje z kolei ekspresje genow: prosyste-
miny, receptora systeminy oraz enzymow
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uczestniczgcych w jego biosyntezie [28,30],
A W tak dziatajagcym dodatnim sprzezeniu
zwrotnym pomiedzy systeming a biosyn-
tezg JA, produkowany jest i akumulowa-
ny JA (Ryc. 5B). To sprzezenie zwrotne jest
istotne do akumulacji JA ijego dziatania w
odpowiedzi na dtugotrwate zranienie po-
wodowane przez roslinozercow. W pro-
B cesie tym takze odgrywaja role substraty
biosyntezy JA; np. w ciggu pierwszej go-
dziny po zranieniu, przejSciowy wzrost

Rycina 4. Schemat doSwiadczen z zastosowaniem szcze-
pien ro$lin pomidora do badan roli systeminy i JA w

C odpowiedzi systemowej wywotanej przez zranienie.
Szczepiono roéliny pomidora majace rézne genotypy:
DZ —typ dziki pomidora; jail —mutant z niefunkcjo-
nalnym genem COI1, niewrazliwy na JA; acxl —mutant
z niefunkcjonalnym genem ACX, brak biosyntezy JA;
sprl —mutant niewrazliwy na systemine; PS —mutant
35S-Prosys o podwyzszonym poziomie prosysteminy.
W doswiadczeniach A, B, i C raniono liscie podktadki
(zaznaczono poziomymi liniami), po 8 godz. badano po-

D ziom ekspresji genéw Pl zaréwno w lisciach zranionych
(podktadki), jak i niezranionych (zrazu). Poziom ekspre-
sji genéw Pl na rysunku oznaczono kolorami: brak lub
niska ekspresje — kolorem biatym; wysoka ekspresje
—kolorem zielonym; posrednig ekspresje w zranionych
lisciach mutanta sprl —kolorem jasnozielonym. Na pod-
stawie prac [3,9].
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stezenia JA zalezy od indukcji syntezy LA, poniewaz u ro-
§lin 0 podwyzszonym poziomie enzymow biosyntezy JA,
AQS lub AOC, dopiero po zranieniu i uwolnieniu z bton LA
wzrasta stezenie JA [27,31].

SZLAKI ZALEZNE OD KWASU JASMONOWEGO

Na Ryc. 6 przedstawiono hipotetyczny model szlakéw
uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu zranienia. Do
tej pory nie wiadomo, co jest poczatkowym sygnatem zra-
nienia, ktéry uruchamia calg kaskade wydarzen prowadzg-
cych do indukcji odpowiedzi obronnych. Wyniki badan na
mutancie A rabidopsis cevl (ang. constitutive expression ofvspl
(vegetative storage proteins)), charakteryzujacym sie konsty-
tutywng lub wzmozong odpowiedzig na JA, wskazujg na
udziat sciany komérkowej we wczesnej odpowiedzi roslin
na stresy poniewaz zidentyfikowany gen cevl koduje syn-
taze celulozy [32]. Jednymi z najwczesniejszych wydarzen
zachodzacych w komdérce po zranieniu lub zastosowaniu
elicitorow zranienia sg: depolaryzacja btony komérkowej,
aktywacja ATPazy protonowej, alkalizacja srodowiska ze-
wnatrzkomorkowego, wzrost stezenia Ca2+w cytoplazmie,
aktywacja kinaz biatkowych, produkcja ROS oraz aktywa-
cjaszlaku oktadekainowego [7], Obecnie uwaza sie, ze szlak
oktadekainowy petni centralng funkcje w szlaku przekazy-
wania sygnatu zranienia we wszystkich roslinach zaréwno
jedno-, jak i dwulisciennych, wiaczajac drzewa [10]. Wedtug
obecnego stanu wiedzy istnieje przynajmniej kilka szlakow
sygnatowych w reakcji na zranienie. Najlepiej poznanym
jest szlak zalezny od JA, ktéry u pomidora aktywowany

tyko

Systemina

} . Komérka towarzyszaca Rurka sitowa

Migkisz tykowy

jest przez OGA i systeminge. W komdrkach miekiszu tyko-
wego systemina powstajgca z prosysteminy uwalniana jest
do apoplastu. Nastepnie wigze sie do swojego receptora
SR160 znajdujacego sie w btonie komérek towarzyszacych
tyka [30,33] (Ryc. 51i 6) i aktywuje szlak oktadekainowy. Nie
jest znany poczatkowy etap tego szlaku, aczkolwiek wiele
danych wskazuje na udziat lipaz w uwalnianiu z bton LA
— prekursora JA. Zaobserwowano wzrost aktywnosci fos-
folipazy A (PLA) w liSciach pomidora w odpowiedzi na
zranienie, systemine lub OGA [34]. Wiele dowodow wska-
zuje, ze w przewodzeniu sygnatu zranienia u Arabidopsis i
pomidora uczestniczy rowniez fosfolipaza D (PLD). PLD,
katalizujgc reakcje wytwarzania wtornego przekaznika sy-
gnatéw, kwasu fosfatydowego (PA), moze wptywaé sty-
mulujgco na hydrolize lipidow przez inne lipazy [35]. U
mutantéw Arabidopsis z wyciszonym genem PLD, po zra-
nieniu, hamowana jest synteza PA, JA oraz ekspresja genow
indukowanych przez JA np. AtLOX2, ktéry koduje kluczo-
wy enzym szlaku biosyntezy JA [36], Ekspresja pozostatych
gendéw szlaku biosyntezy JA pozostaje niezmieniona w tym
mutancie. Swiadczy to o tym, ze PLD funkcjonuje w szlaku
wczesniej od AtLOX2. Wyniki wielu badan genetycznych
wykazaty, ze szlak zalezny od JA petni kluczowg funkcje w
obronie ro$liny przed ro$linozercami i niektérymi patoge-
nami bakteryjnymi [10].

REGULACJA ODPOWIEDZI NA JA POPRZEZ
KOMPLEKS LIGAZY E3 TYPU SCFcon |
KOMPLEKS SYGNALOWY COP9 (CSN)

Wszystkie znane do tej pory odpo-
wiedzi zalezne od JA u Arabidopsis i po-
midora wymagajg biatka COI1 [23,37],
ktore w szlaku sygnatowym w reakcji
na zranienie funkcjonuje po6zniej od
szlaku biosyntezy JA (Ryc. 5, 6). Gene-
tyczna analiza mutanta coil (ang. coro-
natine insensitivel), niewrazliwego na
MeJA i koronatyne, umozliwita ziden-
tyfikowanie genu kodujacego biatko
COI1 [38]. COIll koduje biatko posia-
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Rycina 5. Lokalizacja prosysteminy i enzyméw bio-
syntezy JA w wigzkach przewodzacych (naczynio-
wych) lisci pomidora (A). Na rysunku zaznaczono:
prosysteming, systeming, receptor systeminy (SR160)
oraz zwiazki i enzymy szlaku octadekainowego
(FAD-co3, LOX, AOS, AOC, OPDA, OPR3), transpor-
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ter OPDA z chloroplastéw do peroksysoméw zwany
CTS/PXA1, mutacje blokujace odpowiedzi obronne
rosliny na zranienie (sprl, spr2, jail, acxl) oraz pla-
zmodesmy — potaczenia miedzy komérkami. Rola
systeminy w amplifikacji JA w miejscu zranienia
(B). Szczegdty opisano w tekscie. Na podstawie prac
[13]-
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SCFcon wspdlnie z enzymem aktywujagcym (El), enzymem jednolisciennych sugeruje, ze szlak zranienia zalezny od
koniugujagcym (E2) poprzez domene LRR w COI1 przenosi JA, jest ewolucyjnie zachowany we wszystkich roslinach
ubikwityne na substrat, ktory jest degradowany przez pro- wyzszych.

teosom 26S [41]. We wszystkich organizmach eukariotycz-
nych biatka z kasetg F wraz z innymi biatkami kompleksu
ligazy E3 przytaczajg wybidrczo biatka regulatorowe prze-
znaczone do degradacji zaleznej od ubikwityny [41].

Z kompleksem ligazy E3 typu SCFcon oddziatuje kom-
pleks sygnatowy COP9 (okreslany akronimem CSN). CSN
jest jadrowym, wielopodjednostkowym, zachowanym w
ewolucji kompleksem biatkowym. Po raz pierwszy zostat

Mutant pomidora jail (ang. jasmonic acid-insensitivel) zidentyfikowany jako represor ekspresji genow regulowa-
wykazuje fenotyp podobny do mutanta Arabidopsis coil nych przez Swiatto. CSN odgrywa role w fotomorfogene-
— jest niewrazliwy na MeJA i koronatyne oraz jest po- zie, odpowiedzi na auksyny i regulacji degradacji biatek
datny na wirulentny szczep Pseudomonas syringae [23,24]. zaleznej od ubikwityny. Mutanty Arabidopsis pozbawione
Za fenotyp mutanta jail odpowiedzialna jest mutacja w funkcji CSN charakteryzujg sie fenotypem podobnym do
genie LeCOIll, ktéry koduje biatko identyczne w 78% uprzednio opisanego mutanta coil, miedzy innymi bra-
z COI1 Arabidopsis i w 57% z homologicznym biatkiem kiem ekspresji genow indukowanych przez JA. Induk-
ryzu [23]. Biorac pod uwage podobiefAstwo w fenotypach cja ekspresji genow zaleznych od szlaku JA/COIL jest
mutantow Arabidopsis coil i pomidora jail, najprawdopo- rowniez zalezna od funkcji CSN. Wykazano, ze zar6wno
dobniej COI1 petni podobng funkcje w szlaku JA w obu COl1, jak i CSN odgrywajg role w regulacji wiekszosci
organizmach. Istnienie ortologu genu COI1 w roslinach szlakéw komdérkowych zaleznych od JA [40,41],
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Rycina 6. Poréwnanie szlakéw przekazywania sygnatu zranienia u Solanaceae i Arabidopsis thaliana. U Solanaceae w zranionych lisciach peptyd systemina i/lub OGA
aktywuja szlak biosyntezy JA, wzrasta stezenie JA i etylenu. JA i etylen wzajemnie indukuja swoja synteze oraz ich dziatanie jest konieczne do indukcji ekspresji genéw
obronny (np. Pini —inhibitor proteaz u pomidora). JA jest transportowany z miejsca zranienia do odlegtych, niezranionych miejsc i tam wywotuje odpowiedz systemowa
zaréwno u Solanaceae, jak i Arabidopsis. U Solanaceae istnieje kilka szlakéw sygnatowych, w ktérych indukowane sg specyficzne geny. I tak np. w szlaku niezaleznym od JA,
systeminy i etylenu, w odpowiedzi lokalnej, indukowana jest ekspresja genu Twil (glukozylotransferaza). Natomiast w szlaku zaleznym od systeminy i JA, indukowana
jest ekspresja genu Pini (inhibitor proteaz u pomidora, inny niz Pin2) zaréwno w odpowiedzi lokalnej, jak i systemowej, przy czym indukqa ta jesthamowana przez etylen
w odpowiedzi lokalnej. W szlaku zaleznym od JA wystepuje biatko COI1, ktére kieruje biatka regulatorowe tego szlaku do proteolizy zaleznej od ubikwityny (takze u
Arabidopsis). Aktywowana jest rowniez w spos6b niezalezny od systeminy i JA kinaza WIPK. Sama WIPK indukuje szlak biosyntezy JA. U Arabidopsis istniejg co najmniej
dwa szlaki sygnatowe, ktére, wzajemnie na siebie oddziatujac, determinujg odpowiedZ lokalng i systemowa” Jeden z tych szlakéw aktywowany przez OGA w miejscu
zranienia (w odpowiedzi lokalnej) indukuje ekspresje gendw WR3, CK i PG1P1.2, w sposéb niezalezny od JA i etylenu. W szlaku OGA produkowany jest etylen, niezalez-
nie od JA. Etylen, u Arabidopsis blokuje w odpowiedzi lokalnej ekspresje genéw zaleznych od JA. Ekspresja genéw zaleznych od JA, np. JR1, JR2 i VSP, jest indukowana
gtéwnie w tkankach niezranionych (w odpowiedzi systemowej). Ekspresja genu JR3 indukowana jest w szlaku zaleznym od OGA (w odpowiedzi lokalnej) i zaleznym
od JA (w odpowiedzi systemowej). Ekspresja genéw PDF1.2 i ERF1 indukowana jest jednocze$nie przez JA i etylen. Natomiast ekspresja genu RNSI kodujacego RNaze
jestindukowana niezaleznie od OGA iJA w miejscu zranienia, jak i w miejscach niezranionych, najprawdopodobniej w sposéb zalezny od OPDA. Geny aktywowane w
réznych szlakach sygnatowych zranienia: WR3 (nieznana funkcja), CK (kinaza choliny) i PGIP1 (biatko hamujace aktywnos$¢ poligalakturonazy), VSP (biatko zapasowe
organ6w wegetatywnych), JR1 i JR2 (nieznana funkcja), JR3 (aminohydrolaza), PDF1.2 (defensyna) i ERF1 (czynnik transkrypcyjny). Inne informacje znajdujg sie w tekscie.
Na podstawie prac [6,9,45].
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Rycina 7. Kompleks ligazy ubikwitynowej E3 typu SCF@Mi kompleks sygnato-
wy COP9 (CSN) dziatajg wspélnie, regulujac szlak sygnatowy JA. Substratami
SCFcon i CSN sg biatka: deacetylaza histonu (RPDb3), syntaza lumazyny i mata
podjednostka RUBISKO (nie pokazana na rysunku).

Obecnie znane sg trzy biatka, ktére sg potencjalnymi sub-
stratami kompleksu ligazy E3 typu SCFQLL (Ryc. 7). Dwa z
nich —deacetylaza histonu (RPD3b) oraz mata podjednost-
ka RUBISKO oddziatujg w systemie dwuhybrydowym z
COI1 [39], Acetylacja i deacetylacja histondw jest waznym
mechanizmem regulatorowym transkrypcji genéw u euka-
riotdw [42]. Uwaza sig, ze acetylacja histonow, katalizowa-
na przez acetylotransferaze histonu, indukuje transkrypcje
poprzez umozliwienie dostepu maszynerii transkrypcyjnej
do (okreslonego odcinka) chromatyny, natomiast deace-
tylacja (katalizowana przez deacetylaze histonu) hamuje
transkrypcje. Degradacja RPD3b w sposo6b zalezny od COI1,
bytaby wiec mechanizmem aktywujacym transkrypcje za-
lezng od JA. Poprzez poszukiwania supresorow mutantow
coil odkryto mutanta cosl (ang. coil suppressorl), ktory przy-
wraca mutantowi coil pewne cechy fenotypu dzikiego, np.
wrazliwos$¢ na JA i wystepowanie odpowiedzi obronnych
w reakcji na zranienie. W mutancie cosl odpowiedzialna za
fenotyp jest mutacja w genie kodujacym syntaze lumazy-
ny, kluczowy enzym szlaku ryboflawin, ktory jest trzecim
potencjalnym substratem kompleksu ligazy E3 typu SCFcon
[43]. Obecnie nie wiadomo jaka role odgrywa szlak rybofla-
win w szlaku sygnatowym zaleznym od JA.

SZLAKI NIEZALEZNE OD KWASU JASMONOWEGO

Badania szlakéw sygnatowych w reakcji na zranienie
na mutantach pomidora i rzodkiewnika wykazaty, oprécz
szlakéw zaleznych od JA, istnienie szlakéw niezaleznych
od tego fitohormonu [3,10,44,45]. ldentyfikacja coraz wiek-
szej liczby genéw indukowanych przez zranienie w sposob
niezalezny od JA, potwierdza istnienie dtugodystansowych
szlakow zranienia, niezaleznych od JA [3,10,44,45]. Szlaki te
sg uruchamiane bardzo szybko zaréwno w miejscu zranie-
nia, jak i w miejscach niezranionych. Przypuszcza sie, ze w
tych szlakach petni funkcje sygnat elektryczny badz hydrau-
liczny, ktéry powstaje w odpowiedzi na pewnego rodzaju
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zranienia [10,46]. W szlakach niezaleznych od JA, petnig
funkcje kinazy MAPK (ang. mitogen activated protein kinase).
Aktywacje jednej z nich, kinazy WIPK (ang. wound- induced
protein kinase) i akumulacje jej transkryptu obserwuje sie Kil-
ka minut po zranieniu zaré6wno w odpowiedzi lokalnej, jak
i systemowej [47], Akumulacja mMRNA WIPK jest niezalez-
na od systeminy i JA [25], natomiast sama WIPK indukuje
szlak biosyntezy JA [36]. ROwnie szybko aktywowana jest
po zranieniu kinaza MBPK (ang. myelin basic protein kinase),
nalezaca, podobnie jak WIPK, do rodziny kinaz MAPK. Wy-
kazano, ze w tak szybkiej aktywacji MBPK w odpowiedzi
systemowej odgrywaja role nieznane czasteczki sygnatowe
przenoszone w ksylemie [1].

Znaczenie fizjologiczne szlaku zranienia niezaleznego od
JA pozostaje wcigz stabo poznane. Wiele gendw indukowa-
nych w tym szlaku bierze udziat w odpowiedzi lokalnej na
zranienie, np. gen kodujacy peroksydaze, ktéra uczestniczy
w naprawie uszkodzonych tkanek naczyniowych u tytoniu
[48]. U Arabidopsis, w odpowiedzi lokalnej wywotanej przez
OGA, indukowane sg geny, ktorych biatka takze odgrywaja
role w naprawianiu uszkodzonych miejsc oraz petnig funk-
cje obronng przed inwazjg patogenu. Ekspresja tych gendw
jestregulowana poprzez oddziatywania pomiedzy szlakiem
zaleznym iniezaleznym od JA [6,10,45],

ROLA KWASU ABSCYSYNOWEGO, ETYLENU
I KWASU SALICYLOWEGO W SZLAKACH
SYGNALOWYCH W REAKCJI NA ZRANIENIE

Oprocz JA, istotng role w szlakach przekazywania sygna-
tu zranienia odgrywajg ABA, etylen i kwas salicylowy (SA).
W zranionych tkankach, oprécz wzrostu stezenia JA, ma
miejsce szybki wzrost stezenia etylenu oraz wzrost pozio-
mu transkryptu gendw biosyntezy etylenu [45], Wykazano
wzajemne oddziatywania JA i etylenu w szlakach przeka-
zywania sygnatow i wywotywaniu odpowiedzi obronnych
w reakcji na zranienie. Te oddziatywania majg charakter
synergiczny lub antagonistyczny w zaleznosci od rosliny, a
takze od innych czynnikéw, np. od szkodnika. Wyniki wie-
lu badan wykazaty wspoétdziatanie etylenu i JA w indukcji
odpowiedzi obronnych w reakcji na zranienie u ro$lin psian-
kowatych, a takze u kukurydzy i fasoli limenskiej [45].

U Arabidopsis aktywowane sg przynajmniej dwa od-
dzielne szlaki przekazywania sygnalu zranienia, ktore
wzajemnie oddziatujg na siebie (ang. cross-talk). To wza-
jemne oddziatywanie determinuje odpowiedZ lokalng i
systemowg. Role regulatora tych oddziatywan odgrywa
etylen. W odpowiedzi lokalnej (w miejscu zranienia) ety-
len jest wytwarzany w szlaku zaleznym od OGA i hamuje
szlak zalezny od JA. Natomiast w odpowiedzi systemowej
etylen nie jest produkowany i szlak zalezny od JA jest w
petni aktywny [45] (Ryc. 6). Z drugiej strony, etylen indu-
kuje ekspresje genu biosyntezy JA — AOS u Arabidopsis,
podobnie zreszta, jak i u pomidora [36]. Najprawdopo-
dobniej etylen reguluje szlak zranienia zalezny od JA na
dwéch poziomach. Antagonistyczny efekt JA i etylenu na
ekspresje genéw obrony ma wptyw na odpornosé rosliny
na roslinozerce. Np. odpornos¢ Arabidopsis na Spodopte-
ra littoralis wzrasta u mutanta niewrazliwego na etylen i
jest obnizona po traktowaniu roslin etefonem, zwigzkiem
uwalniajagcym etylen [45],
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Sktadnikami integrujgcymi szlaki sygnatowe JA ietylenu
sg czyrniki transkrypcyjne; np. transkrypt ERF1 jest indu-
kowana zaréwno przez JA, jak i etylen lub poprzez dzia-
tanie obydwdch hormonéw [49], ERF1 indukuje ekspresje
gendéw odpowiedzi na patogen, a hamuje ekspresje genéw
odpowiedzi na zranienie. Natomiast czynnik transkrypcyj-
ny AtMYC2 odwrotnie — hamuje ekspresje genéw odpo-
wiedzina patogen, a indukuje ekspresje genow odpowiedzi
na zrarienie [50].

Rola ABA w szlakach sygnatowych w reakcji na zranie-
nie jest jeszcze bardziej kontrowersyjna. Zaobserwowano
wzrost stezenia ABA w poblizu zranionych miejsc, ale nie
jest wiadomo, ktéry etap biosyntezy ABA jest aktywowa-
ny przez zranienie [6]. Uwaza sig, ze u pomidora ABA nie
petni funkcji poczatkowej czasteczki sygnatowej zranienia,
aczkolwiek u mutantow pomidora i ziemniaka z zaburzong
funkcjg ABA brak jest indukcji ekspresji genéw Pl w odpo-
wiedzi na zranienie i systemine [45], Utrata funkcji ABA
wydaje sie zaktdcaé szlak sygnatowy zranienia poprzez blo-
kowane syntezy JA [6],

Kwas salicylowy jest inhibitorem odpowiedzi obron-
nych zaleznych od JA. W zranionych roslinach dzikich
SA nie jest syntetyzowany i nie petni bezposredniej roli w
szlakach sygnatowych w reakcji na zranienie. SA akumu-
lowany jest w odpowiedzi na infekcje patogenu iindukuje
ekspresje genow kodujacych biatka PR (ang. pathogenesis
related proteins). Wzajemne oddziatlywania szlakéw sy-
gnatowych JA i SA regulujag mechanizmy obronne prze-
ciwko oatogenom i ro$linozercom, w ktdrych istotng role
odgrywa biatko NPR1. Biatko to oddziatuje z czynnikami
transkrypcyjnymi z rodziny TGA iindukuje w sposob za-
lezny cd SA ekspresje genow kodujagcych biatka PR, nato-
miast hamuje szlak sygnatowy JA [51]. Innym elementem
wzajemnych oddziatywan pomiedzy JA a SA jest czynnik
transkrypcyjny WRKY70, ktéry podobnie jak NPR1 jest
aktywatorem genow odpowiedzi na SA ijednoczes$nie re-
presorem genéw odpowiedzi na JA [44], W regulacji od-
dziatywan pomiedzy JA a SA zaangazowana jest réwniez
kinaza MPK4 nalezaca do kinaz MAPK, ktéra hamujac bio-
synteze SA, jednoczes$nie indukuje ekspresje genéw odpo-
wiedzi na JA [44],

ROZNICE W SZLAKACH ZRANIENIA
POMIEDZY ROSLINAMI PSIANKOWATYMI
A ARABIDOPSIS THALIANA

Pomimo wielu podobienstw w szlakach przekazywania
sygnatu zranienia istniejg ewidentne réznice pomiedzy ro-
$linami psiankowatymi a Arabidopsis thaliana. U pomidora
JA i etylen wzajemnie aktywujg swojg synteze, natomiast
u Arabidopsis etylen indukuje synteze JA, ale JA nie indu-
kuje syntezy etylenu [36]. U Arabidopsis brak jest genu ko-
dujgcego prosystemine, a traktowanie roslin systeming nie
wywotuje ekspresji genéw indukowanych przez zranienie.
Natomiast fakt, ze w tytoniu istniejg inne peptydy petnia-
ce role w szlaku zranienia, sugeruje mozliwo$¢ istnienia
réwniez u Arabidopsis funkcjonalnych homologéw syste-
miny [8]. U pomidora, OGA oraz chitosan (oligosacharyd
pochodzenia grzybowego) indukujg synteze JA i etylenu
oraz ekspresje genoéw Pin2 (inhibitory proteaz u pomidora)
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[6], U Arabidopsis chitosan indukuje synteze etylenu, ale nie
JA [6], Nie wiadomo jaki wptyw majg OGA na synteze JA
u Arabidopsis. Istniejg sugestie, ze OGA moga regulowac
synteze JA, gdyz indukuja ekspresje genu AOS, kodujace-
go enzym szlaku biosyntezy JA [52]. Jednakze, nieznane sg
wzajemne oddziatywania OGA i JA w odpowiedzi lokal-
nej u Arabidopsis. OGA petnig funkcje w szlakach zranie-
nia zwigzanych z odpowiedziag lokalng, natomiast JA jest
czasteczka sygnatowa ,,dtugodystansowa" i odgrywa role
w odlegtych od zranienia miejscach, gdzie OGA nie wy-
stepujg. W szlakach sygnatowych w reakcji na zranienie
pomiedzy roslinami psiankowatymi a Arabidopsis thaliana
istniejg inne rdznice. U Arabidopsis OPDA petni funkcje
czasteczki sygnatowej, niezaleznej od JA/COI1 [14], nato-
miast u pomidora OPDA nie peini tej funkcji [14], Zardw-
no mutanty pomidora, jak i Arabidopsis, niewrazliwe na
JA lub niesyntetyzujace JA, wykazujg wadliwe odpowie-
dzi obronne na zranienie. Jednakze, mutanty Arabidopsis
sg meskosterylne [37,53], podczas gdy mutanty pomidora
— meskoptodne [10].

ROLA ODWRACALNEJ FOSFORYLACJI W
PRZEKAZYWANIU SYGNALU ZRANIENIA

U wszystkich organizméw eukariotycznych powszech-
nie wystepujacym mechanizmem regulatorowym szlakéw
sygnatowych jest odwracalna fosforylacja biatek. U tytoniu,
kinazy MAPK: SIPK (ang. SA- induced protein kinase) i wspo-
mniana wczesniej WIPK petnig funkcje w szlakach przeka-
zywania sygnatu zranienia. U tytoniu z wyciszonym genem
WIPK, zranienie hamuje biosynteze JA i MelJA oraz powo-
duje wzrost poziomu SA i transkryptow biatek PR1, nato-
miast u tytoniu dzikiego —zranienie powoduje akumulacje
JA i MeJA [54], Réwnie szybko po zranieniu aktywowana
jest u Arabidopsis MAPK, zwana AtMPK4 [55]. U mutan-
ta mpk4 z wyciszonym genem ATMPK4 nie obserwuje sie
wzrostu poziomu transkryptu gendéw PDF1.2 i THI2.1, in-
dukowanych przez JA. Sugeruje to, ze AtMPK4 funkcjonuje
w szlaku zaleznym od JA, ktory reguluje ekspresje genow
PDF1.2 i THI2.1 [56]. Indukcja poziomu transkryptu kinazy
MAPK u pomidora zachodzi pod wptywem awirulentnych
szczepOw bakterii Xanthomonas campestris, elicitora grzybo-
wego i zranienia, natomiast JA i etylen nie wptywajg na po-
ziom transkyptu tej kinazy [57], W 30 minucie po zranieniu
wzrasta réwniez poziom transkryptow genoéw dwoch kinaz
MAPK u ryzu: OSMSRMK?2 [58] iOsBWMPKI [59], Ponadto,
w odpowiedzi na zranienie uczestniczg receptorowe kinazy
biatkowe, 0 czym $wiadczy podwyzszony poziom mRNA
kodujacego receptory btonowe o aktywnosciach kinaz se-
rynowo-treoninowych. Przyktadem jest transkrypt PnLPK
(ang. Populus nigra lecitin-like protein kinase) u topoli [60] oraz
transkrypt PERKI (ang. proline extensin-like receptor kinasel)
[61], W szlakach sygnatowych, wywotywanych przez stres
biotyczny iabiotyczny, uczestniczg réwniez kinazy zalezne
od wapnia, CDPK (ang. calcium-dependent protein kinases).
CDPK sa kinazami typowymi dla roslin (wystepujg takze
u niektdrych pierwotniakdw). U Arabidopsis istniejg 34 izo-
formy CDPK [62], CDPK uczestniczg w szlakach przeka-
zywania sygnatu zranienia i w odpowiedziach obronnych
przeciwko roslinozercom [63], Np. w zranionych lisciach
pomidora wzrasta poziom transkryptu kinazy LeCDPKI
[64], U tytoniu, transkrypt kinazy NtCDPKI, opr6cz zranie-
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nia jest indukowany przez MeJA, elicitor grzybowy, chito-
san i NaCl [65]. U ziemniaka, JA hamuje aktywno$¢ CDPK
i ekspresje transkryptu tej kinazy [66]. Natomiast w zranio-
nych lisciach kukurydzy aktywowana jest izoforma CDPK,
nazwana ZmCPKII, a ekspresja genu ZmCPKIl wzrasta
zarowno w lisciach zranionych, jak i niezranionych, co su-
geruje role tej kinazy w odpowiedzi lokalnej i systemowej
rosliny na ten stres [67],

Ponadto, u Arabidopsis odwracalna fosforylacja biatek re-
guluje szlak sygnatowy w reakcji na zranienie zar6wno za-
lezny, jak i niezalezny od JA. Kinaza biatkowa wrazliwa na
staurosporyne hamuje szlak zalezny od JA, a indukuje szlak
niezalezny od JA, natomiast fosfataza biatkowa odwrotnie
— indukuje szlak zalezny od JA, a hamuje szlak niezalez-
ny od JA [68]. Takze u Arabidopsis, odwracalna fosforylacja
wptywa na ekspresje genu desaturazy plastydowej kwasow
ttuszczowych co-3 (FAD7), przeksztatcajgcej kwas linolowy
w kwas linolenowy, prekursor biosyntezy JA [54], Procesy
odwracalnej fosforylacji sg réwniez powszechnym mecha-
nizmem regulujagcym czynniki transkrypcyjne w odpowie-
dzi na r6zne sygnaty [69,70], Przyktadem indukcji ekspresji
gendw przez JA poprzez procesy fosforylacji jest indukcja
ekspresji genu STR. Ekspresja genu STR jest regulowana
przez czynnik transkrypcyjny ORCAS3, ktérego gen nalezy
do genow wczesnej odpowiedzi na JA. W szlaku zaleznym
od JA czynnik transkrypcyjny ORCAS3 z Catharanthus roseus
najprawdopodobniej jest aktywowany przez fosforylacje,
po czym wigze sie do sekwencji regulatorowej cis JERE w
promotorze genu STR i indukuje jego ekspresje [11].

PODSUMOWANIE

Pomimo znacznego postepu w poznaniu szlakéw prze-
kazywania sygnatu zranienia, wcigz jest wiele niejasnych i
niezrozumiatych mechanizméw przekazywania sygnatéw.
Jak dotychczas, nic nie wiadomo o najwcze$niejszych wy-
darzeniach, ktére #acza zranienie z produkcja poczatko-
wych czasteczek sygnatowych, takich jak systemina i OGA.
Nieznane sg rowniez wewnatrzkomdrkowe i miedzyko-
mdrkowe mechanizmy transportu JA. Ostatnio wykazano,
ze biatka LTP (ang. lipid transfer proteins) mogga by¢ zaanga-
zowane w transport JA, poniewaz JA wigze sie z biatkami
LTP i kompleks ten wptywa na wzrost odpornosci tytoniu
na Phytophthora parasitica (71). Dalszych wyjasniefi wymaga
rowniez regulacja biosyntezy i metabolizmu JA w odpowie-
dzi na zranienie oraz jak inne czasteczki sygnatowe takie,
jak ROS, NO, fitohormony, elicitory pochodzace od rosli-
nozerny, oddziatujg ze szlakami sygnatowymi w reakcji na
zranienia. Dalszych badan wymagajg szlaki przekazywania
sygnatow przez zranienie (zalezne iniezalezne od JA) oraz
szlaki biosyntezy metabolitéw wtdérnych aktywowanych
przez zranienie.
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ABSTRACT

A significant advancement in our knowledge and understanding of wound-signaling pathways in plants has been made recently. Essential
role in the explanation of these processes came from the genetic screens and analysis of mutants which are defective in either jasmonic acid
(JA) biosynthesis, JA perception or systemin function. Plants equally react to wound in the tissues directly damaged (local response) as well
as in the non-wounded areas (systemic response). Jasmonides and in particular the most studied JA, produced by the octadecanoid pathway,
are responsible for the systemic response. Jasmonides functioning as long-distance signal particles transmit the information about wound
to distant, non-wounded tissues where defense response is invoked. Peptyd —systemin, identified in some Solanaceous species, acts locally
to the wounded area to elicit the production of JA. Jasmonic acid-dependent and -independent wound signal transduction pathways have
been identified and partially characterized. JA-dependent wound signaling pathways are responsible for the activation of systemic responses,
whereas JA-independent wound signaling pathways, activated close to wound side, have arole in reparation of damaged tissue and in defense

against pathogens.
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Kinazy receptorowe roslin

STRESZCZENIE

rowadzone w ostatnich latach analizy genomoéw rosélinnych wykazaty obecno$¢ licznych

gen6éw kodujacych kinazy receptorowe, tzw. RLK. Sg to biatka transbtonowe, struktural-
nie podobne do wystepujacych u zwierzat kinaz tyrozynowych i serynowo/treoninowych, o
zréznicowanej budowie domeny zewngtrzkomoérkowej. Réznice w czesci zewngtrzkomor-
kowej, wigzacej rézne czasteczki sygnatowe, sa podstawg klasyfikacji RLK roslin na ponad
20 klas. Ogromna wigkszo$¢ RLK nie zostata jeszcze scharakteryzowana, jednak dzieki bliz-
szemu poznaniu kilku biatek receptorowych wiadomo, ze funkcjonujg one w réznorodnych
procesach biologicznych obejmujacych wzrost i rozwéj roslin, samoniezgodno$é, wigzanie
hormonéw i oddziatywanie roélin z mikroorganizmami. Mimo ze wiedza na temat funkcji
kinaz receptorowych roslin szybko poszerza sig, to nadal wiele pytan pozostaje bez odpowie-
dzi. G¥dwnymi wyzwaniami w dalszych badaniach sa: identyfikacja ligandéw aktywujacych
RLK oraz charakterystyka elementéw szlakdéw sygnatowych dziatajgcych ponizej receptora.

WPROWADZENIE

Komorki organizmoéw zywych majg zdolno$¢ odbioru i odpowiedzi na sy-
gnaty pochodzace ze srodowiska oraz od innych komorek. Odbiér sygnatu
umozliwiajg biatka receptorowe, ktore, wigzac okreslony ligand, uruchamiaja
kaskade zdarzen, prowadzacg do wywotania swoistej odpowiedzi komérkowej.
U zwierzat najwieksza rodzine receptoréw zlokalizowanych w btonie komaér-
kowej stanowig receptory o siedmiu helisach transbtonowych (receptory 7TM),
wspoétdziatajace z biatkami G, tzw. GPCR (ang. G-protein-coupled receptor). Ge-
nom cztowieka zawiera co najmniej 800 genéw kodujacych GPCR, a ponadto 17
genow Ga 5 gendw i co najmniej 12 gendéw G heterotrimerycznych biatek G
[1]. Genom Arabidopsis thaliana zawiera tylko jeden gen GCR1, kodujgcy biatko
w 20% identyczne z GPCR Dictyostelium discoideum, ktdre wydaje sie, ze bierze
udziat w sygnalizacji kwasu abscysynowego [2], Rowniez liczba genéw koduja-
cych poszczeg6lne podjednostki biatek G u roslin jest niewielka, bowiem geno-
my A. thaliana i ryzu majg po jednym genie Gajednym genie Gfi po dwa geny
G([1], Mimo ze w pisSmiennictwie naukowym mozna znalez¢ szereg danych po-
$rednio sugerujgcych funkcjonowanie w roslinach biatek GPCR i heterotrime-
rycznych biatek G [3], to jednak bez watpienia w odbiorze wiekszosci sygnatdw
uczestniczg specyficzne biatka btonowe, ktdre wypetniajg swoje funkcje recep-
torowe poprzez aktywacje domeny wewngtrzkomérkowej, wykazujgcej aktyw-
no$¢ kinazy biatkowej. Z tego wzgledu okresla sie je mianem receptorowych
kinaz biatkowych.

Kinazy receptorowe stanowig liczng rodzine biatek transbtonowych rozpo-
znajacych réznorodne sygnaly zewngtrzkomdérkowe. Posiadajg one charakte-
rystyczna strukture, ktéra obejmuje N-koncowa domene zewngatrzkomoérkowa,
C-koncowg cytoplazmatyczna domene kinazowg oraz pojedynczy hydrofobo-
wy fragment transbtonowy, taczacy obie domeny [4], Rozpoznanie i zwigza-
nie ligandu przez domene zewngtrzkomdrkowg prowadzi do autofosforylacji
domeny kinazowej, fosforylacji biatka substratowego i przekazania sygnatu do
wnetrza komorki. Wiekszos$¢ receptorowych kinaz biatkowych zwierzat to ki-
nazy tyrozynowe, tzw. RTK (ang. receptor tyrosine kinases) wykazujace zdolnos$¢
do autofosforylacji reszt tyrozynowych, cho¢ znane sg takze przyktady recep-
torow zawierajacych motywy charakterystyczne dla kinaz serynowo/treonino-
wych [4], Kinazy receptorowe roslin obejmujg dwie odmienne grupy biatek. Do
pierwszej grupy nalezg receptory etylenu i cytokinin homologiczne z kinaza-
mi histydynowymi bakterii i drozdzy, funkcjonujgcymi w tzw. dwusktadniko-
wych uktadach przekazywania sygnatu [5]. Druga grupe kinaz receptorowych
stanowig biatka posiadajgce cechy strukturalne podobne do receptorowych Ki-
naz tyrozynowych zwierzat, ale r6znigce sie od nich specyficznosciag domeny
katalitycznej, ktéra wykazuje aktywno$¢ kinazy serynowo/treoninowej [6]. Jak
dotad, nie zidentyfikowano u roslin typowej receptorowej kinazy tyrozynowej,
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ajedynie w kilku przypadkach stwierdzono podwdjng spe-
cyficzno$¢ kinazowa, polegajacg na zdolnosci fosforylacji
reszt seryny/treoniny i tyrozyny [7]. U ro$lin brakuje tak-
ze malych biatek G z rodziny Ras, ktore u zwierzat wspot-
dziatajg z kinazami tyrozynowymi. Na obecnym etapie
badan, za kinazy receptorowe mozna definitywnie uznac
tylko nieliczne biatka, poniewaz dla wiekszo$ci z nich nie
sg poznane ligandy. Ze wzgledu na to, ze sklasyfikowano
je jako receptory na podstawie strukturalnych podobiefAstw
do RTK zwierzat, zostaty one okreslone wspdlnym mianem
,.receptor-like kinases" (RLK).

Sposrdd licznej rodziny RLK roélin poznano funkcje za-
ledwie kilkunastu biatek receptorowych, a ligandy sa zi-
dentyfikowane jedynie dla kilku z nich. Jednak nawet tak
skromne rezultaty wskazujg na udziat tych receptoréw w
réznorodnych procesach sygnatowych, ktére ogdlnie moz-
na podzieli¢ na dwie kategorie: kontrola wzrostu i rozwoju
oraz oddziatywania z patogenami i symbiontami. Przykia-
dami kinaz receptorowych z pierwszej kategorii sg: BRI1
— funkcjonujgca w percepcji brasinosteroidéw, CLV1 —
kontrolujgca rozw6j merystemu wierzchotkowego, kinazy
SERK —funkcjonujace w embriogenezie czy SRK —uczest-
niczagca w mechanizmie samoniezgodnosci sporofitowej.
Do drugiej kategorii nalezg np.: FLS2 —wiazgca flagelline,
Xa2l i SR160 —indukujace reakcje obronne przeciw pato-
genom oraz SYMRK i NORK, ktére biorg udziat w symbio-
tycznych oddziatywaniach bakterii i roslin [4,6,8,9],

KLASYFIKACJA KINAZ RECEPTOROWYCH
ROSLIN NA PODSTAWIE BUDOWY
DOMENY ZEWNATRZKOMORKOWEJ

Od czasu, kiedy Walker i Zhang [10] zidentyfikowali w
tkankach kukurydzy pierwszg roslinng RLK, sklonowano
geny receptorowych kinaz serynowo/treoninowych u po-
nad 20 gatunkoéw roslin [6]. Na podstawie analizy geno-
mow A. thaliana oraz ryzu (Oryza sativa) geny kodujgce RLK
zalicza sie do monofiletycznej rodziny RLK/Pelle, ktora jest
jedna z najwiekszych rodzin, liczaca u A. thaliana co najmniej
610, a u ryzu ponad 1100 cztonkdw [11]. Kryterium przyna-
leznosci do rodziny RLK/Pelle jest obecno$¢ w cytoplazma-
tycznej domenie kinazowej, zachowanej w ewolucji, struk-
tury motywu homologicznego z kinazg Pelle Drosophila me-
lanogaster o specyficznos$ci serynowo/treoninowej. Rodzina
RLK/Pelle, sklasyfikowana u A. thaliana na 44 podrodziny
na podstawie filogenezy domen kinazowych i struktury
domen zewngtrzkomdrkowych, obejmuje poza btonowymi
kinazami receptorowymi takze, mniej liczne, cytoplazma-
tyczne kinazy podobne do receptorow [6], Uderzajgca jest
ogromna przewaga liczebna RLK roslin w poréownaniu z
receptorowymi kinazami biatkowymi zidentyfikowanymi
u zwierzat i ludzi [11,12]. Genom A. thaliana zawiera 417 ge-
néw kodujgcych RLK, natomiast Caenorhabditis elegans ma
43, Drosophila melanogaster 25, a genom cztowieka 70 gendéw
[8], Ta zaskakujgca ekspansja kinaz receptorowych roslin
moze odzwierciedla¢ fakt, ze ro$liny, poza sygnatami we-
wnatrzkomdérkowymi, muszg odbiera¢ ro6znorodne bodzce
Srodowiskowe wptywajace na wzrost i rozwoj rosliny. Nie-
wykluczone, Ze jest to takze rodzaj kompensacji braku re-
ceptoréw 7TM wspétdziatajacych z biatkami G.
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W przeciwienstwie do cytoplazmatycznych domen Kki-
nazowych, ktére sa w wysokim stopniu homologiczne, do-
meny zewngtrzkomérkowe RLK wykazujg duze zréznico-
wanie. W obrebie tych domen wystepujg charakterystyczne
motywy biatkowe, ktére sa podstawg podziatu receptoro-
wych Kkinaz serynowo/treoninowych roélin na ponad 20
klas [6,8,9]. Motywy te sag odpowiedzialne za oddziatywania
z r6znorodnymi czasteczkami sygnatowymi: peptydami,
biatkami, glikoproteinami i cukrowcami bedacymi sktad-
nikami $cian komoérkowych roélin i mikroorganizméw.
Zupetnie wyjatkowe miejsce w tej klasyfikacji zajmuje mo-
tyw wigzacy steroidy roslinne. Niektére motywy, np. LRR
(ang. leucine-nch repeat), EGF (ang. epidermal growth factor),
TNFR (ang. tumor necrosis factor receptor), LysM (ang. tysin
motif) czy PAN (ang. plasminogen/apple/nematode protein do-
main) sg spotykane w biatkach mikroorganizmow, roslin i
zwierzat. Z kolei motyw lektyny L lub DUF26 (ang. domain
of unknown function 26) wystepuje tylko w biatkach roslin
[9]. Ogromna réznorodnos$¢ kinaz receptorowych w czesci
wigzacej ligand (Ryc. 1) umozliwia komérkom odbiér wielu
sygnatow pochodzacych zaréwno ze $rodowiska, jak i od
innych komoérek, co znajduje swoje odbicie w zréznicowa-
niu funkcjonalnym RLK.

Najwiekszg i najlepiej poznang klasg RLK sg biatka za-
wierajgce w domenie receptorowej motyw bogaty w leucyne
(LRR), ktére u A. thaliana stanowig ponad potowe receptoro-
wych kinaz serynowo/treoninowych [13,14]. Motyw LRR,
odpowiedzialny za oddziatywania typu biatko-biatko, jest
spotykany w wielu biatkach petnigcych réznorodne funk-
cje, od biatek bakterii po biatka cztowieka, jednak zadne z
poznanych biatek zwierzat z motywem LRR nie jest recep-
torowq kinazg biatkowa [6]. Specyficzny dla kinaz recepto-
rowych roslin motyw LRR skiada sie z 23-25 reszt amino-
kwasowych zawierajgcych zachowane w ewolucji reszty

~COM T I 1111111

[[] motyw leucynowy

O motyw chitynazy

D motyw TNFR
© motyw EGF i

Q motyw B- lektyny D motyw LysM
motyw bogaty

N
w proline Ll motyw L- lektyny

Rycina 1. Wybrane przyktady RLK roslin - struktura domen zewnatrzkomarko-
wych.1- BRI1, CLV1, ER, FLS2, Xa21, NORK/SYMRK; 2 - CHRK1; 3 - WAKY,
4 - SRK;5- CR4;6 - NFRI/LYK3, NFR5/SYM10; 7 - LecRKI; 8 - PERK.
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leucyny [14]. Liczba tandemowo utozonych powtdrzen LRR
jest zmienna (np. u A. thaliana 1-32), a w niektorych biat-
kach wystepujg miedzy nimi sekwencje dodatkowe tworza-
ce tzw. ,wstawki", ktére moga mieé¢ kluczowe znaczenie
dla wigzania ligandow. Na podstawie réznic w domenie
zewngtrzkomorkowej kinazy LRR dzieli sie na 13 oddziel-
nych podrodzin (LRR I-XIII) [6], Fenotypy mutantéw poka-
zuja, ze kinazy receptorowe z motywem LRR funkcjonujg w
réznych procesach biologicznych zwigzanych ze wzrostem
i rozwojem roslin oraz w reakcjach obronnych. Stosunko-
wo dobrze poznanymi przyktadami takich receptoréw sa,
wspomniane juz, CLV1, kompleks BRI1/BAK1, Xa2l czy
FLS2. Ostatnie badania genetyczne i biochemiczne pozwo-
lity w kilku przypadkach na identyfikacje ligandéw oraz
poznanie mechanizméw rozpoznania ligandu i aktywacji
receptorow, jak rowniez identyfikacji dalszych elementéw
szlakow sygnatowych [13,14].

Druga pod wzgledem liczebnosci klase RLK stanowig
kinazy receptorowe zawierajace w domenie zewnatrzko-
morkowej motyw lektynowy [6]. Zidentyfikowano 3 typy
motywow lektynowych charakterystycznych dla kinaz re-
ceptorowych z tej grupy. Pierwszy reprezentujg L-lektyny
typowe dla roslin z rodziny motylkowatych (Fabaceae), ktd-
re moga wigza¢ fukoze, galaktozo-N-acetylo-galaktozami-
ne oraz chitobioze i inne cukry ztozone. Pokrewiefstwo z
lektynami roslin motylkowatych sugeruje, ze receptory z tej
klasy moga wigzac elicitory oligosacharydowe pochodzace z
uszkodzonych podczas infekcji Scian komérkowych zaréw-
no gospodarza, jak i patogenu. Drugi typ to motyw B-lekty-
nowy, nazywany tez aglutyninowym, o strukturze podob-
nej do przeciwcial powodujacych aglutynacje, specyficznie
wigzacy a-D-mannoze. Wystepuje on w okoto 40 kinazach
receptorowych zawierajgcych tzw. domene S, miedzy inny-
mi w kinazie SRK uczestniczagcej w mechanizmie samonie-
zgodnosci oraz w pierwszej wyizolowanej z roslin kinazie
receptorowej, ZmPKI z kukurydzy [9]. Znane sg takze kina-
zy receptorowe zawierajgce w domenie zewngtrzkomorko-
wej motyw lektynowy typu C. Motyw ten zidentyfikowano
w biatkach posredniczacych we wrodzonej odpowiedzi im-
munologicznej u ssakdw, jednak zadne z tych biatek nie jest
kinazg receptorowg [6]. C-lektyny rozpoznajg i wigzga reszty
cukrowcowe wystepujace na powierzchni obcych komorek.
Sugeruje to udziat RLKs z tym motywem w rozpoznaniu
patogenow i aktywowaniu reakcji obronnych rosliny.

Oprécz motywu lektynowego, w niektérych RLK wy-
stepujg inne motywy wigzace sktadniki cukrowcowe po-
chodzgce ze $cian komorkowych bakterii i grzybow, np.
motyw LysM zidentyfikowany w kinazach NFR1/LYK3 i
NFR5/SYM10 funkcjonujacych w symbiozie, spotykany w
niektorych eukariotycznych chitynazach i wielu biatkach
bakteryjnych wigzacych peptydoglikany lub chityne. Znany
jest tez motyw podobny do chitynazy w receptorowej kina-
zie CHRK1 czy domena taumatynowa wykazujgca in vitro
aktywnos$¢ chitynazowg, posredniczaca w oddziatywaniach
roslin z grzybami [6].

Mniej liczng klase, okoto 40 przedstawicieli u A. thaliana,
stanowig kinazy receptorowe zawierajgce domene S homo-
logiczng z biatkiem SLG (ang. S-locus glycoprotein) [9], Do
tej grupy nalezg miedzy innymi: kinaza SRK Brassica olera-
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cea, uczestniczaca w samoniezgodnosci sporofitowej oraz
pierwsza poznana kinaza RLK, wspomniana wczes$niegj,
ZmPKI z kukurydzy. Domena S jest bogata w reszty cyste-
iny i dodatkowo zawiera powtérzenia EGF, motyw agluty-
ninowy zdolny do wigzania a-mannozy oraz motyw PAN,
ktéry posredniczy w oddziatywaniach typu biatko-biatko i
biatko-weglowodany [9].

Kolejng klase kinaz receptorowych roslin stanowia biat-
ka, ktére w domenie zewnatrzkomérkowej majg powtdrze-
nia EGF [6]. Jest to, jak dotad, jedyny motyw wspdélny dla
kinaz receptorowych roslin i zwierzat. Motyw ten wystepu-
je w kinazach WAK (ang. wali associated kinase), ktére wyka-
zujg zdolnos$¢ do wigzania sktadnikéw Scian komoérkowych
roslin [9]. Kinazy WAK posiadajg ponadto w domenie ze-
wnetrznej inny charakterystyczny fragment, mianowicie,
bogata w proline, sekwencje podobng do ekstensyn, struk-
turalnego sktadnika $cian komaérkowych [6],

Interesujacg grupa RLK roélin jest mata rodzina kinaz
podobnych do zidentyfikowanej u kukurydzy CRINKLY4,
ktéra uczestniczy w réznicowaniu komérek epidermalnych
liscia [9], Receptory z tej grupy posiadajg w domenie ze-
wnatrzkomorkowej dwa charakterystyczne motywy. Jeden
to bogaty w cysteine obszar pokrewny z wystepujacym u
ssakow motywem TNFR wigzacym ligand [6], drugi jest po-
dobny do motywu RCC1 (ang. regulator of chromosome con-
densation 1) obecnego w GTPazie aktywujacej wiele biatek
eukariontéw [15]. Tworzy jg siedmiokrotnie powtdrzona
39-aminokwasowa sekwencja o charakterystycznej struktu-
rze $migta, przypuszczalnie uczestniczaca w oddziatywa-
niach typu biatko-biatko.

WSrdd licznej rodziny receptorowych kinaz serynowo/
treoninowych znajdujg sie tez biatka z innymi, prawdopo-
dobnie specyficznymi tylko dla ro$lin motywami, ale o nie-
znanych jeszcze funkcjach, np. u A. thaliana zidentyfikowa-
no co najmniej 42 RLK z bogatg w powtorzenia cysteinowe
domeng DUF26 [8] oraz, liczaca 15 cztonkow, rodzine kinaz
PERK zawierajagcych motyw bogaty w reszty proliny [9],

FUNKCJE POZNANYCH KINAZ
RECEPTOROWYCH ROSLIN

KINAZY RECEPTOROWE Z POWTORZENIAMI
BOGATYMI W RESZTY LEUCYNY (LRR)

Kompleks BRI1/BAKI —receptor brasinosteroiddw

Zidentyfikowana przed dziesiecioma laty kinaza BRIl
jest obecnie jedng z najlepiej poznanych receptorowych
kinaz biatkowych roélin. Kinaza BRI1 razem z inng kinaza
BAKI tworzy kompleks receptorowy wigzacy brasinostero-
idy (Br), naturalne substancje ro$linne przypominajace bu-
dowg chemiczng hormony steroidowe zwierzat. Osiggnie-
cia w poznawaniu obu kinaz biatkowych oraz identyfiko-
waniu niektérych ogniw tafncucha przekazywania sygnatu
podsumowano ostatnio w Kkilku pracach przegladowych
opublikowanych w czasopismach o zasiegu ogolnoswiato-
wym [16-18].

Gen BRI1 (ang. brassinosteroid insensitive 1) zidentyfiko-
wano analizujgc mutanta A. thaliana niewrazliwego na 24-
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epibrasinolid [16,19]. Koduje on kinaze receptorowag, ktéra
w domenie zewngtrzkomorkowej ma 24 powtorzenia boga-
te w leucyne z 70-aminokwasowg ,,wstawkga", wigzacg fito-
hormony, potozong miedzy 21 a 22 powtdrzeniem [20]. W
domenie wewngatrzkomdrkowej BRI1 ma krotki fragment
przybtonowy, 12 subdomen charakterystycznych dla ki-
naz serynowo/treoninowych oraz krétkie przedtuzenie C-
koncowe [16]. Homologami genu BRIl w A. thaliana sg trzy
inne geny BRL1-3 (ang. BRII-like receptor kinase), sposrod
ktérych BRL1 i BRL3 kodujg kinazy biatkowe z 23 powt6-
rzeniami LRR oraz 65-aminokwasowg ,,wstawkg" wigzaca
Br [21]. Ortologi BRIl zidentyfikowano w genomie grochu,
ryzu ijeczmienia [18]. W pomidorze gen tBRIIl koduje ki-
naze biatkowg identyczng z poznanym wczes$niej biatkiem
SR160 funkcjonujacym jako receptor systeminy, peptydu
sygnatowego informujgcego organizm o zranieniach [22],
Tak wiec w pomidorze biatko tBRII/SR160 jest kinazg biat-
kowg o podwdjnej funkcji receptorowej [23].

Koreceptorem BRII jest kinaza BAKI (ang. BRIl-associa-
ted receptor kinase 1) z piecioma powtdrzeniami LRR [24],
BAKI oddziatuje z BRIl in vivo oraz in vitro, bierze udziat
we wzajemnej transfosforylacji, a jak pokazaty ostatnie
badania, odgrywa takze wazng role w pecherzykowym
transporcie kompleksu receptorowego do endosomoéw [25].
Wyniki najnowszych badan potwierdzity fosforylacje kilku
reszt serynowych itreoninowych w regionie przybtonowym
BRII, w tzw. petli aktywacyjnej, a takze w przedtuzeniu C-
koncowym [26,27]. Fosforylacja reszty treoniny w regionie
przybtonowym hamuje aktywnos$¢ katalityczng, fosforyla-
cja reszt aminokwasowych w petli aktywacyjnej warunkuje
aktywnos$¢ BRII, natomiast fosforylacja w przedtuzeniu C-
koncowym przypuszczalnie znosi autohamowanie aktyw-
nosci kinazowej [26,27]. Wigzaniu Br towarzyszy fosforyla-
cja czterech reszt seryny i treoniny w BAKI [26].

Potencjalnymi biatkami substratowymi fosforylowanymi
przez kompleks receptorowy sg TRIP1 i TTL. Biatko TRIP1
(ang. TGF(3 Receptor Interacting Protein 1) jest homologiem
biatka ssakow oddziatujacego z receptorem TGF-p, nato-
miast TTL (ang. transthyretin-like protein) jest podobne do
biatka uczestniczacego w transporcie hormonéw tarczycy
[16]. Udziat obu tych biatek w szlaku przekazywania sygna-
tu Br nie zostal jeszcze ostatecznie potwierdzony. Elemen-
tem szlaku sygnatowego nie budzacym watpliwosci jest cy-
toplazmatyczna kinaza biatkowa BIN2 (ang. brassinosteroid-
insensitive 2) (Ryc. 2) podobna do kinaz GSK3 ssakéw lub
kinazy SHAGGY z D. melanogaster [28]. Nie sprawdzity sie
przypuszczenia zaktadajace, ze BIN2 fizycznie oddziatuje z
kompleksem BRII/BAKI jako biatko substratowe recepto-
ra, natomiast szereg faktéw sugeruje, ze jej aktywno$¢ moze
by¢ regulowana przez kinaze kazeinowg CK2 [16]. Sub-
stratami dla BIN2 sg czynniki transkrypcyjne BZR1 (ang.
brassinazole-resistant 1) i BES1 (ang. bril-EMS-suppressor 1),
a przypuszczalnie takze biatka BEH1-4 (ang. BES1/BZR1
homolog 1-4) [17]. Ufosforylowane biatka BZR1/BES1 moga
by¢ defosforylowane przez, zlokalizowang w jadrze, fosfa-
taze biatkowg BSU1 (ang. bril SUPPRESOR 1) [29],

Dotychczasowe wyniki badan sugeruja, ze w warunkach
braku Br aktywna kinaza BIN2 fosforyluje BZR1 i BES1,
kierujac je w ten sposob do ubikwitylacji i proteolitycznej
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Rycina 2. Kompleks BRII/BAKI i funkcjonowanie szlaku sygnatowego Br (szcze-
goty w tekscie).

degradacji w proteasomach (Ryc. 2) [30], Aktywacja kom-
pleksu BRII/BAKI w wyniku zwigzania Br uruchamia
mechanizm, ktéry hamuje kinaze biatkowa BIN2 lub/oraz
aktywuje fosfataze BSUL. Zwigzanie Br przez kompleks re-
ceptorowy prowadzi wiec do wzrostu poziomu nieufosfo-
rylowanych, niepodatnych na ubikwitylacje biatek BZR1/
BESI, ktore przechodzac do jadra regulujg ekspresje gendw.
Biatko BES1 oddziatuje z biatkiem BIM1 (ang. BESI-inte-
racting Myc-like) zawierajagcym motyw bHLH i wigze si¢ do
specyficznej sekwencji promotorowej genéw regulowanych
przez Brw tym m. in. genu SAUR-AC1 (ang. small auxin up
RNA), ktérego funkcja wigzana jest ze wzrostem wydtuze-
niowym [31]. BZR1 jest biatkiem represorowym genu CPD
(ang. CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS AND
DWARFISM!) kodujacego jeden z enzymodw szlaku biosyn-
tezy brasinosteroidow [32].

Kinaza CLAVATAL —element mechanizmu regulujgcego
funkcjonowanie merystemu wierzchotkowego pedu

Kinaze CLAVATA1 (CLV1) poznano u jednego z mutan-
tow A. thaliana z charakterystycznym wybujatym rozrostem
centralnej czesci merystemu wierzchotkowego (Ryc. 3B)
[22], Gen CLV1 koduje polipeptyd, zawierajacy w czesci
N-koricowej 21 fragmentéw LRR z 15 motywami N-X-S/T,
ktore sg potencjalnymi miejscami glikozylacji. Ekspresja
CLV1 zachodzi wytgcznie w merystemie wierzchotkowym
i w zasadzie ogranicza sie tylko do warstwy L3 regionu
centralnego (RC) (Ryc. 3A). W tym samym miejscu ziden-
tyfikowano transkrypty genu CLV2 kodujacego biatko typu
RLP (ang. receptor-like protein) z domeng zewngtrzkomaérko-
wg, utworzong przez 21 motywéw LRR, krotka sekwencja
transbtonowg i tylko 27-aminokwasowym fragmentem cy-
toplazmatycznym [22], Wyniki nielicznych badanh sugeruja,
ze CLV2 wspoéttworzy heterodimeryczny receptor CLV1/
CLV2, wspétuczestniczagc w ten sposéb w rozpoznaniu li-
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pleksu receptorowego CLV1/CLV2 bierze
udziat caty polipeptyd, czy tylko wyciety z
niego krétszy oligopeptyd. Analizujagc wy-
niki ostatnich doswiadczen mozna przy-
puszczaé, ze w apoplascie z CLV3 zostaje
wyciety 12-aminokwasowy aktywny oligo-
peptyd, ktory jest wiasciwym ligandem dla
kompleksu CLV1/CLV?2 [37].

Fenotypy mutantow clvl, clv2 i clv3 sg
podobne i charakteryzujg sie silnie rozbudo-
wanym regionem centralnym merystemu.
Swiadczy to o udziale wszystkich trzech bia-
tek w aktywacji szlaku sygnatowego funk-
cjonujacego w regulacji proliferacji komaérek
rdzeniowych merystemu badz kontrolujace-
go proces réznicowania w komarki regionu
peryferycznego (RP). Krancowo odmienny

GIBERELINY fenotyp wykazuje mutant wus, u ktérego w

i L g T miare rozwoju dochodzi do catkowitego za-
@ niku komorek rdzeniaw regionie centralnym

EYD - ST™M merystemu (Ryc. 3B). Gen WUSCHEL (WUS)
-~ Xy koduje czynnik transkrypcyjny, zawierajacy

Y WoUs : v wszystkie elementy homeodomeny o nieco
4 CYTOKININY zmienionej sekwencji [22]. Ekspresja genu

v @ WUS ograniczona jest do niewielkiej grupy

o komorek rdzenia tworzacych tzw. centrum

wus 1 e organizacyjne merystemu (Ryc. 3A), na-

Rycina 3. Szlak sygnatowy CLAVATA. A - ekspresja genéw CLV i WUS w merystemie wierzchotkowym
pedu; B - fenotypy mutantéw clv i ious; C - funkcjonowanie szlaku CLAVATA i petla regulacyjna CLV/

WUS (opracowano na podstawie [22, 37]; szczegoty w tekscie).

gandu. Inne doniesienia sugerujg, ze CLV2 odgrywa pewng
role w ochranianiu lub stabilizowaniu kinazy CLV1.

Ligandem dla kinazy CLV1 jest produkt genu CLV3, kto-
rego transkrypty mRNA identyfikowane sg tylko w apikal-
nych komérkach warstw LI i L2 regionu centralnego (Ryc.
3A). CLV3 jest ztozonym z 96 reszt aminokwasowych biat-
kiem wydzielniczym, zawierajagcym na N-koricu odpowied-
nig sekwencje sygnatowg [33]. Wigzanie CLV3 do komplek-
su receptorowego CLV1/CLV2 potwierdzono technikami
immunostrgcania, stosujac przeciwciata przeciwko CLV3
[34], Stracajacy sie wielobiatkowy kompleks o masie cza-
steczkowej 450 kDa, oprécz CLV1, zawierat jeszcze fosfa-
taze biatkowg KAPP (ang. kinase-associated protein phospha-
tase) oraz biatko Rop podobne do Rho-GTPazy. Obecnos$¢
tych biatek w izolowanym kompleksie daje podstawy do
przypuszczen, ze szlak sygnatowy CLV3-»CLV1/CLV?2 ak-
tywuje zalezng od biatka Rop kaskade kinaz MAP [22,35].
Oddziatujgca z kompleksem fosfataza biatkowa KAPP funk-
cjonuje in vivo jako negatywny regulator, ktory inaktywuje
szlak sygnatowy na skutek defosforylacji CLV1.

Wyniki najnowszych badahA genetycznych i immunocy-
tochemicznych potwierdzity juz jednoznacznie ligandowg
funkcje polipeptydu CLV3, ktéry, syntetyzowany w ko-
morkach apikalnych merystemu, migruje apoplastem w
kierunku bocznym oraz w dét, do gtebszych warstw komo-
rek rdzenia [36], Niemal od poczatku badah zwigzanych
z CLV3 pojawiato sie pytanie o to, czy w aktywacji kom-
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tomiast u mutantow clv poziom ekspresji
WUS jest wyraZznie wyzszy. Rosnie takze
liczba komorek, w ktorych sg identyfikowa-
ne jego transkrypty mRNA [38], Obserwacje
te Swiadcza o tym, ze aktywny szlak sygna-
towy CLV3—»CLV1/CLV2 bezposrednio lub
posrednio ogranicza ekspresje genu WUS. Represyjng funk-
cje szlaku CLV wzgledem WUS potwierdzajg w petni wyni-
ki doswiadczen, w ktérych technikami biologii molekular-
nej manipulowano poziomem transkryptow CLV3 [39,40].

W ostatnim czasie poznano sekwencje regulatorowe w
promotorze genu WUS, co utatwia identyfikowanie czynni-
kéw regulujacych jego ekspresje [41]. Z poznanych dotych-
czas biatek, pozytywnym regulatorem jest oddziatujacy z
promotorem WUS, remodelujacy chromatyne czynnik SYD
z aktywnos$cig ATPazowa, a takze biatko STIP zawierajgce
domene homeotyczng. Represorami WUS sg czynniki trans-
krypcyjne HAN, ULT1 i FAS1/FAS2 (Ryc. 3C) [42,43],

Ekspresja genu CLV3, zwtaszcza w fazie rozwoju embrio-
nalnego, jest wyraznie aktywowana przez WUS, natomiast
w pézniejszym stadium rozwoju w aktywacji musi uczest-
niczy¢ takze czynnik transkrypcyjny STM (ang. shoot meri-
stemless) z domeng homeotyczng typu KNOTTED [44], Bez-
posredni lub pos$redni udziat WUS w aktywacji genu CLV3
sugeruje, ze w ustalaniu rownowagi pomiedzy komdérkami
pluripotentnymi a komorkami réznicujgcymi sie w regionie
peryferycznym kluczowg role odgrywa petla regulacyjna
CLV/WUS (Ryc. 3A) [42,43],

Proponowana petla regulacyjna stanowi tylko jeden z

elementéw skomplikowanego mechanizmu regulujgcego
funkcjonowanie merystemu wierzchotkowego pedu. Obec-
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nie wiadomo, ze WUS reguluje co najmniej 148 genow, z
tego 44 geny sg w réznym stopniu hamowane [45]. Represji
ulegajg m. in. niektére geny kodujace tzw. regulatory odpo-
wiedzi typu A w dwusktadnikowych systemach transdukcji
sygnatow [5]. Wyniki tych badan sg o tyle wazne, ze wigzg
regulacje proliferacji komérek merystematycznych na po-
ziomie czynnikéw transkrypcyjnych z regulacjg przez cy-
tokininy (Ryc. 3C). Czynnik transkrypcyjny WUS, hamujac
ekspresje genéw ARR typu A kodujacych biatka hamujace
odpowiedzi na cytokininy, odgrywa role pozytywnego ele-
mentu w cytokininowym szlaku sygnatowym [45]. Z dru-
giej strony, czynnik transkrypcyjny STM, aktywujacy bio-
synteze cytokinin i hamujacy synteze giberelin, wspdétdzia-
ta z WUS w kontrolowaniu réwnowagi miedzy komorkami
rdzenia a komdrkami regionu peryferycznego [46,47].

Inne kinazy receptorowe z motywem
LRR wystepujace u roslin

Oprocz BRIL1 i CLVI, dwdch najlepiej poznanych kinaz
z rodziny LRR, liczacej u A. thaliana ponad 200 biatek, zna-
nych jest jeszcze kilka RLK, ktérych funkcja jest dopiero
badana. Jedng z lepiej poznanych kinaz z tej rodziny jest
ERECTA (ER), ktdra podobnie jak CLV1, funkcjonuje w ob-
rebie merystemu wierzchotkowego, uczestniczac w regula-
cji organogenezy [14]. Fenotyp erecta, o charakterystycznym
zwartym ksztatcie organéw wywodzacych sie z merystemu
wierzchotkowego, jest efektem znacznej redukcji liczby ko-
morek rdzeniowych merystemu decydujgcych o rozmiarach
i ksztattach dojrzatych organdéw. Oprocz genu ER w A. tha-
liana zidentyfikowano dwa jego paralogi, ERL1 i ERL2 (ang.
ER-like), ktore, podobnie jak ER, wykazujg wysoki poziom
ekspresji w rozwijajgcych sie tkankach [48].

W genomie A. thaliana zidentyfikowano pie¢ genow
SERK1-5 (ang. somatic embriogenesis receptor-like kinase) kodu-
jacych biatka, ktére w domenie zewnatrzkomoérkowej maja
po pie¢ powtdérzen leucynowych, za ktérymi potozony jest,
swoisty dla SERK, motyw bogaty w proline SPP. Najnowsze
badania pokazuja, ze SERKI tworzy duze kompleksy wielo-
biatkowe, w ktorych oprécz fosfatazy biatkowej KAPP i biat-
ka 14-3-3 znajdujg sie takze BRI1 oraz BAK/SERK3 [49]. W
poszukiwaniach biatek substratowych wykazano, ze SERKI
oddziatuje fizycznie z biatkiem CDC48 ijednym z biatek 14-
3-3 [50], Oba biatka sg fosforylowane przez SERKI i przy-
puszczalnie funkcjonujg w regulacji cyklu komérkowego.

Dwie inne, czesciowo poznane, kinazy z powtdrzeniami
bogatymi w leucyne funkcjonujg w reakcjach obronnych
przeciw patogenom. Kinaza Xa 21 z 23 powtdrzeniami LRR
determinuje opornos$¢ ryzu na rdze wywotang przez Xanto-
monas oryzae pv. Oryzae, natomiast kinaza FLS2 jest recep-
torem flagelliny, jednego z najbardziej aktywnych bakte-
ryjnych elicytorow rozpoznawanych zaréwno przez zwie-
rzecy, jak i roslinny wrodzony system odporno$ciowy [15].
Kinaza FLS2 zawiera 28 powtdrzen LRR z 23-aminkwasowg
~wstawka", potozong miedzy szesnastym a siedemnastym
powtorzeniem [51]. Najnowsze wyniki badan sugerujg
udziat FLS2 w reakcjach obronnych poprzez hamowanie
sygnalizacji auksynowej na drodze represji, odkrytego nie-
dawno, wewnatrzkomdrkowego receptora auksyn TIR1
[52].
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Kinaza PSKR1 A. thaliana i jej homologi poznane wcze-
$niej u marchwi i ryzu funkcjonuja jako receptory fitosulfo-
kiny-a, pentapeptydu dziatajacego jako czynnik mitogenny
iregulujacego réznicowanie komarek [14,53], Z kolei kinazy
SYMRK/SYM19 (ang. symbiosis receptor-like kinase) z L.japo-
nicum i grochu [54] oraz NORK (ang. nodulation receptor-like
kinase) z M. sativa [55] po$redniczg w wymianie informacji
w oddziatywaniach symbiotycznych.

KINAZY BIALKOWE NALEZACE
DO POZOSTALYCH KLAS

Kinaza SRK komorek wyrostkowych znamienia
—zenska determinanta samoniezgodnosci

Kinaza SRK, zidentyfikowana przed pietnastoma laty u
Brassica oleracea, jest kluczowym elementem molekularnego
mechanizmu samoniezgodnosci homomorficznej, ktéry u
wiekszosci obuptciowych roslin kwiatowych zapobiega sa-
mozaptodnieniu (zaptodnieniu wsobnemu) [56]. Samonie-
zgodnos¢, okreslana inaczej jako niezgodno$¢é wewnatrzga-
tunkowa, jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie,
funkcjonujacym w zenskiej tkance sporofitu, dzieki ktéremu
stupek rozpoznaje czy zostat zapylony pytkiem z wiasnego
kwiatu, czy tez pytkiem pochodzacym od innego osobni-
ka. Podstawowe zatozenia mechanizmu samoniezgodnosci
homomorficznej zostaty oméwione szerzej w pracy opubli-
kowanej niedawno w Kosmosie [57], a takze w Kilku arty-
kutach przegladowych publikowanych w czasopismach o
zasiegu ogdlnoswiatowym [58,59], Zgodnie z og6Inymi za-
tozeniami samoniezgodnos$ci w reakcji rozpoznania pytek-
stupek uczestniczg produkty wieloallelicznych, polimorficz-
nych gendw zlokalizowanych w tzw. locus S (ang. self). W
przypadku samoniezgodnosci sporofitowej, badanej gtow-
nie w roslinach z rodziny Brassicaceae, zenskg determinantg
samoniezgodnosci jest wiasnie, kodowana przez gen SRK
(ang. S-locus receptor kinase), receptorowa kinaza biatkowa
zlokalizowana w btonie komdrek wyrostkowych (papili)
znamienia. Kinaza SRK w domenie zewngtrzkomorkowej
ma 12 ewolucyjnie zachowanych reszt cysteinowych oraz
kilka miejsc glikozylacji, a takze, co szczegélnie wazne, trzy
fragmenty o duzej zmiennoSci, ktore odzwierciedlajg alle-
liczne zr6znicowanie genu SRK (Ryc. 4) [56,60].

W obrebie locus S potozony jest takze gen SLG, ktérego
produktem jest sekrecyjna glikoproteina, wystepujaca w
stosunkowo duzej ilosci w $cianie komérek wyrostkowych
znamienia. Biatko SLG, podobnie jak SRK, ma takze 12 za-
chowanych w ewolucji reszt cysteiny, kilka miejsc N-gliko-
zylacji i trzy fragmenty o duzej zmiennosci, a jego sekwen-
cja aminokwasowa jest identyczna nawet w 98% z sekwen-
cja domeny zewnatrzkomorkowej kinazy SRK kodowanej
przez gen tego samego haplotypu [58,59]. Mimo Ze gen
SLG kosegreguje z SRK i jest aktywny w komdérkach wy-
rostkowych znamienia w czasie poprzedzajacym pylenie,
to jednak rola jego produktu w samoniezgodnosci jest cia-
gle jeszcze niejasna. Niektore wyniki sugeruja, ze obecnos¢
glikoproteiny SLG jest konieczna do stabilizowania kinazy
SRK, bowiem w warunkach $ladowej ekspresji genu SLG
wystepuje wyrazne ostabienie bgdz zanik reakcji samonie-
zgodnosci [58,59]. W innych badaniach wykazano, ze brak
SLG ma niewielki lub w og6le nie ma zadnego wptywu na
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Rycina 4. Mechanizm samoniezgodnosci sporofitowej (opracowano na podsta-
wie [22,57]; szczegoty w tekscie).

wystapienie samoniezgodnosci [60,61], Kinaza SRK jest ele-
mentem mechanizmu absolutnie koniecznym do wywota-
nia samoniezgodnosci, chociaz wtasciwg reakcje zapewnia
wspdétdziatanie z kinazg serynowo/treoninowg MLPK (ang.
M locus protein kinase), zakotwiczong w btonie komaérkowej
po stronie cytoplazmatycznej [62]. W warunkach, gdy kom-
pleks receptorowy nie ulega aktywacji, a wiec réwniez w
sytuacji, gdy na znamieniu osigdzie obcy pytek, autofosfo-
rylacji SRK zapobiega tioredoksyna (THL1 i THL2), wigzaca
sie z resztg cysteiny potozong w regionie transbtonowym
SRK [63,64].

Trzecim istotnym elementem reakcji rozpoznania pytek-
stupek jest specyficzny oligopeptyd SCR/SP11 (ang. S-locus
cysteine-rich protein) kodowany przez gen potozony w locus
S pomiedzy genami SRK i SLG (Ryc. 4) [65,66], Ekspresja
genu SCR/SP11 zachodzi w komérkach tapetum pylnika,
gdzie oligopeptyd SCR/SP11 zostaje wbudowany na po-
wierzchnie pytku (Ryc. 4). Dojrzaty, hydrofilowy, ztozony z
50-71 reszt aminokwasowych polipeptyd SCR/SP11 zawie-
ra dziewie¢ zachowanych w ewolucji aminokwasow, w tym
osiem reszt cysteiny ijedng reszte glicyny. Fragmenty po-
tozone miedzy tymi aminokwasami o wyjatkowo wysokim
polimorfizmie umozliwiaja swoisto$¢ interakcji SCR/SP11
zdomeng zewnatrzkomorkowa SRK [58]. Tak wiec, allelicz-
ne zréznicowanie genéw SRK i SCR/SP11 odzwierciedlajg
trzy wysoce zroznicowane regiony potozone w domenie
zewnatrzkomoérkowej kinazy SRK (domena S) oraz jeden
polimorficzny region w oligopeptydzie SCR/SP11, ktére w
allelo-specyficznej reakcji umozliwiajg swoiste rozpoznanie
oligopeptydu SCR/SP11 przez kinaze SRK (Ryc. 4). Dome-
na S kinazy SRK rozpoznaje oligopeptyd SCR/SP11 jako
samoniezgodny tylko wowczas, gdy oba biatka sg produk-
tami gendéw tego samego haplotypu.
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Mimo ze podstawowy mechanizm reakcji rozpoznania
pytku przez kinaze SRK w komaérkach wyrostkowych zna-
mienia zostat juz stosunkowo dobrze poznany, to wiedza
na temat szlaku sygnatowego przekazujacego informacje z
uktadu receptorowego na uktad efektorowy odpowiedzial-
ny za odrzucenie pytku o ,nieodpowiednim™ haplotypie
jest ciagle jeszcze bardzo fragmentaryczna. Dotychczas zi-
dentyfikowano jedynie ligaze ubikwitynowa ARC1 (ang.
arm repeat containing 2), zawierajagcg domene U-box, ktéra
regionem C-koncowym oddziatuje z domeng wewnatrzko-
morkowg SRK [67], Technikami antysensu udato sie w ko-
madrkach wyrostkowych znaczgco obnizy¢ poziom mRNA
kodujacego ARC1, co prowadzito do zdecydowanego osta-
bienia lub catkowitego zaniku reakcji samoniezgodnosci
[67], Tak wiec, ligaza ARC1 w samoniezgodnosci sporofi-
towej odgrywa role pozytywnego elementu w szlaku ak-
tywowanym w warunkach samozapylenia, a jej fosforyla-
cja przez aktywny kompleks SRK(SLG)-MLPK uruchamia
mechanizm zapobiegajacy kietkowaniu tagiewki pytkowej
(Ryc. 4). ldentyfikacja biatka substratowego ubikwitylowa-
nego przez ARC1 powinna w przysztosci pomo6c w rozszy-
frowaniu mechanizmu zaangazowanego w eliminowanie
pytku o niewtasciwym haplotypie.

Kinazy WAK/WAKL — taczniki miedzy
$ciang komaérkowa a cytoplazma

Genom A. thaliana zawiera 26, a ryzu 67 gendw WAK/
WAKL (ang. celi wall-associated kinase/WAK-like) kodujgcych
kinazy biatkowe, ktére w domenie zewngtrzkomérkowej
majg powtdérzenia podobne do motywu EGF2 i motywu
EGF wigzacego jony wapnia (Ca2-~EGF) [68-70]. Motyw
EGF obejmuje sze$¢ reszt cysteiny tworzacych trzy wigza-
nia dwusiarczkowe. Sposrod tej, stosunkowo licznej, rodzi-
ny kinaz nieco lepiej sa poznane biatka WAK kodowane u
A.thaliana przez pie¢ genéw. Wszystkie kinazy WAK majg
w czesci zewnatrzkomorkowej po jednym motywie EGF2
i Ca2-~EGF [69], W domenie Ca2-EGF, podobnie jak w biat-
kach zwierzat z takg domeng, wystepuja miejsca hydrok-
sylacji Asp/Asn, ktore, jak sie przypuszcza, ss wazne w
tworzeniu wigzan wodorowych podczas oddziatywan typu
biatko-biatko [70]. Takich miejsc hydroksylacji brakuje w
kinazach WAKL, co moze wskazywa¢ na oddziatywanie
kinaz WAK/WAKL z wieloma Ugandami lub na zr6znico-
wang swoisto$¢ wzgledem tego samego ligandu. Niektére
z gendéw WAKL kodujg skrocone biatka, ktore nie zawierajg
fragmentu transbtonowego. Geny WAK ulegajg ekspresji
przede wszystkim w tkankach zielonych, natomiast WAKL
sg aktywne gtoéwnie w korzeniach i kwiatach.

W dotychczasowych badaniach nie udato sie ustali¢ jakie
Ugandy oddziatujg zdomeng zewngtrzkomdrkowa poszcze-
golnych kinaz WAK/WAKL. Wydaje sie mato prawdopo-
dobne by byly to pektyny, z ktérymi domena zewnatrz-
komdrkowa WAK1 tworzy stosunkowo trwate potgczenia
[71]. Stosujac technike drozdzowego uktadu dwuhybrydo-
wego oraz metody immunochemiczne wykazano, ze WAK1
oddziatuje z biatkiem sekrecyjnym GRP-3 (ang. glycine-nch
protein-3) A. thaliana [9]. W stracajacym sie kompleksie o
masie 500 kDa zidentyfikowano takze fosfataze biatkowg
KAPP [9], Jedynym poznanym dotychczas biatkowym sub-
stratem fosforylowanym przez AtGRP/AtWAKI jest biatko
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chloroplastéw OEE2 (ang. oxygen-evolving enhancer protein!),
ktore w odpowiedzi na infekcje przez Pseudomonas syringae
generuje aktywne formy tlenu [72]. Fosforylacja OEE2 przez
kompleks AtGRP/AtWAKI by¢ moze aktywuje przenosze-
nie elektronéw z PSU na O, zamiast na NADP+ a powstajace
aniony ponadtlenkowe uczestniczg w reakcjach obronnych
przeciw patogenom.

CRINKLY4 —kinaza kontrolujaca réznicowanie komorek

Zidentyfikowany u kukurydzy gen CRINKLY4 (CR4) ko-
duje kinaze receptorowa, ktéra funkcjonalnie przypomina
receptory czynnika wzrostu u zwierzat [8], CR4 kontroluje
szereg procesdw zwiazanych z morfogeneza i r6znicowa-
niem komdarek. Jej funkcjonowanie jest szczegélnie istotne
dla proliferacji i prawidtowego réznicowania komaérek w
epidermie lisci oraz warstwie aleuronowej bielma. Gen CR4
ulega ekspresji w rozwijajacych sie tkankach siewki, przy
czym najwyzszy poziom transkryptu cr4d stwierdzono w
merystemie wierzchotkowym oraz zawigzkach organdéw
bocznych.

CRINKLY4 jest unikalnym biatkiem wérdéd kinaz recep-
torowych ro$lin. Jej domena zewnetrzna zawiera dwa cha-
rakterystyczne motywy, z ktérych jeden jest regionem bo-
gatym w reszty cysteiny, podobnym do ssaczego motywu
TNFR wigzgcego ligand, a drugi to tzw. motyw ,,crinkly",
0 nieznanych dla RLK funkcjach [8,9]. Obejmuje on siedem
39-aminokwasowych powtdrzen tworzacych strukture $mi-
gta. Podobny motyw wystepuje w regulatorze kondensacji
chromosomu 1 (RCC1) i prawdopodobnie uczestniczy w
oddziatywaniach typu biatko-biatko [15].

Analizy in silico wykazaty, ze genomy A. thaliana oraz
ryzu zawierajg po 5 genéw kodujacych biatka homologiczne
do CR4 z kukurydzy. AtCR4 z A. thalianaoraz OsCR4 z ryzu
sg ortologami CR4, natomiast pozostate to geny CRINKLY4-
RELATED (CRR) [73], Blizej przebadano tylko biatka z A.
thaliana i ustalono, ze jedynie ACR4 jest funkcjonalng kina-
zg serynowo/treoninowg. Moze ona fosforylowa¢ AtCRRI
1 AtCRR2, ktére nie wykazujg aktywnosci kinazowej [73].
Proponuje sie udziat tych biatek w tworzeniu heterodime-
row z ACR4 lub innymi biatkami nalezagcymi do tej rodziny.
Natura chemiczna ligandu dla CRINKLY4, jak dotad, jest
nieznana, ale obecno$¢ w zewnetrznej domenie recptorowej
CR4 motywu TNFR ssakéw sugeruje, ze moze to by¢ poli-
peptyd podobny do TNF [8].

PODSUMOWANIE

Procesy zwigzane z odbiorem i przekazywaniem infor-
macji pochodzacych ze S$rodowiska, jak réwniez sygna-
lizacja miedzykomérkowa majg kluczowe znaczenie dla
prawidtowego wzrostu i rozwoju roélin. Rezultaty badan
ostatniego dziesieciolecia pokazaty, ze rosliny, podobnie
jak zwierzeta, wykorzystujag w tych procesach receptory
zlokalizowane na powierzchni komoérek. Jednak w przeci-
wienstwie do komoérek zwierzecych, komorki roslinne od-
bierajg sygnaty zewnetrzne i komunikujg sie miedzy sobg
przede wszystkim za posrednictwem receptorowych kinaz
biatkowych, ktore fosforylujg reszty seryny/treoniny. Intry-
gujacym wynikiem badan nad klonowaniem i sekwencjo-
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nowaniem genomoéw roslin jest odkrycie ogromnej, w po-
rownaniu z genomami zwierzat, liczby gendéw kodujacych
RLK, ktére np. u A. thaliana stanowig ponad 2% genomu.
Niewatpliwie ma to swoje uzasadnienie w zwigzku z iloscig
i roznorodnosciag sygnatow odbieranych przez komorki ro-
$linne, zaréwno tych wewnetrznych, jak i pochodzacych ze
$rodowiska zewnetrznego. Mozna takze zaktadac, ze jest to
rodzaj rekompensaty braku receptoréw wspotdziatajacych
z biatkami G, ktére u zwierzat stanowig najliczniejszg rodzi-
ne receptorow bitonowych.

Kinazy receptorowe sg kluczowymi elementami szla-
kéw przekazywania sygnatu i dlatego ich identyfikacja
i charakterystyka jest podstawowym etapem na drodze
poznania mechanizméw kontrolujacych procesy wzro-
stu i rozwoju roslin. W ostatnich latach ilo$¢ publikacji o
nowych RLK ros$lin ro$nie lawinowo, jednak znaczenie
biologiczne tych biatek receptorowych pozostaje na razie
nieznane. Problem ten bedzie niewatpliwie duzym wy-
zwaniem dla przysztych badaczy, np. u Arabidopsis thalia-
na zidentyfikowano ponad 400 genéw kodujacych RLK, a
blizej scharakteryzowano zaledwie pie¢ kinaz receptoro-
wych. W niewielkim stopniu poznane sg tez molekularne
mechanizmy funkcjonowania tych czgsteczek. Istotnymi
pytaniami, pozostajagcymi na razie bez odpowiedzi, sg py-
tania o to jak sygnat przekazywany jest do cytoplazmy,
jak utrzymywana jest aktywno$¢ szlaku w cytoplazmie i
jakie biatka jadrowe uczestniczg w indukcji odpowiedzi na
sygnat. Kilka poznanych do tej pory przyktadéw funkcjo-
nowania kinaz receptorowych, takich jak BRI1 czy CLV1,
wskazuje na podobiefAstwo do systemdw zwierzecych, np.
dimeryzacja biatek receptorowych, endocytoza czy odwra-
calna fosforylacja w regulacji dalszych etapéw szlaku sy-
gnatowego. Nie pozwala to jednak na tym etapie na ustale-
nie ogolnego mechanizmu dziatania RLK, tym bardziej, ze
mimo strukturalnych podobienstw cytoplazmatycznych
domen tych biatek, regulacja szlaku ponizej receptorow
wydaje sie ré6znié w zaleznos$ci od biatka receptorowego.
Jest niezwykle interesujace czy tak ogromna ekspansja ki-
naz receptorowych roélin znajduje swoje odbicie w rownie
licznych szlakach sygnatowych. Jedno jest pewne - impo-
nujaca liczba genéw kodujgcych RLK oraz ogromna réz-
norodno$¢ strukturalna i funkcjonalna tych biatek gwaran-
tuje, ze przekazywanie sygnatéw u ros$lin pozostanie na
dtugo ekscytujacym problemem badawczym.
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ABSTRACT

Recent plant genome analyses have revealed a large number of genes encoding receptor-like kinases (RLKSs) in plants. They are transmembra-
ne proteins structurally related to the animal tyrosine and serine/threonine families with differences in their extracellular domains. There are
more than 20 classes of plant RLKSs, distinguished according to their extracellular domains, which can potentially bind an array of molecules.
Although the majority of these RLKs remains uncharacterized, several members of this family are known to function in a diverse biologi-
cal processes including plant growth and development, self-incompatibility, hormone perception and plant-microbe interactions. Despite
knowledge of RLKs functions is increasing rapidly, yet major challenges remain. These include identifying ligands that activate RLKs and
characterizing downstream pathways.
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Aneksyny, biatka uczestniczgce w organizacji i
prawidtowym funkcjonowaniu bton biologicznych
—od Arabidopsis thaliana do Homo sapiens

STRESZCZENIE

zaprezentowanym na tamach tego numeru ,,Postepéw Biochemii' cyklu pieciu arty-

kutéw poswieconych aneksynom pragniemy zwrdéci¢ uwage Czytelnikéw na niektére
aspekty biologii aneksyn, biatek wigzacych jony wapnia i btony biologiczne, wystepujacych
we wszystkich organizmach eukariotycznych, od Arabidopsis thaliana do Homo sapiens, z wy-
jatkiem drozdzy. O znaczeniu aneksyn moga $wiadczy¢ dwie cechy tej grupy biatek, kodowa-
nych u kregowcoéw przez dwanascie genoéw, a u roslin naczyniowych przez osiem. Po pierwsze,
liczba gen6éw kodujacych aneksyny ros$nie w trakcie ewolucji organizméw na Ziemi, po drugie
w niektérych typach komoérek aneksyny stanowig do dwoch procent wszystkich syntetyzo-
wanych biatek. W artykule otwierajacym niniejszy cykl zostaje sformutowana hipoteza, ze
powielenie w trakcie ewolucji liczby gendw kodujacych aneksyny mogto by¢ rodzajem przy-
stosowania organizméw do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska. Zaprezentowano tak-
ze dane doswiadczalne $wiadczace o udziale aneksyn w kluczowych procesach zwigzanych
z prawidtowym funkcjonowaniem bton biologicznych, takich jak przekazywanie sygnatéw,
transport jonéw, transport pecherzykowy i naprawa uszkodzen btony. W kolejnych artykutach
cyklu oméwiono udziat aneksyn w odpowiedzi organizmu na stres (Arabidopsis thaliana),
funkcje jakie mogtyby petni¢ aneksyny w procesie mineralizacji tkanek (Gallus gallus) i w
wydzielaniu katecholamin (komdérki PC12 ssakéw) oraz zwigzek aneksyn z rozwojem niekto-
rych choréb spichrzeniowych, w ktérych zaburzeniom ulega transport i wewngtrzkomoérkowe
gromadzenie cholesterolu (choroba Niemanna-Picka typu C, Homo sapiens).

WPROWADZENIE

Aneksyny stanowig starg ewolucyjnie grupe biatek wystepujacych powszech-
nie nawet w odlegtych filogenetycznie grupach taksonomicznych, z wyjatkiem
organizméw prokariotycznych i drozdzy (Ryc. 1, Tab. 1) [1,2]. Liczba genow

Homo sapiens
Okrytozalgzkowe L
Ssaki 12

8 Arabidopsis thaliana k
I i X Mus musculus

Ptaki 10

Nagozalazkowe 19 | Xenopus tropicalis Ptazy
3 Ginko biloba

Ryby Rekin >1

Lancetnik 3 [
3  Mchy
1] Drosophila melanogaster 4
Caenorhabditis elegans g
U
| Hydra vulgaris 4
Grzyby m

3 | Aspergillus fumigatus
Dictyostelium discoideum 2

Protozoa Gardia lamblia

Eubakterie, mitochondria, chloroplasty 07?

é

Rycina 1. Liczba genéw kodujacych aneksyny w réznych grupach taksonomicznych.
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Tabela 1. Aneksyny Eukaryota.

Podrodzina Przedstawiciele Organizm

aneksyny A aneksyny Al-All, A13  czlowiek, kregowce

aneksyny B aneksyny B7, B9-B12 bezkregowce

aneksyny C aneksyny C1-C5 Sluzéwee i grzyby (z
wyjatkiem drozdzy)

aneksyny D aneksyny D1-D25* ro$liny

aneksyny E aneksyny E1-E3 Giardia lamblia

*Liczba zidentyfikowanych przedstawicieli nie jest tozsama z liczbg
genéw kodujacych aneksyny, np. w genomie Arabidopsis thaliana
wystepuje osiem genéw kodujacych aneksyny [2].

kodujacych aneksyny rosnie wraz z pojawianiem sie na are-
nie ewolucyjnej nowych grup taksonomicznych. Znamien-
ne w tym wzgledzie sg dwa zdarzenia, po ktorych liczba
genow kodujgcych aneksyny znaczaco wzrosta. Pierwsze to
wyjscie zwierzat z wody na lad. U starej ewolucyjnie grupy
ryb chrzestnoszkieletowych liczba genéw kodujacych anek-
syny jest niska, podobnie jak u bezkregowcow i pierwot-
niakdw. Sytuacja ta ulegta zmianie u ptazow. W genomie
niektdrych gatunkéw afrykanskich zab, dzieki duplikacji i
poliploidyzacji, liczba genéw kodujacych aneksyny wynosi
19 [3,4]. Potwierdzeniem tej reguty, jest fakt, ze u zyjacych
wspotcze$nie gatunkéw ryb kostnoszkieletowych liczba
genow kodujgcych aneksyny jest taka sama jak u ptazéw i
ssakdw. Drugim waznym z punktu widzenia ewolucji zycia
na Ziemi byt moment zmiany sposobu rozmnazania roslin,
ktorym réznig sie starsze ewolucyjnie rosliny nagozalgz-
kowe od mitodszych, okrytozalgzkowych. W tej ostatniej
grupie taksonomicznej liczba gendéw kodujacych aneksyny
osiggneta 8, zatem jest znacznie wyzsza niz u roslin nagoza-

Tabela 2. Aneksyny ssakow.

lagzkowych, cho¢ mniejsza niz u ssakéw, w tym naczelnych
i cztowieka, w ktorych genomie zidentyfikowano 12 genéw
kodujgcych aneksyny [3-5]. Liczba kodowanych przez te
geny biatek jest jeszcze wieksza (Tab. 2).

Czy obecnos¢ w genomie ssakéw dwunastu genéw ko-
dujacych aneksyny, to forma przystosowania ssakow do
zmieniajgcych sie warunkow $rodowiska, zapewniajgca tej
grupie zwierzat sukces ewolucyjny? Czy aneksyny, mimo
zachowanej w ewolucji struktury drugo- i trzeciorzedowej
i licznych podobienstw we wiasciwosciach fizyko-chemicz-
nych obserwowanych w trakcie badan prowadzonych w
warunkach in vitro, réznig sie znacznie od siebie petnio-
nymi w komérce funkcjami? W niniejszym artykule zo-
stanie przedstawiona hipoteza, ze wzrost liczby gendw,
ktore kodujg aneksyny ssakow, bedacy wynikiem dtugiej
drogi ewolucyjnej, jest korzystnym przystosowaniem tych
organizmow do zmian zachodzacych w $rodowisku. Aby
w petni zrozumieé rodzaj przystosowania organizméw do
nowych warunkow srodowiska, polegajacy na zwiekszeniu
liczby genéw kodujacych aneksyny, trzeba przede wszyst-
kim zdefiniowac te grupe biatek.

CHARAKTERYSTYKA ANEKSYN

Najpowszechniej aneksyny okre$la sie nastepujaco. Sa to
biatka wigzgce jony wapnia i lipidy o zachowanej w ewo-
lucji strukturze drugo- i trzeciorzedowej, w czasteczkach
ktorych obecne sg powtarzajgce sie miejsca wigzania jonow
wapnia typu 2 (w odrdéznieniu od biatek takich jak kalmo-
dulina, w ktérej czasteczce znajduja sie miejsca typu 1) [1,6-
8]. Ponadto aneksyny obdarzone sg zdolno$cig oddziatywa-

1 Gen Biatko Synonimy AA M. cz. (kDa) Pi
ANXA1 aneksyna Al aneksyna I, lipokortyna I, kalpaktyna II, 346 38,7 6,6
p35, GIF, lipomodulina, chromobindyna 9,

max 3, makrokortyna 1, renokortyna
ANXA2 aneksyna A2 aneksyna Il, lipokortyna Il, p36, p33, kalpaktyna | 339 38,6 78
tancuch ciezki, chromobindyna 8, biatko I, PAP-IV
ANXA3 aneksyna A3 aneksyna Ill, lipokortyna I, PAP-III, 323 36,4 55
kalcymedyna 35-a, kalfobindyna Il
ANXA4 aneksyna A4 aneksyna IV, lipokortyna IV, kalcymedyna 35-(3, 321 36,0 57
p28, max 2, chromobindyna 4, biatko II, PAP-II,
PAP-1V, PP-4X, endoneksyna I, kalelektryna 32.5
ANXAS aneksyna A5 aneksyna V, lipokortyna V, kalcymedyna 35-y, 320 35,9 4,7
VAC-a, chromobindyna 5/7, IBC, PAP-I, PP4,
endoneksyna Il, kalelektryna 35K, CaBP33,
kalfobindyna I, CaBP37, anchoryna CIl, max 1
ANXAG aneksyna A6a aneksyna VI, lipokortyna VI, p68, p70, kalcymedyna 673 75,9 54
aneksyna A6b 67K, 73K, chromobindyna 20, kalelektryna 667 75,3 54
67K, kalfobindyna II, biatko Ill, synhybina
ANXA7 aneksyna A7a aneksyna VII, lipokortyna VII, syneksyna 466 50,3 6,2
aneksyna A7b I, syneksyna Il, chromobindyna 11 488 52,7 54
ANXA8 aneksyna A8 aneksyna VIII, lipokortyna VIII, VAC-(3 327 36,9 54
ANXA9 aneksyna A9 aneksyna XXXIII, A3l 338 37,6 54
ANXA10 aneksyna A10 - 324 37,2 51
ANXA11 aneksyna Ali aneksyna Xl, max 4 505 54,4 7,6
ANXA13 aneksyna Al3a - 316 35,5 53
aneksyna A13b 357

Skroty uzyte w tabeli: AA —liczba reszt aminokwasowych; CaBP (ang. Ca2-binding protein) —biatko wigzace wapn; GIF (ang. glycosylation-inhibiting
factor) —czynnik hamujacy glikozylacje; IBC (ang. inhibitor of blood coagulation) — inhibitor koagulacji krwinek; max — aneksyna z japonskiej ryby
Oryzias latipes; PAP (ang. placenta anticoagulant protein) — biatko zapobiegajace powstawaniu skrzepéw w tozysku; pi —punkt izoelektryczny; VAC

(ang. vascular anticoagulant) —biatko zapobiegajace krzepnieciu krwi.
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nia w komoérce z wieloma Ugandami; poczagwszy od zwigz-
kdw niskoczgsteczkowych, takich jak nukleotydy, poprzez
kwasy ttuszczowe, fosfolipidy, cholesterol, pektyny, weglo-
wodany, az do wielu rodzajow biatek enzymatycznych, re-
ceptorowych, regulatorowych, sktadnikéw szkieletu btony
oraz biatek transportujgcych jony (Tab. 3) [1,7,9-15]. Zacho-
wana w ewolucji cze$¢ korowa czasteczki aneksyny, zawie-

Tabela 3. Niektore biatka oddziatujace z aneksynami ssakow.

Aneksyna Biatko
AnxAl dysferlina
F-aktyna

integryna A4

receptor EGF

receptor formylowanych peptydow

SI00A i

selektyna

TRPM7 (kanat o aktywnosci kinazy)
AnxA2 angiostatyna

CEACAM

dysferlina

F-aktyna

galektyna-13

GLUT-4

kanaty chlorkowe aktywowane przez Ca2+

kinaza kazeiny |

kaweolina-1

progastryna

receptor insuliny

SI00A10

SHP2 (biatkowa fosfataza tyrozynowa)

tenascyna C

t-PA
AnxA4 glikoproteina BP-2

lektyny (SP-A)

kanaty chlorkowe aktywowane przez Ca2+
AnxA5 DNMTI

G-aktyna

helikaza 2

integryna B5

kinaza biatkowa C

kolagen typu Il

MIR

NCX1

receptor VGF2

SI00AI, S100B

synaptofizyna

rajagca miejsca wigzania jonéw wapnia, zapewnia biatku
zdolno$¢ oddziatywania z btonami komérkowymi, podczas
gdy zréznicowana cze$¢ N-koncowa odpowiedzialna jest za
wigzanie z aneksyng licznych irédznorodnych chemicznie li-
gandoéw [1,7,8].

Po zadziataniu bodzZca, ktéry wywotuje wzrost stezenia
Ca2+w cytoplazmie komorek, aneksyny odznaczajga sie zdol-

Mozliwa funkcja

naprawa uszkodzen btony
transport pecherzykowy
angiogeneza

proliferacja komérek

procesy zapalne i wydzielnicze
transport pecherzykowy

adhezja komoérek

przezywalnos$¢ komérek
angiogeneza

adhezja komoérek

naprawa uszkodzen btony
transport pecherzykowy
odpowiedz immunologiczna
regulacja lokalizacji GLUT-4
przewodnictwo bton

transport pecherzykowy
przekazywanie sygnatow
nowotwory uktadu pokarmowego
metabolizm glukozy

transport pecherzykowy
przekazywanie sygnatow

adhezja komdrek

angiogeneza
transport pecherzykowy
adhezja komorek
przewodnictwo bton

przezywalno$¢ neuronéw
szkielet btony
przezywalno$¢ neuronéw
adhezja komorek
przekazywanie sygnatéw
biomineralizacja

odpowiedz immunologiczna
homeostaza wapnia
przekazywanie sygnatow
homeostaza wapnia
wydzielanie przekaznikéw nerwowych

AnxA6 chondroityna
CRHSP-28
dynamina
F-aktyna
fodryna/kalspektyna (P-spektryna)
kinaza Fyn
izoformy kinazy biatkowej C
NCX1
pl20GP
proteaza cysteinowa
kinaza Pyk2
Raf-1
receptor rianodynowy
SI00AI, SI00A i, S100B

adhezja komorek
przekazywanie sygnatow
przekazywanie sygnatow
transport pecherzykowy
transport pecherzykowy
przekazywanie sygnatéw
przekazywanie sygnatdw
homeostaza wapnia
przekazywanie sygnatow
transport czasteczek LDL
przekazywanie sygnatéw
transport pecherzykowy
homeostaza wapnia
homeostaza wapnia

UDPaza przekazywanie sygnatéw
AnxA7 galektyna-3 ontogeneza

sorcyna fuzja Mon
AnxAll PDCD6 apoptoza

sorcyna fuzja bton
AnxAIl3 NEDD4 ubikwitylacja

Informacje umieszczone w tabeli zaczerpnigto z nastepujacych prac [1,7,9-15]

Postepy Biochemii 53 (2) 2007

145



noscig zmiany swojej wewngtrzkomaérkowej lokalizacji, mi-
grujac z cytosolu do btony plazmatycznej lub bton organelli
komdrkowych, takich jak endosomy, mitochondria i otocz-
ka jadrowa [8,16]. Niskie powinowactwo wyizolowanych
z tkanek aneksyn do Ca2rw warunkach doswiadczalnych
ugruntowaty na wiele lat po odkryciu tych biatek przeko-
nanie, ze rola, jaka aneksyny odgrywajg w organizmach
ssakdw w odpowiedzi komérek na sygnat wapniowy, nie
jest az tak wazna jak biatek zawierajgcych domeny ,EF
hand" i biatek C2 [7,9], Jednak wyniki najnowszych badan
prowadzonych nad aneksynami w wielu laboratoriach na
Swiecie, wskazujg na udziat tych biatek nie tylko w regulacji
zaleznych od zmian stezenia Ca2procesow zachodzacych
w komdrkach [7,16-18], ale takze na wptyw aneksyn na wia-
Sciwosci bton biologicznych okreslane mianem ,,dynamiki
bton" biologicznych [8,19,20].

Na podstawie wiedzy nagromadzonej na temat aneksyn,
mozna wysunag¢ przypuszczenie, ze aneksyny sg zdolne do
sprawowania swoistej ,,opieki” nad okreslonymi elemen-
tami strukturalnymi komérki, szczegdlnie wrazliwymi na
zmiany $rodowiska i idace za tym zmiany przystosowaw-
cze. W niniejszym artykule zostang rozwazone dwie moz-
liwosci. Pierwsza z nich, iz jednym z ,czutych” miejsc w
komorce jest jadro zapewniajgce stabilno$¢ materiatowi ge-
netycznemu. Druga mozliwos¢, iz elementem tym jest btona
plazmatyczna wraz ze szkieletem btony, odpowiedzialna za
zachowanie integralnosci, odrebnosci, charakterystycznego
ksztattu i whasciwego funkcjonowania komérki. Wigze sie
z tym konieczno$¢ zapobiegania uszkodzeniom btony pla-
zmatycznej lub wigczania w odpowiednim momencie me-
chanizmoéw naprawy, jesli uszkodzenia sie zdarzg [21]. A te
zdarzajg sie czesto i zwigzane sg przede wszystkim ze stre-
sem mechanicznym, np. stresem, ktéremu ulegaja komorki
miesniowe w trakcie skurczu lub ze stresem towarzysza-
cym rozwojowi patologii, na przyktad dystrofii miesnio-
wych [21]. Ktdre z wymienionych miegjsc, jadro czy btona
plazmatyczna, a moze oba, sg miejscem, w ktérym aneksy-
ny funkcjonujg w komdérce? OdpowiedZ na to pytanie wigze
sie z odpowiedzig na pytanie, gdzie aneksyny wystepujg w
komorce?

Analiza tej rodziny biatek wskazuje, ze aneksyny sg to
przede wszystkim biatka rozpuszczalne, zlokalizowane w
cytosolu, z ktérych tylko pewna cze$¢ w spos6b odwracal-
ny (lub nieodwracalny) wigze sie z btonami i cytoszkiele-
tem [8]. Niewielka cze$¢ populacji aneksyn w komorce,
wydzielana jest na zewnatrz, gdzie biatka te wspomagaja
oddziatywania pomiedzy skladnikami macierzy pozako-
morkowej i btong plazmatyczng. Obecno$¢ w czasteczkach
niektdrych aneksyn, np. aneksyny A2 (AnxA2), sekwencji
kierujacej te biatka do jadra, otwiera mozliwos$¢ spojrzenia
na funkcje aneksyn z perspektywy ich oddziatywan z ge-
nomem [22], W przypadku AnxAl podioze tego zjawiska
jest inne niz dla AnxA2. Stwierdzono, ze w wyniku stymu-
lacji komérek HEK293 estrami forbolu i aktywacji kinazy
biatkowej C delta AnxAl ulega kontrolowanej proteolizie,
a jej skrocona forma przemieszcza sie z cytosolu do jadra
komorkowego, gdzie moze uczestniczy¢é w regulacji proli-
feracji i r6znicowania komoérek [23]. Zaobserwowano tak-
ze, ze AnxAl wykazuje aktywnos$¢ helikazy oraz w sposéb
zalezny od zmian stezenia jonéw wapnia wigze sie z cza-
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steczkami RNA in vitro [24], Ponadto wykazano, ze AnxAll
bierze udziat w organizacji bruzdy podziatowej w telofazie,
a zahamowanie syntezy biatka z wykorzystaniem techniki
siRNA prowadzi do zaniku biatek MKLP1 i Aurory Bz cen-
trum bruzdy podziatowej, czemu towarzyszg zaburzenia
cytokinezy i apoptoza [25]. W przypadku wspomnianej juz
AnxA2, zidentyfikowano jg jako sktadnik kompleksu inicju-
jacego transkrypcje i aktywacje polimerazy DNA alfa [26].
Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo zebranych informacji na
temat jadrowej lokalizacji niektérych aneksyn i ich zdolno-
§ci do oddziatywania z kwasami nukleinowymi, wiekszo$¢
badaczy uwaza, ze biatka te nie biorg udziatu w stabilizacji
genomu.

UDZIAL ANEKSYN W REGULACJI
STRUKTURY BLONY PLAZMATYCZNEJ

W dalszej czesci artykutu zostang przedstawione dane
doswiadczalne Swiadczace o tym, ze aneksyny wptywajg na
wiasciwosci btony plazmatycznej i $cisle zwigzanego z bio-
ng cytoszkieletu. Na podstawie zgromadzonych informacji
wydaje sie, ze aneksyny uczestniczg w organizacji struktu-
ralnej btony plazmatycznej, wptywajg na przepuszczalnos¢
btony dla jonéw, uczestnicza w biorgcych swdj poczatek na
btonie plazmatycznej r6znorodnych szlakach przekazywania
sygnatéw i w procesach dynamicznych, takich jak transport
pecherzykowy, reorganizacja szkieletu btony oraz udziat w
inicjowaniu procesu naprawy btony plazmatycznej uszko-
dzonej w wyniku zadziatania bodZzca mechanicznego.

Wymienione przed chwilg procesy zwigzane z btong pla-
zmatyczng sg najistotniejsze dla zachowania integralnosci
komérki i wtasciwego przebiegu wszystkich proceséw me-
tabolicznych. Mozna wysungé¢ przypuszczenie, ze rozregu-
lowanie funkcji aneksyn w komorce lub zmiany aktywno-
Sci gendw kodujgcych te biatka, mogg mie¢ niebezpieczne
skutki. PrzeSledZmy te niebezpieczenstwa na trzech dobrze
udokumentowanych przyktadach.

Przyktad pierwszy to zaburzenia syntezy i transportu
aneksyn, np. AnxA5, z cytosolu do btony plazmatycznej, to-
warzyszgce chorobie Hughesa. Charakterystycznym dla tej
choroby objawem jest wytwarzanie przeciwciat przeciwko
czasteczkom wiasnych fosfolipidéw i biatek, takich np. jak
glikoproteina PZGPI. W tozysku czasteczki aneksyn, ktorych
zawarto$¢ w tym organie osigga do 2% wszystkich bialek,
tworzg warstwe ochronng na blonie syncytiotrofoblastow,
zapobiegajgc w ten sposob koagulacji krwi, wywotanej przez
kontakt czynnikéw krzepniecia krwi obecnych w osoczu z
czasteczkami fosfatydyloseryny zlokalizowanymi w btonie
syncytiotrofoblastu. Zniszczenie warstwy aneksyn zwigza-
nych z czasteczkami fosfatydyloseryny w chorobie Hughe-
sa przez wytwarzane przez organizm matki przeciwciata
anty-AnxA5 wywotuje powstawanie skrzepéw, prowadzi
do nekrozy komdrek i w konsekwencji do poronienia lub
wchtoniecia embrionu [27,28].

Przyktad drugi pokazuje wzrost inwazyjno$ci nowotwo-
ru i liczby przerzutéw, wynikajagcy ze wzmozonej syntezy
AnxA2 w komérkach nowotworowych. AnxA2 wystepuje w
komérkach w trzech formach: monomeru, homodimeru i hete-
rotetrameru (AnxA225100A,) w kompleksie z biatkiem wigzga-
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Rycina 2. Domenowa budowa aneksyn ssakéw i ich formy spotykane w komar-
kach. Najwieksza grupe wsrdd aneksyn tworzg biatka monomeryczne o krétkim
rejonie N-koricowym i rejonie rdzeniowym sktadajacym sie z czterech powtarza-
jacych sie domen zawierajacych miejsca wigzania jondw wapnia i fosfolipidéw.
Drugi typ reprezentujg aneksyny (AnxA7 i AnxAll), ktére maja dtugi rejon N-
koricowy, za$ trzeci izoformy AnxA®6, ktdrych rejon rdzeniowy zbudowany jest z
o$miu powtarzajacych sie domen. Niektére aneksyny wystepuja w komérce jako
dimery lub heterotetramery w potaczeniu z biatkami wigzacymi wapn z rodziny
SI00A.

cym wapn z rodziny S100 (Ryc. 2) [8], Heterotetramer AnxA-
25100A2w pewnych sytuacjach, ktérych mechanizm nie jest
do konca wyjasniony, moze by¢ eksponowany na zewnetrznej
powierzchni btony komdrek nabtonka wyscielajgcego naczy-
nia krwionosne lub naczyn zbierajacych mleko w gruczotach
mlekowych, gdzie uczestniczy w regulacji przeksztatcania nie-
aktywnej formy proteazy —plazminogenu —w forme aktyw-
ng —plazmine, uczestniczacg w degradacji macierzy pozako-
morkowej [29], AnxA2S100A, wigze zarowno tkankowy akty-
wator plazminogenu (tPA), jak i plazminogen. Aktywacja tego
kompleksu ma kluczowe znaczenie w stymulacji inwazyjnosci
tworzacego sie nowotworu, z jednoczesng stymulacjg angio-
genezy sprzyjajacej lepszemu ukrwieniu nowotworu. Dodat-
kowych argumentéw na potwierdzenie znaczenia AnxA2
dostarczajg wyniki doswiadczehA z zastosowaniem zwierzat
z zablokowang syntezg AnxA2 (ANXA2-/-), u ktérych stwier-
dzono obnizony poziom plazminy i powazne kiopoty z usu-
waniem z krwiobiegu tworzacych sie skrzepéw [29,30].

Przyktad trzeci to przypadek rozregulowania genomu
myszy, u ktérych doswiadczalnie zahamowano synteze
AnxA7. Zwierzeta ,knock-out” (ANXA7-/~) umieraty w 10.
dniu zyciaembrionalnego. Heterozygoty z nieczynnym tylko
jednym z alleli genu (ANXA7-/+) kodujagcego AnxA7 prze-
zywaly, ale charakteryzowaty sie wzmozong podatnoscia na
zachorowania na nowotwory. Powstajgce guzy nowotworo-
we zawieraly bardzo niewiele AnxA7, czemu towarzyszyt
spadek aktywnosci innych genéw supresorowych [31]. W
tym miejscu nalezy przypomnie¢, ze produkty gendw supre-
sorowych, biatka takie jak p53, BCRAL i pRB, w prawidtowej
komorce dziatajg w kierunku ograniczenia proliferacji. Utra-
ta lub inaktywacja obu kopii genu supresorowego powoduje
utrate kontroli i utatwia transformacje komérki w komoérke
nowotworowg. Wiele wskazuje na to, ze gen ANXA 7jest tak-
ze genem supresorowym, ktérego utrata prowadzi do desta-
bilizaqi genomu ido rozwoju nowotworéw [31].

Czy wymienione przyktady, majg zwigzek z udziatem
aneksyn w regulacji organizacji i funkcji bton komorko-
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wych? By odpowiedzie¢ na to pytanie nalezy zanalizowaé
mechanizmy biologicznej aktywnos$ci aneksyn. Pytanie o
funkcje aneksyn w komérce jest zadawane przez badaczy
od momentu odkrycia tych biatek w 1978 roku [32], Nie-
mal w trzydzies$ci lat po tym odkryciu, nasza wiedza na te-
mat funkcji tych biatek w komaérce jest nadal niewielka, bez
wzgledu na optymizm wielu naukowcow.

Jedng z najczesciej wyrazanych funkcji jest udziat anek-
syn w regulacji struktury btony plazmatycznej, ze szcze-
go6lnym naciskiem na powstawanie i rozpad mikrodomen
btony o specyficznym skitadzie chemicznym, w ktorych
wspotdziatajg zarowno integralne biatka btony, jak i biatka
powierzchniowe oraz biatka szkieletu btony [33-35]. Wiele
wskazuje, ze mikrodomeny sg platformami sygnatowymi,
na ktorych teren sa rekrutowane specyficzne biatka [36]. Ist-
niejag dane, ze mikrodomeny odgrywajg gtéwna role w pro-
cesie endocytozy, a takze w odpowiedzi immunologicznej
organizmu i w supresji nowotworéw. Opublikowane juz
obserwacje Swiadczg o udziale aneksyn w powstawaniu mi-
krodomen, w organizacji wyspecjalizowanych kompleksow
sygnatowych zlokalizowanych na terenie domeny okreslo-
nego typu iw stabilizacji utworzonych mikrodomen.

Badania nad uczestnictwem aneksyn w powstawaniu mi-
krodomen btony prowadzone sg in vitro i ex vivo. Z zastoso-
waniem mikroskopu sit atomowych (ang. atomie force micro-
scope), wykazano np., ze tetramer AnxAZS100A2w obecnosci
wapnia indukuje w sztucznych btonach lipidowych zbudo-
wanych z fosfatydylocholiny i fosfatydyloseryny powstawa-
nie mikrodomen wzbhogaconych w fosfatydyloseryne. Me-
chanizm formowania domeny polega w tym przypadku na
ograniczeniu lateralnego ruchu czgsteczek fosfolipidéw (ru-
chu w ptaszczyznie blony) przez czasteczki biatka [37], Po-
dobny mechanizm lezy prawdopodobnie u podstaw powsta-
wania mikrodomen wzbogaconych w fosfatydyloinozytolo-
(4,5)-bisfosforan (PIP2 i stabilizowanych przez cholesterol; z
oboma typami lipidow tetramer AnxAZS100A2wigze sie in vi-
tro [38], W doswiadczeniu przeprowadzonym na komorkach
chromochtonnych rdzenia nadnerczy zaobserwowano po-
wstawanie mikrodomen btony plazmatycznej odpornych na
solubilizacje detergentem niejonowym, tak zwanych domen
DRM (ang. detergent resistant membrane) przypominajacych
swoim sktadem lipidowym ,tratwy lipidowe". Na terenie
tych domen wspdtwystepowaty AnxA2 (inaczej okre$lana
jako biatko p36), biatko S100A (inaczej okreslane jako biatko
pil) oraz charakterystyczne biatka tratw Syt i flotyllina, co
sugeruje uczestnictwo aneksyn w tworzeniu specyficznych
kompleksow biatkowych na terenie mikrodomen [34],

Wydaje sie, ze aneksyny specyficznie oddziatujgc z okre$lo-
nymi biatkami, uczestniczg w ich rekrutacji na teren mikrodo-
men i w przestrzennej organizacji powstajgcych komplekséw
sygnatowych (sygnatosomow). Przyktadami wielosktadniko-
wych sygnatosomow zlokalizowanych na terenie mikrodomen
jest kompleks biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygna-
tu powstajacego w wyniku stymulacji komérek naskérkowym
czynnikiem wzrostu (EGF), ktérego sktadnikami sg biatka Raf-
1, Ras, pl20G®, PKCa i AnxA6 [39,40], Niedawno zidentyfi-
kowano takze kompleks tetrameru AnxAZS100A2z biatkami
zonulg occludens-1, okludyna i klaudyna-1, ktéry uczestniczy
w organizacji miejsc Scistego kontaktu pomiedzy komérkami
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[41]. Wspomniany tetramer w kompleksie z biatkiem AHNAK
i aktyng reguluje organizacje szkieletu btony [42] lub jest od-
powiedzialny za kierowanie kanatu potasowego TASK-1 do
okres$lonego miejsca na btonie [43], W tym ostatnim przypad-
ku oddziatywanie tetrameru AnxAZS100A2z biatkiem TASK-1
opdznia transport tego biatka z siateczki srodplazmatycznej
do btony plazmatycznej, co moze mie¢ znaczenie w regulacji
wewnatrzkomdrkowej homeostazy jonowej. Inne opisane w
literaturze przyktady tworzacych sie komplekséw wskazujg
na udziat aneksyn w regulacji lokalizacji kinaz biatkowych
TRPM7 i PKC delta w komoérce, a wiec ilustrujg potencjalne
mechanizmy regulacji szlakdw sygnatowych, w ktoérych wy-
mienione kinazy uczestniczg [44,45].

Aneksyny uczestniczg w tworzeniu mikrodomen btony
o okreslonym sktadzie lipidowym: domen wzbogaconych
w glicerofosfolipidy (jak fosfatydyloseryna lub PIP2 lub do-
men przypominajacych tratwy lipidowe, wzbogaconych w
glikosfingolipidy i cholesterol [37,38]. Uczestniczg takze w re-
gulacji sortowania biatek w komérce i ich rekrutacji na teren
wyspecjalizowanych mikrodomen btony plazmatycznej [34].
Jako trzecig mozliwos$¢ reprezentujg wyniki doswiadczen su-
gerujace udziat aneksyn w stabilizacji mikrodomen bogatych
w glikosfingolipidy i cholesterol, od ktorych stabilno$ci zalezy
aktywnos$¢ 5'-ektonukleotydazy, enzymu uczestniczacego w
regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni gtadkich.
5'-ektonukleotydaza jest enzymem, ktorego centrum aktywne
jest eksponowane na zewnatrz komorki, zakotwiczonym w
btonie przez czasteczke glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI) i
zlokalizowanym na terenie tratwy lipidowej. Enzym ten jest
odpowiedzialny za hydrolize ATP (agonisty skurczu miesni
gtadkich) do adenozyny (antagonisty skurczu). Aktywnos$¢
5'-ektonukleotydazy zalezy od stabilnosci tratw lipidowych,
w ktorych enzym jest zakotwiczony. Destabilizacja tratwy
wywotuje inaktywaqe enzymu [46], W ostatnich latach przed-
stawiono dobrze udokumentowang teorie, ze aneksyny w ko-
maérkach miesni gtadkich, w tym AnxAz2, uczestnicza w regu-
lacji cyklu skurczowo-rozkurczowego poprzez przekazywa-
nie zmian wewnatrzkomérkowego stezenia Ca2-na zewnatrz
komorki i regulujgc w ten sposob aktywno$¢ 5'-ektonukle-
otydazy. Cigg zdarzen jest nastepujacy. Stymulacja komérek
miesnia gtadkiego powoduje naptyw Ca2+do cytosolu i skurcz
mies$nia. Wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia Ca2+ pro-
wadzi do zwigzania sie aneksyn z btong, formowania sie tratw
lipidowych, ich stabilizacji i aktywacji 5'-ektonukleotydazy.
ATP ulega hydrolizie do adenozyny, ktéra tgczy sie ze swo-
im receptorem na btonie, inicjujac kaskade zdarzen, w wyniku
ktérych stezenie Ca2+w cytosolu spada, aneksyny dysocjujg od
btony, tratwy lipidowe ulegajg destabilizacji, a aktywnos¢ 5'-
ektonukleotydazy zostaje zahamowana. Nastepuje rozkurcz
miesnia [46],

WPLYW ANEKSYN NA ZMIANY
PRZEPUSZCZALNOSCI BLONY DLA JONOW

Aneksyny odznaczaja sie prawdopodobnie zdolnoscia
do zmiany przepuszczalno$ci btony dla jonéw. Opubliko-
wane dotad wyniki doswiadczen $wiadczg o regulacji przez
aneksyny aktywnosci kanatéw jonowych zlokalizowanych
w btonie plazmatycznej (mechanizm posredni) lub wskazu-
ja na mozliwo$¢ tworzenia przez aneksyny kanatéw jono-
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wych, po wbudowaniu sie tych biatek w btone (mechanizm
bezposredni).

Pierwszy z tych mechanizméw —mechanizm bezposred-
ni —zaklada, ze aneksyny po przytgczeniu do btony plazma-
tycznej sg zdolne do oddziatywania ze zlokalizowanymi w
btonie kanatami jonowymi, przez co mogg wptywac na ich
aktywno$é. Na przyktad zaobserwowano, ze AnxA6 jest w
stanie aktywowaé kanat chlorkowy o duzym przewodnic-
twie, zlokalizowany w btonie plazmatycznej syncytiotrofo-
blastu w tozysku [47], Przeciwciata, skierowane przeciwko
AnxAB, okazaty sie hamowac aktywnos$¢ tego kanatu. Trzeba
pamietaé, ze syncytiotrofoblast rozdziela krew matki i ptodu
i stanowi bariere, przez ktorg zachodzi transport substancji
pomiedzy matka a ptodem. Kanat chlorkowy o duzym prze-
wodnictwie, regulowany przez AnxA6, uczestniczy w we-
wnatrzkomdrkowej homeostazie jonowej i zmianach objeto-
Sci komorek [47], Wykazano takze, ze tetramer AnxA,S100A2
moduluje aktywnos$é kanatéw wapniowych, TRPV5 i TRPVS,
zlokalizowanych w btonie plazmatycznej komérek nabton-
ka pecherza moczowego i jelita. Kanaty te, pozostajagce pod
kontrolg hormonalng, sg odpowiedzialne za odzyskiwanie
jonéw wapnia z moczu lub z tresci jelitowej [48]. Pytanie, w
jaki sposéb aneksyny modulujg aktywnos$¢ innych systemow
transportu jonoéw, pozostaje niestety bez odpowiedzi. Wielu
badaczy przypuszcza, ze aneksyny moga lokalnie zmienia¢
strukture btony w poblizu biatka kanatowego. Inni badacze
sadza, ze aneksyny oddziatujg bezposrednio z biatkiem ka-
natowym. W przypadku kanatéw TRPV5 i TRPV6, tetramer
AnxA25100A2wptywa na ich lokalizacje w btonie plazma-
tycznej [48], Bezposrednio oddziatywanie aneksyny z biat-
kiem transportujgcym jony wykazano w przypadku AnxA5
oddziatujgcej z wymiennikiem s6d/wapn oraz kaweoling-3
w komorkach miesnia serca [49].

Bezposredni mechanizm zmian przepuszczalnos$ci btony
dla jonow, zaleznych od aneksyn, opiera sie na wynikach
doswiadczen in vitro, przeprowadzonych z zastosowaniem
techniki ,,czarnych bton lipidowych" (ang. black lip.d mem-
branes), ktdra wykorzystuje sie do pomiaru elektrycznych
wiasciwosci btony. Zaobserwowano, ze niektore z aneksyn,
takie jak AnxA6 cztowieka, AnxA5 szczura i AnxB12 Hy-
dra vulgaris, sg w stanie zmienia¢ przepuszczalno$¢ sztucz-
nej btony lipidowej dla jonéw, po zadziataniu okreslonego
bodzca [50-53]. W przypadku AnxA6 byta to obecnos¢ w
srodowisku pomiarowym GTP. W wyniku dodania GTP
obserwowano wbhudowanie sie¢ AnxA6 w sztuczng btone i
stwierdzono aktywnos$¢ biatka jako zaleznego od potencjatu
elektrycznego btony kanatu jonowego, charakteryzujacego
sie brakiem specyficznosci w stosunku do transportowanych
kationéw. Stosunek liczby jonéw wapnia transportowanych
na jednostke czasu do liczby kationéw jednowartosaowych
wyniost w przypadku kanatu utworzonego przez cigstecz-
ki AnxA6 4:1 [50,51]. W przypadku ,klasycznych" kanatdw
wapniowych stosunek ten wynosi co najmniej 10003:1. Po-
dobng aktywnos$¢ jako kanatu jonowego zaobserwowano
w przypadku aneksyn AnxA5 i AnxB12. Bodzcem, ktory
inicjowat tworzenie kanatu, byto obnizenie pH $rooowiska
pomiarowego do wartosci ponizej 6,0 [52],

Przedstawione obserwacje i podobne poczynione przez
niezaleznych badaczy wywotaty dyskusje na temat mozli-
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wych mechanizméw tworzenia przez biatka rozpuszczalne,
m.in. aneksyny, kanatéw jonowych w sztucznych btonach li-
pidowych. Niektdrzy z badaczy uwazajac, ze odcinki o struk-
turze alfa-helikalnej w czasteczkach aneksyn sa zbyt krotkie,
by zagwarantowa¢ petng penetracje duwarstwy lipidowej
btony przez aneksyne, na podobienstwo biatka integralne-
go typu I, zaktadali, ze monomery aneksyny mozna uwa-
za¢ za minielektroporatory, ktére natadowane elektrycznie,
odmiennie od powierzchni biony, wywotujg wytadowanie
elektryczne, dzieki istniejacej réznicy potencjatow. Wyta-
dowanie to powoduje krotkotrwate wytworzenie w btonie
kanatu zdolnego przepuszcza¢ kationy; w tym wypadku
do zmiany przepuszczalnosci btony dla jonéw nie jest nie-
zbedna penetracja biatka w hydrofobowy rejon biony [54].
Inni badacze uwazaja, ze czasteczki aneksyn w pierwszym
etapie tworzg na powierzchni btony trimery [55], ktore na-
stepnie dalej oligomeryzuja przeksztatcajac sie w heksamery
tworzace ,,prawdziwy" kanat jonowy w btonie [56,57]. Na
podstawie analizy struktury krysztatow AnxB12 z Hydra
vulgaris badacze amerykanscy i niemieccy stworzyli teore-
tyczny model heksameru biatka, z hydrofilowym porem w
centrum kompleksu, zdolnym przepuszcza¢ aniony. Model
ten zaktada dodatkowo, ze oddziatywania pomiedzy mono-
merami biatka i lipidami btony sg stabilizowane przez jony
wapnia [56]. W oparciu o wyniki doSwiadczen polegajacych
na znakowaniu biatek sondami fluorescencyjnymi i obser-
wowaniu zachodzenia zjawiska bezpromienistego przekazy-
wania energii fluorescencji, wspomniani badacze zweryfiko-
wali stworzony teoretycznie model stwierdzajgc, ze AnxB12
ulega przeksztatceniom w komorkach z formy zwigzanej z
powierzchnig btony w pH 7,0 w spos6b charakterystyczny
dla innych aneksyn, czyli zalezny od stezenia jonéw wap-
nia, w forme przypominajacg biatka integralne btony, kiedy
warto$¢ pH lokalnie spadnie ponizej 6,0. W takich warun-
kach AnxB12 ulega wbudowaniu w btone w formie mono-
meru i wykazuje w warunkach in vitro aktywnos$¢ kanatu
jonowego [57]. Wypada jednak w tym miejscu nadmieni¢, ze
jakkolwiek wzrasta liczba obserwacji poczynionych w toku
doswiadczen prowadzonych w warunkach in vitro, ze anek-
syny po ich wbhudowaniu w sztuczne btony lipidowe, majg
aktywnos$¢ podobng do kanatéw jonowych, nikt jak dotad
nie zaprezentowat bezposredniego dowodu, ze aneksyny sg
zdolne do tworzenia kanatéw jonowych in vivo. Wynika to
miedzy innymi z faktu, ze jak dotad nie udato sie zidenty-
fikowaé zwigzkéw farmakologicznych, ktére w specyficzny
spos6b wytgczatyby w komaérkach aktywnos$¢ aneksyn jako
kanatow jonowych. Wydaje sie, ze poznanie mechanizméw
modulowania przez aneksyny péiprzepuszczalnych wtasci-
wosci btony plazmatycznej moze mie¢ fundamentalne zna-
czenie dla zrozumienia udziatu aneksyn w utrzymywaniu
wewngtrzkomérkowej rownowagi jonowej, zar6wno w nor-
mie, jak i w patologii [57],

UDZIAL ANEKSYN W TRANSPORCIE
PECHERZYKOWYM

Wczedniej wspomniano o zdolnosci aneksyn do induko-
wania i stabilizowania mikrodomen bton plazmatycznych.
W Swietle wynikéw najnowszych badan, niektére z typow
tych mikrodomen wydaja sie by¢ prekursorami wyspecjali-
zowanych pecherzykéw transportujagcych bioracych udziat
w procesach endo- i egzocytozy. Ma to niewatpliwy zwia-
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zek z udziatem aneksyn w transporcie pecherzykowym nie-
ktorych substancji [58],

Udziat aneksyn w transporcie cholesterolu ilustruje naste-
pujacy przyktad. Cholesterol w krwiobiegu jest transporto-
wany w formie czastek lipoprotein o matej gestosci (LDL) w
postaci zwigzanej z biatkami i innymi lipidami. Czastki LDL
wigzg sie ze swoimi receptorami na powierzchni komoérki, a
powstajace kompleksy receptor-LDL dostajg sie do wnetrza
komorki na drodze endocytozy. Powstajgce z dotkdw optasz-
czonych szkieletem klatrynowym pecherzyki transportuja-
ce, po usunieciu ptaszcza klatrynowego, ulegajg fuzji z en-
dosomami, w ktérych panuje nizsze niz w cytoplazmie pH.
Prowadzi to dysocjacji czastek LDL od ich receptoréw. Re-
ceptory powracajg w pecherzykach transportujacych na po-
wierzchnie komarki, a czastki LDL dostajg sie do lizosomow,
gdzie ulegaja degradacji do elementoéw sktadowych, lipidow
i aminokwasoéw, ktdre sg wykorzystywane w komaérce m.in.
do budowy bton. W procesie endocytozy uczestniczy miedzy
innymi ptaszcz klatrynowy oraz szkielet spektrynowy. Szkie-
let ten, przed odpaczkowaniem od btony plazmatycznej pe-
cherzyka transportujgcego z czgsteczkami LDL, ulega gtebo-
kiej reorganizacji, w ktérej uczestnicza proteazy cysteinowe,
np. kalpaina. Wykazano, ze w niektdrych typach komérek,
np. w fibroblastach, AnxA6 aktywuje kalpaine, przyczynia-
jac sie do czesciowej degradacji szkieletu spektrynowego, co
prowadzi w konsekwencji do uwolnienia pecherzyka trans-
portujacego. AnxA6 uczestniczy takze w dalszych etapach
endocytozy czastek LDL, bhioragc udziat w przeksztatceniu
wczesnych endosomdw w prelizosomy [59-61],

W innym typie transportu pecherzykowego, w wydzie-
laniu przekaznikéw nerwowych w procesie egzocytozy,
uczestniczy prawdopodobnie inna aneksyna, AnxA4. Ko-
morki chromochtonne rdzenia nadnerczy wydzielaja kate-
cholaminy w odpowiedzi na okreslony bodziec [62], Wazng
role w regulacji wydzielania katecholamin odgrywaja jony
wapnia. Wydzielanie katecholamin odbywa sie na drodze
regulowanej egzocytozy, ktérej mechanizm w zasadniczy
spos6b rozni sie od wydzielania przekaznikdw nerwo-
wych z komérek nerwowych, w ktdrym uczestniczg biat-
ka SNARE, takie jak SNAP, VAMP, SNAP-25 i syntaksyna.
W wypadku komérek chromochtonnych, w badaniach kto-
rych powszechnie wykorzystywana jest linia komérek PC12
uzyskana z guza rdzenia nadnerczy szczura, stwierdzono,
ze podstawowg role w wydzielaniu katecholamin odgry-
wajg kanaty wapniowe typu N i L regulowane zmianami
potencjatu btonowego, odpowiedzialne za naptyw wapnia
do pobudzonej komdrki oraz biatka pecherzyka wydzielni-
czego - rabfilina i syntaksyna-1. Wykazano, ze AnxA4 od-
dziatuje z domeng C2B rabfiliny, powodujac powstawanie
funkcjonalnego w procesie endocytozy kompleksu rabfili-
na-AnxA4-synaptotagmina-l, ktérego powstawanie i roz-
pad regulowane sg przez zmiany stezenia jon6w wapnia w
komérce, a czujnikiem wapnia jest witasnie AnxA4 [63].

Waznym etapem w procesie transportu pecherzykowego
jest agregacja pecherzykow transportujacych i ich zlewanie
sie ze sobg lub z blong plazmatyczng, czyli tzw. fuzja bton.
Aneksyny sg biatkami zdolnymi do ,katalizowania™ wymie-
nionych proceséw in vitro. AnxA2, zaréwno jako monomer,
jak i heterotetramer w kompleksie z biatkami S100A, w obec-
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nosci jonéw wapnia stymuluje agregacje liposomow, tworzac
potaczenia pomiedzy liposomami [64], Badacze przypuszcza-
ja, ze zdolno$¢ ta ma znaczenie fizjologiczne. W innym typie
doswiadczen badano fuzje pecherzykéw magazynujgcych
zwigzki powierzchniowo czynne z blong plazmatyczng [65].
Btony pecherzykow wyizolowanych z komérek alweolamych
typu Il z ptuc znakowano sonda fluorescencyjng R18. Meto-
da pomiaru polegata na wykorzystaniu zjawiska samowyga-
szania fluorescencji sondy ze wzgledu na jej wysokie stezenie
w bionie pecherzyka. Tylko podczas fuzji btony pecherzyka
z blong plazmatyczng nie wyznakowang sonda, w wyniku
rozcienczenia sondy, jej fluorescencja wzrastata, $wiadczac o
zajsciu fuzji blon. Wykazano, stosujac cytosol z komdrek alwe-
olamych zwierajacy AnxAz2, ze biatko to stymuluje fuzje bton;
uzycie w doswiadczeniu przeciwciata anty-AnxA2 lub usu-
niecie AnxA2 z cytosolu z zastosowaniem immunoprecypita-
cji hamowato ten proces. Dodatkowo, dodanie AnxA2 z po-
wrotem do mieszaniny pomiarowej po 120 lub 300 sekundach
przywracato proces fuzji, wykazujac, ze to wiasnie AnxA2 jest
biatkiem stymulujacym fuzje bton [64].

PROCESY NAPRAWY BLON, W KTORYCH
UCZESTNICZA ANEKSYNY

Ostatnio opublikowano dane $wiadczgce o zaangazowaniu
aneksyn w jeszcze jednym procesie zwigzanym z btonami,
mianowicie w procesie naprawy bton uszkodzonych w wyni-
ku zadziatania bodzca mechanicznego [21]. Naprawa bton jest
kluczowym procesem zachodzacym bez przerwy w komor-
kach. Btony komérek poddanych stresowi mechanicznemu
lub uszkodzone w stanach patologicznych, moga charaktery-
zowac sie obecnoscig otworéw o $rednicy przekraczajacejjeden
mikrometr. W warunkach normy mechanizmy zapobiegajace
uszkodzeniom i mechanizmy naprawy skutecznie chronig ko-
morki przed utratg integralnosci. Szczeg6lnie mechanizmy na-
prawy bton sg w ostatnich latach przedmiotem intensywnych
badan, w ktérych uzywane sg zwierzeta transgeniczne [21].
Wyniki tych badan wskazuja na udziat biatek SNARE w pro-
cesie naprawy bton, w ktérym mozna wyr6zni¢ nastepujace
etapy. Od btony komérki poddanej stresowi mechanicznemu
odrywajg sie fragmenty, ktére w wyniku lokalnego wzrostu
stezenia jondw wapnia naptywajacych do komoérki ze srodo-
wiska zewnetrznego, tworza pecherzyki mogace dodatkowo
taczyc sie ze sobg na drodze fuzji. Powstajagcy wiekszy peche-
rzyk na podobienstwo tatki tgczy brzegi rozerwanej btony pla-
zmatycznej, ulega z nig fuzji wypetniajac w ten sposéb otwor
i przywracajac ciggtos¢ btony. Wsérdd innych biatek, ktore od-
grywajg w tym procesie role, oprécz biatek SNARE wymienia
sie dysferline, ktdra jest biatkiem zaleznym od stezenia jonow
wapnia i ktora posiada zdolno$¢ katalizowania fuzji bton. My-
szy mutanty z uszkodzonym genem kodujacym dysferline nie
sa w stanie naprawia¢ uszkodzen btony plazmatycznej komo-
rek miesni szkieletowych, komorek szczegdlnie narazonych na
stres mechaniczny. Dodatkowo wykazano, ze w komdrkach
HelLa poddanych stresowi mechanicznemu w warunkach do-
Swiadczalnych AnxAl kolokalizuje z dysferling, wigze sie w
sposdb zalezny od zmian stezenia jondw wapnia z uszkodzong
btong i stymuluje fuzje pecherzyka-tatki z miejscem uszkodze-
nia. Zastosowanie przeciwciat przeciwko AnxAl prowadzito
do zahamowania procesu naprawy bton w komoérkach Hela.
Wydaje sie, ze opisany mechanizm naprawy bton zachodzi w
wielu typach komorek i ma szczegdlne znaczenie w nagtych
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wypadkach, wymagajgcych natychmiastowej akcji ratunko-
wej (w ciggu 1-2 sekund) [21].

ANEKSYNY SA ODPOWIEDZIALNE ZA
PRAWIDLOWE FUNKCJE BLON

Zaburzenia funkcji aneksyn lub zaburzenia poziomu
syntezy tych biatek w komoérce majg fundamentalne znacze-
nie dla prawidtowego funkcjonowania btony plazmatycz-
nej, dla zachowania przez komarki integralnosci i wymiany
informacji pomiedzy cytosolem a $rodowiskiem zewnetrz-
nym, szczegdlnie w niektérych tkankach i organach, w
ktérych poziom aneksyn jest wysoki. Tego rodzaju funkcje
ochronne aneksyn sg szczegdlnie dobrze widoczne w pro-
cesie mineralizacji tkanek, dzieki ktéremu tworzy sie i jest
odnawiany szkielet kostny oraz w procesie skurczu miesni
gtadkich, w ktérym wazng role odgrywa domenowa budo-
wa btony plazmatycznej komorki miesniowej, utrzymywa-
na przez wspotdziatajace ze sobg aneksyny.

Proces biomineralizacji zachodzacy w ptytce wzrostowej
kosci, w ktérym uczestniczg aneksyny, jest jednym z najinten-
sywniej badanych [65]. W ptytce wzrostowej zlokalizowane
sq komorki kompetentne w mineralizaq'i, na przyktad hiper-
troficzne chondrocyty. Z btony plazmatycznej chondrocytéw
odfgczajg sie otoczone btong struktury zwane pecherzykami
macierzy pozakomorkowej. W pecherzykach macierzy docho-
dzi do gromadzenia Ca2+i nieorganicznego fosforanu (P.), co
prowadzi do wytworzenia pierwotnej fazy mineralnej. Temu
zjawisku towarzyszy $mier¢ chondrocytéw na drodze apopto-
zy. Aneksyny obecne w pecherzykach macierzy pozakomor-
kowej, przede wszystkim AnxA2, AnxA5 i AnxA6, wydajg sie
uczestniczy¢ przynajmniej w trzech etapach mineralizacji: i)
wewnatrz pecherzykéw macierzy bezposrednio w tworzeniu
fazy mineralnej, wptywajac na jako$¢ powstajacych kryszta-
téw hydroksyapatytu; ii) na zewnatrz pecherzykdéw macierzy,
w oddziatywaniach z widknami kolagenu typu Il i X, ktore
prawdopodobnie regulujg naptyw jonéw wapnia do wnetrza
pecherzykow i iii) w btonie pecherzykéw tworzac kanaty jo-
nowe, przez ktdre jony wapnia moga by¢ transportowane ze
srodowiska zewnetrznego. Ta ostatnia z wymienionych funk-
cji zostata potwierdzona przez zastosowanie niespecyficznego
inhibitora kanatéw jonowych tworzonych przez aneksyny,
pochodnej benzodiazepiny K-201 [65-67],

Inny przyktad wspotdziatania zespotu aneksyn, reprezen-
tuje udziat tych biatek w organizacji btony plazmatycznej ko-
morki miesnia gladkiego. Wspomniano wcze$niej, ze aneksy-
ny uczestnicza w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego
miesni gtadkich, wptywajac na aktywnos$é 5'-ektonukleoty-
dazy zlokalizowanej na terenie domen btony plazmatycznej,
kaweoli. Btona plazmatyczna komorki miesnia gtadkiego
charakteryzuje sie kompleksowg budowa, na ktorg sktadajg
sie potgczenia adhezyjne (ang. adherensjunctions), przenoszace
napiecie miesniowe do otaczajgcej miesien tkanki tgcznej i rejo-
ny gietkie (ang. hinge), w ktérych zlokalizowane sa wpuklenia
btony plazmatycznej - kaweole. Ich struktura jest dodatkowo
wzmocniona rodzajem szkieletu podbtonowego, w ktérego
sktad wchodzi kaweolina-1. Bfona plazmatyczna komdarki
miesnia gtadkiego jest dodatkowo podzielona na rejony, w
ktérych lipidy wystepujg w postaci ciekto-krystalicznej (rejony
bogate w cholesterol i lipidy z resztami nasyconych kwasow
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thuszczowych) oraz rejony bardziej ptynne, zawierajgce glice-
rofosfolipidy z resztami wielonienasyconych kwaséw ttusz-
czowych. Okreslone rejony btony wigzg sie z okreslonymi ele-
mentami szkieletu btony. Wykazano, ze w mies$niu gtadkim sg
syntetyzowane co najmniej cztery aneksyny: AnxAl, AnxAz2,
AnxA4 i AnxA6. Aneksyny te rdznig sie od siebie powinowac-
twem do jonéw wapnia i w zaleznosci od tego zdolnoscia do
oddziatywania z btong plazmatyczng. W stezeniu jonéw wap-
nia ponizej 100 nM aneksyny obecne sg w cytosolu. W wyniku
wzrostu stezenia jonéw wapnia do okoto 300 nM AnxAZ2 ule-
ga przemieszczeniu do sarkolemy jako pierwsza, wywotujac
asoqaq'e kaweoli w superdomeny. W stezeniu jondw wapnia
okoto 600 nM AnxA6 wigze sie z superdomeng, a powyzej
1000 nM stezenia jonow wapnia, dodatkowo do superdome-
ny przytaczajg sie AnxA4 i AnxAl stabilizujac ja. W wyniku
spadku stezenia jonow wapnia ponizej 100 nM aneksyny
dysocjujg od btony, a superdomeng ulega rozpadowi. W ten
wilasnie sposdb aneksyny uczestnicza w przestrzennym zr6z-
nicowaniu btony plazmatycznej komorki miesniowej, czynigc
jg zdolng do zréznicowanej odpowiedzi na bodzce ptynace z
zewnatrz, co ma znaczenie w regulacji cyklu skurczowo-roz-
kurczowego miesni gtadkich [68].

Wymienione powyzej tkanki charakteryzujg sie wysokim
poziomem aneksyn, ich réznorodnoscig oraz tym, ze aneksy-
ny wystepujace w tych tkankach sg prawdopodobnie zdolne
do czesciowego zastepowania swoich funkcji, w przypadku
niedoboru jednej z nich. Mozna spodziewac sie, ze zabloko-
wanie syntezy tylko jednego typu aneksyny, zaskakujgco
moze nie spowodowac zauwazalnych zmian fenotypu. | tak
jest istotnie. Mutanty myszy, u ktérych zablokowano synte-
ze AnxADb5, biatka uczestniczacego w mineralizacji tkanek i
koSciotworzeniu, okazaty sie w petni ptodne, a ich czas zy-
cia nie odbiegat od normy. Ku zaskoczeniu badaczy, rozwdj
uktadu kostnego i chrzestnego tych zwierzat przebiegat pra-
widtowo, z czego wyciggnieto wniosek, iz albo AnxA5 nie
jest niezbedna w procesie mineralizacji, albo inne aneksyny,
AnxA2, AnxA6 i AnxA7, ktorych synteza nie jest zaburzona
u myszy-mutantoéw, zastepuja ja [69].

Do podobnych wnioskéw doszli badacze, ktérzy wyhodo-
wali myszy-mutanty niezdolne do syntezy AnxA6. Otrzymane
zwierzeta byty ptodne, a ich miesien sercowy pozostawat w
normie. Zaobserwowano jedynie niegrozne dla zycia zwierze-
cia niewielkie zmiany czestosci skurczu miesnia. Dodatkowo
wykazano, ze synteza innych biatek waznych w funkcjono-
waniu miesnia sercowego, takich jak receptory rianodynowe
RyR2, Ca2-ATPaza typu SERCA i aktyna, nie ulegta zmianie.
Wyciagnieto stad wniosek, ze funkcje AnxA6 u myszy-mutan-
tow, takie jak modulowanie aktywno$ci wymiennika s6d-wapn
lub aktywnosci Ca2~ATPazy, przejmuja inne aneksyny obecne
w miesniu sercowym, AnxA5 i AnxA2, ktérych tempo syntezy
nie zmienito sie u zwierzat doswiadczalnych. Do podobnych
wnioskow doszli badacze, ktdrzy zaobserwowali brak zmian
poziomu syntezy AnxA6 w migs$niu sercowym po zawale [70].

PODSUMOWANIE

Wydaje sig, ze przypuszczenie, iz ewolucja organizméw na
naszej planecie doprowadzita do wytworzenia w komorkach
ssakow wysokosprawnego systemu sktadajacego sie z wielu
aneksyn, w Swietle naszej wiedzy na temat tych biatek, jest
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w peini usprawiedliwione. Mimo postepujgcej specjalizaqi,
aneksyny zachowaty podobne cechy, warunkujgce ich podsta-
wowe zdolnosci, takie jak wigzanie sie z btonami w komaérce
0 roznym sktadzie chemicznym w sposéb zalezny od zmian
stezenia jondw wapnia. Aneksyny odznaczaja sie bardzo po-
dobng budowag czasteczki i zdolno$cig do wigzania tych sa-
mych ligandéw, szczeg6lnie fosfatydyloseryny, fosforanow
fosfatydyloinozytoli, cholesterolu, biatek S100 wiazacych jony
wapnia i F-aktyny. Wykazujg takze potencjalng zdolno$¢ do
petnienia podobnych funkcji, np. tworzenia w btonach kana-
téw jonowych lub oddziatywania z szkieletem aktynowym.
Dzieki tym podobieAstwom aneksyny moga sie wzajemnie za-
stepowaé. W przypadku probleméw z jedna z aneksyn ulega
wiaczeniu mechanizm rekompensujacy, np. przejecie funkcji
brakujacej aneksyny przez inng, ktérej tempo syntezy w ko-
mdrce pozostaje niezaktocone. Potwierdzeniem takiej mozli-
wosci jest fakt, ze w komodrkach, w ktérych ptynna regulaga
dynamicznej struktury btony i szkieletu komdrkowego moze
by¢ wrecz szkodliwa, tam obecno$¢ aneksyn nie jest pozgdana.
Taka sytuacja ma miejsce w erytrocytach, wyspecjalizowanych
komorkach o charakterystycznym ksztatcie, w ktorych anek-
syny prawdopodobnie nie wystepuja.

W 2005 roku w Nature Reviews (Molecular Cell Biology)
ukazata sie praca przeglagdowa [16] autorstwa profesorow Vol-
kern Gerke z Uniwersytetu w Munster w Niemczech, prezesa
Europejskiego Towarzystwa Wapniowego, Carla E. Creutza z
Uniwersytetu w Charlottesville w USA, jednego z odkrywcéw
aneksyn oraz Stephena E. Mossa z Instytutu Oftalmologii w
Londynie w Anglii, wybitnego badacza aneksyn i redaktora
pierwszej monografii naukowej poswieconej tym biatkom [17].
Wspomniani naukowcy w nowatorski sposob podsumowali
niemal 30 lat, ktore uptynety od momentu odkrycia aneksyn,
biatek wigzacychjony wapnia ilipidy bton biologicznych. Trzej
cytowani badacze aneksyn, podajac przekonujace argumenty
stwierdzili, ze z wynikéw badan nad aneksynami wytania sie
coraz bardziej spojny obraz tych biatek jako makroczasteczek
wigzacych procesy przekazywania sygnatu wapniowego w
komérce z dynamika bton biologicznych [16]. To tak wazne
miejsce w metabolizmie komérkowym wynika z powszech-
nosci wystepowania aneksyn w organizmach zywych, ich
zdolnosci do reagowania na zmiany wewnatrzkomérkowego
stezenia Ca2 oddziatywania z wieloma biatkami komorki,
wigzania lipidéw bton biologicznych oraz uczestniczenia w
tak istotnych dla catego organizmu procesach, jak transport
pecherzykowy itransportjonoéw przez btony.

Powielenie liczby gendéw kodujgcych aneksyny byto for-
ma przystosowania organizmoéw w trakcie ich ewolucji do
zmiennych warunkéw $rodowiska, byto przystosowaniem
ze wzgleddw bezpieczenstwa, warunkujagcym sukces ewo-
lucyjny ssakdw. W sytuacjach kryzysowych aneksyny moga
wzajemnie zastepowac swoje funkcje. A sg to funkcje szcze-
gdlnej wagi, sprawowanie ,,opieki” nad strukturg i funkcjo-
nowaniem btony plazmatycznej.
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Annexins —proteins involved in organization and function of biological
membranes —from Arabidopsis thaliana to Homo sapiens
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ABSTRACT

The mini-review series presented in this issue of Postepy Biochemii is focussed on some aspects of biology of calcium- and membrane-bin-
ding proteins, annexins, ubiquitous in all eucaryotic organisms (excluding yeasts), from Arabidopsis thaliatta to Homo sapiens. Annexins are
encoded by twelve genes in verterbrates and by eight in higher plants. Their physiological significance is underlined by two facts: the numer
of the annexin genes seems to grow during evolution and in some cell types they comprise up to 2% of total protein. In the present review the
hypothesis is discussed suggesting that multiplication of annexin genes in evolution represents mechanism of organism adaptation to chan-
ges in environment. In addition, the experimental data are presented suggestive of annexins playing a crucial role in functioning of plasma
membrane, such as signal transduction, ion and vesicular transport and membrane repair. The review is then followed by articles dealing
in details with participation of annexins in plant response to abiotic stress (Arabidopsis thaliana), in tissue mineralization (Gallus gallus), in
exocytosis of catecholamines by PC12 cells (mammals) and in Niemann-Pick type C disease related to abnormal transport and intracellular

storage of cholesterol (Homo sapiens).
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STRESZCZENIE

neksyny sa biatkami wigzgcymi w spos6b odwracalny jony wapnia i btony biolo-
Agiczne. wystepujacymi zaréwno w organizmach zwierzat jak i roslin. Funkcje anek-
syn wystepujacych w organizmach zwierzecych, ktére sg od ponad dwudziestu pieciu
lat intensywnie badane, sg stosunkowo dobrze opisane, natomiast o funkcji aneksyn
ro$lin nadal jest mato informacji. Niemniej jednak w $wietle dotychczasowych badan
wiele wskazuje na to, iz aneksyny moga odgrywac¢ role w odpowiedzi ros$lin na stres
abiotyczny. Aneksyny rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) sg kodowane
przez osiem genéw (ANNAT1-8). Sposr6d syntetyzowanych w organizmie rzodkiewni-
ka aneksyn, aneksyna Atl (AnnAtl) jest biatkiem dominujacym w zielonych organach
rosliny. W strukturze pierwszorzedowej aneksyny Atl zidentyfikowano szereg domen
o potencjalnym znaczeniu funkcjonalnym, a ich obecno$¢ sugeruje, ze istotnie biatko
to moze odgrywac znaczaca role w odpowiedzi organizmu na stres. Z danych literaturo-
wych wynika, ze AnnAtl wykazuje aktywnos$¢ peroksydazy, a takze tworzy oligomery
w sposob zalezny od stezenia nadtlenku wodoru, co moze mie¢ istotne znaczenie w usu-
waniu skutkow stresu oksydacyjnego. AnnAtl tworzy kanatly jonowe w sposéb zalezny
od zmian pH, co moze mie¢ szczegblne znaczenie w utrzymaniu homeostazy wapnia w
komérce i w odpowiedzi komérek na sygnat wapniowy. AnnAtl moze zatem petnié réz-
ne funkcje w komoérce, w tym w regulacji odpowiedzi roélin na stres, co jest szczegdlnie
istotne, gdyz roélina w trakcie wzrostu i rozwoju jest narazona czesto na rézne czynniki
stresowe, takie jak susza, brak lub nadmiar sktadnik6w mineralnych w glebie, niskie lub
zbyt wysokie temperatury.

WPROWADZENIE

Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) (Ryc. 1) nie jest ro$ling upraw-
ng, jednak od 2001 roku, kiedy genom tej rosliny zostat w peini opisany, stu-
zy badaczom jako roélina
modelowa ijest wykorzy-
stywana do badahA nad
fizjologia roslin upraw-
nych. To z kolei moze by¢
pomocne w opracowaniu
sposobdw zwiekszania ich
odpornosci na stres wy-
wotany  niekorzystnymi
warunkami S$rodowiska i
poprawi¢ plonowanie.

Aneksyna Atl z rzod-
kiewnika pospolitego
jest przedstawicielem
rodziny aneksyn, biatek
wigzgcych fosfolipidy w
sposéb zalezny od zmian
stezenia jonéw wapnia.
Dotychczas zebrane infor-
macje Swiadcza o tym, ze
aneksyny uczestniczg w
procesach organogenezy
w trakcie rozwoju roslin
i w odpowiedzi roslin
na stres, za$ na poziomie
komérkowym w home-
ostazie wapnia i syntezie
. sktadnikow $ciany komar-

kowej. Mimo wielu podo-
Rycina 1 Arabidopsis thaliana (fot. Harry Turner NRC Communica- blengtw strukturalnych do
tions and Corporate Relations National Research Council Canada, har-
ry.tumer@nrc-cnrc.gc.ca, za zgoda autora).

aneksyn  Wystepujacych
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w organizmach zwierzat, aneksyny roslin pod wieloma
wzgledami réznig sie od nich, a ich znaczenie w komorce
roslinnej jest przedmiotem naukowej debaty. AnnAtl jest
najbardziej rozpowszechniong spo$rdd o$miu aneksyn A.
thaliana [1]. W biatku tym zidentyfikowano szereg poten-
cjalnie funkcjonalnych domen, miedzy innymi powtarza-
jace sie sekwencje reszt aminokwasowych odpowiedzialne
za wigzanie jonéw wapnia oraz domene hemowa przypo-
minajacg domeny wystepujagce w peroksydazach roslin,
ktérej obecno$¢ moze sugerowac, ze AnnAtl jestenzymem
—peroksydaza [2].

Podstawowym celem badan nad aneksyng Atl byta
weryfikacja hipotezy, ze biatko to moze uczestniczy¢ w
likwidacji skutkow stresu oksydacyjnego w komorce.
W celu przeprowadzenia molekularnej charakterysty-
ki AnnAtl zbadano zmiany strukturalne w czgsteczce
aneksyny AnnAtl zachodzace w trakcie oligomeryzacji
wywotanej przez nadtlenek wodoru i zmiany pH oraz
mechanizmu wbudowywania sie aneksyny w btone jako
kanatu jonowego. Materiatem badawczym byta przede
wszystkim rekombinowana AnnAtl oraz jej mutanty,
dzieki ktorym mozna zidentyfikowaé¢ reszty aminokwa-
sowe, odpowiadajace za okreslong aktywnos$¢ biologicz-
ng aneksyn.

Zagadnienie to wydaje sie by¢ istotne nie tylko w
Swietle badan podstawowych, ale ma potencjalnie istotne
znaczenie aplikacyjne. Z danych literaturowych wynika,
ze AnnAtl moze by¢ zaangazowana w odpowiedz roslin
na stres oksydacyjny i zmniejszanie jego negatywnych
skutkéw. Stwierdzono, ze AnnAtl wykazuje aktywnosé
peroksydazowg in vitro, reaguje na zmiany potencjatu
redoks, a pod wpltywem wzrastajgcych stezen nadtlen-
ku wodoru tworzy oligomery, co moze mieé¢ potencjalne
znaczenie dla funkcjonowania tego biatka w komdrce [2].
Ponadto zostato stwierdzone, iz pod wptywem zmian pH
z neutralnego na kwasne w czasteczce AnnAtl zachodzg
zmiany strukturalne, ktére prowadzg do oligomeryza-
cji biatka i zmiany w sposobie oddziatywania z btong, z
powierzchniowego wigzania, jakie ma miejsce w pH 7,0,
na whudowywanie sie biatka w hydrofobowy rejon bto-
ny w pH < 6,0 [3]. Z zastosowaniem techniki czarnych
bton lipidowych wykazano, ze AnnAtl w sztucznej bto-
nie lipidowej tworzy kanaty jonowe zalezne od potencja-
tu btonowego. Mechanizm tworzenia tych kanatow oraz
ich doktadna charakterystyka wymagajg jeszcze dalszej
analizy. Nieznana jest rowniez funkcja, jakg kanaty te
mogtyby odgrywa¢ w homeostazie wapnia, w propaga-
cji sygnatu wapniowego w komorkach ro$lin oraz innych
mozliwych etapach odpowiedzi na stres [3].

FUNKCJE ANEKSYN ROSLINNYCH

Wyniki badahn przeprowadzonych w réznych labora-
toriach sugeruja, iz AnnAtl odgrywa role w odpowiedzi
roslin na stres [2]. Wydaje sie, ze aneksyny roslin sg wy-
specjalizowane i uczestniczag w reakcji ros$lin na okre$lo-
ne czynniki stresowe, zardwno biotyczne, jak i abiotyczne
(Ryc. 2). Na przyktad synteza aneksyny lucerny siewnej
(Medicago sativa) ulega aktywacji pod wptywem réznego
rodzaju stymulacji, takich jak susza, szok osmotyczny i
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Rycina 2. Poréwnanie roslin zmutowanych (ANNATI -/-) z ro$linami typu dzi-
kiego. Rosliny zidentyfikowane jako mutanty rozwijaty sie gorzej niz rosliny typu
dzikiego oraz wykazywaty trudno$ci z adaptowaniem sie do zmiennych warun-
kéw srodowiska. Na lisciach zmutowanych osobnikéw mozna zaobserwowaé
rozlegte plamy nekrotyczne.

podanie kwasu abscysynowego [4]. Aneksyny pszenicy
(p39 i p22,5) biorg udziat w szlakach przekazywania sy-
gnatu indukowanego przez niskg temperature. W warun-
kach stresu wiazg sie nieodwracalnie z btong komdrko-
wg itworzg kanaty wapniowe, bedace prawdopodobnie
czujnikiem temperatury [5,6]. W przypadku aneksyny
p34 pomidora ekspresja genu kodujgcego to biatko wzra-
sta po infekcji roslin wirulentnym patogenem Pseudomo-
nas syringae pv tomato [7], Istniejg rowniez doniesienia,
w ktérych stwierdza sie, ze ekspresja genu kodujacego
AnnAtl w uktadach heterologicznych zwieksza odpor-
nos¢ linii komoérkowych na stres oksydacyjny [8,9], Bial-
ko to kompensuje takze skutki mutacji AOxyR E. coli oraz
przywraca zdolno$¢ mutantéw do przezycia w obecnosci
podwyzszonych stezen nadtlenku wodoru, co moze do-
wodzi¢ endogennej aktywnosci peroksydazowej lub wy-
nika¢ z posredniego wptywu na bakteryjne systemy anty-
oksydacyjne [10]. Istniejg rowniez przestanki, iz aneksyny
sg zaangazowane w modulowanie reakcji prowadzgacych
do wymiatania/usuwania reaktywnych form tlenu. Zja-
wisko to lezy u podstaw opornosci na stresy abiotyczne.
Ostatnio opublikowano rowniez wyniki stwierdzajace,
ze AnnAtl rzodkiewnika jest biatkiem biorgcym udziat
w odpowiedzi na stres osmotyczny i zaangazowanym w
przekazywanie sygnatu wywotywanego kwasem abscy-
synowym. Ponadto w do$wiadczeniach, w ktérych rosli-
ny rosty na podtozu zawierajagcym zwiekszone stezenia
NaCl ro$liny, w ktérych geny kodujgce AnnAtl i AnnAt4
nie ulegaty ekspresji byty wyraznie stabsze i kietkowaty
wolniej [11].

Dla licznych przedstawicieli aneksyn wystepujacych
w organizmach ssakow udokumentowano zdolnos¢ tych
biatek do regulacji przepuszczalnosci bton komérkowych
i tworzenia kanatéw jonowych przepuszczalnych dla
jondéw wapnia [12]. Poniewaz czasteczki aneksyn roslin
wykazujg znaczne podobienstwo strukturalne do czaste-
czek aneksyn wyizolowanych z organizméw zwierzat
wydaje sie prawdopodobne, ze czgsteczki aneksyn roslin
charakteryzuja sie podobng co aneksyny z organizmoéw
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zwierzecych zdolnoS$cig do tworzenia kanatéw jonowych
w btonach [13].

POTENCJALNA ROLA ANNAT1 W
ODPOWIEDZI ORGANIZMU NA STRES

AnnAtl zostata sklonowana i jej sekwencja jest do-
stepna w bazie danych NCBI (nr dostepu NP_174810), co
pozwala na sprawdzenie poprawnosci klonéw uzywa-
nych w badaniach. W wyniku analiz przeprowadzonych
in silico w sekwencji AnnAtl zidentyfikowano, oprocz
tzw. motywu ,,endonexin fold", typowego dla czgsteczek
aneksyn i warunkujgcego zdolno$¢ tych biatek do od-
dziatywania z lipidami bton w sposéb zalezny od zmian
stezenia jonéw wapnia, takze szereg innych motywoéw
o potencjalnie funkcjonalnym znaczeniu. Miedzy innymi
motyw przypominajacy domene wigzacg hem wystepu-
jacy w czasteczkach peroksydaz roslin, z zachowang w
ewolucji resztg histydyny (His40), majacag kluczowe zna-
czenie dla aktywnos$ci, oraz tzw. grupe S3, ktoéra wydaje
sie petni¢ role czujnika zmian potencjatu redoks w ko-
morce [2,14],

AnnAtl jest biatkiem o masie czasteczkowej 37 kDa
(sktada sie z 317 reszt aminokwasowych) i punkcie izo-
elektrycznym wynoszacym 5,2. Jest ona produktem eks-
presjijednego zo$miu genow A. thaliana kodujgcych anek-
syny i stanowi dominujgcg grupe posrdd transkryptéow
aneksyn w organach nadziemnych rosliny [1,15]. Biatko
to wystepuje w komorce przede wszystkim w formie
rozpuszczalnej, a takze w formie zwigzanej z btonami;
niewielka populacja czasteczek biatka pozostaje zwigza-
na z btong nawet w obecnosci bardzo niskich stezen Ca2+
[11,16]. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen Swiad-
czg o tym, ze znaczaca pula biatka (okoto 20%) wigze sie
z liposomami zbudowanymi z azolektyny w obecnosci
EGTA, a stezenie jonow wapnia niezbedne do zwiazania
AnnAtl z liposomami z potowg wydajnosci maksymalnej
jest bardzo niskie.

W czasteczce AnnAtl wystepuje szereg potencjalnych
miejsc fosforylacji i innych modyfikacji potranslacyjnych,
ktére moga mie¢ znaczny wptyw na funkcje tego biatka i
regulowac jego aktywnos$é. Ponadto biatko to tworzy dime-
ry, zarobwno w obecnosci, jak i nieobecnos$ci jonéw wapnia,
co zostato potwierdzone kilkoma niezaleznymi metodami,
miedzy innymi wirowaniem w gradiencie stezen sacharo-
zy oraz z zastosowaniem wysoko rozdzielczej chromato-
grafii cieczowej (FPLC), a takze z wykorzystaniem metody
sieciowania chemicznego z zastosowaniem glutaraldehy-
du [2]. Wyniki te pozostajg w zgodzie ze strukturg kry-
staliczng biatka, ktérej analiza wykazuje, ze biatko wyste-
puje wasnie w postaci dimeru (nr dostepu PDB 1YCN).
Co istotne, ilos¢ oligomerdw, zwtaszcza o wiekszej masie
czgsteczkowej, wzrasta, gdy w Srodowisku pojawia sie
nadtlenek wodoru. To moze wskazywa¢ na udziat w tym
procesie grupy S3 (M107-C111-C239), ktdra jak juz wspo-
mniano, moze by¢ swoistym czujnikiem potencjatu redoks
w czasteczce aneksyny Atl [14].

Dodatkowym dowodem potwierdzajgcym powyzszg hi-
poteze jest to, ze oligomeryzacja jest catkowicie hamowana
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w obecnosci czynnikow redukujacych, takich jak ditiotreitol
(30 mM) lub p-merkaptoetanol (20 mM); zastosowanie niz-
szych stezen tych substancji powoduje zmniejszenie puli
biatka wystepujgcego w formie oligomeréw.

AnnAtl w systemach heterologicznych moze petnié
funkcje ochronng przed skutkami stresu oksydacyjnego
[8-10]. W doswiadczeniach, w ktoérych zastosowano biat-
ko syntetyzowane w komoérkach E. coli i dla poréwnania
biatko syntetyzowane w Nicotiana benthamiana dwoma
niezaleznymi metodami wykazano, ze AnnAtl in vitro
jest zdolna do katalizowania reakcji peroksydacji. Stosujac
metode pomiaru aktywnosci z wykorzystaniem luminolu,
powszechnie uzywanego do detekcji kompleksu biatko-
przeciwciato w metodzie Western biot, uzyskano wynik
Swiadczacy o tym, ze biatko syntetyzowane w N. bentha-
mina wykazuje aktywnos$¢ peroksydazy, i ze aktywnos¢ ta
jest prawdopodobnie zalezna od fosforylacji AnnAtl [2].
Wyniki potwierdzajgce te obserwacje uzyskano stosujac
odczynnik Amplex® Red (10-acetylo-3,7-dihydroxy fe-
noksazyn). Metoda ta charakteryzuje sie znacznie wiekszg
czutoscig od metody z zastosowaniem luminolu. Dzieki
temu zaobserwowano aktywnos¢ biatka syntetyzowanego
zaréwno w N. benthamiana, jak i E. coli, jednakze aktywnos$¢
biatka uzyskanego w systemie eukariotycznym byta trzy-
krotnie wyzsza niz w systemie prokariotycznym. W obec-
nosci alkalicznej fosfatazy, enzymu katalizujagcego reakcje
defosforylacji, wykazano znaczne obnizenie aktywnosci
enzymatycznej biatka oczyszczonego z N. benthamiana, co
Swiadczy o wptywie fosforylacji AnnAtl na regulacje jej
aktywnosci jako peroksydazy. Ponadto z zastosowaniem
AnnAtl z mutacjag His40/ Ala wykazano, Ze biatko to traci
aktywnos¢.

Innym interesujgcym zagadnieniem jest oddziatywanie
AnnAtl z btong plazmatyczng. W przypadku aneksyn ssa-
kéw juz od lat wiadomo, ze tworza one w blonach bio-
logicznych kanaty jonowe [12]. Wiadomo réwniez, iz na
przyktad aneksyna A6 (AnxA6) cztowieka tworzy kanat
jonowy w sposéb zalezny od zmian pH, przy czym istotny
wydaje sie fakt, ze powstawanie kanatow zaobserwowano
w pH o warto$ci ponizej 6,0, ktére jest nizsze od fizjolo-
gicznego. Pojawito sie zatem pytanie, czy w warunkach
in vivo moze powstawaé kanat tworzony przez czasteczki
aneksyny A6 [17]. W komdrkach roslin warto$é pH cyto-
solu w warunkach fizjologicznych wynosi okoto 7,0, na
przyktad w komdrkach lisci pomidora pH cytosolu wynosi
okoto 7,3, a w przedziale apoplastu jest znacznie nizsza i
osigga wartos¢ 6,1 [18].

Warto$¢ pH zalezy od wielu czynnikéw, miedzy in-
nymi takich jak grawistymulacja lub warunki stresowe
[19,20]. Na przykiad w komoérkach aparatu szparkowe-
go narazonych na dziatanie nadtlenku wodoru, naste-
puje alkalizacja cytoplazmy i jednoczesne zakwaszenie
srodowiska wakuoli [21], co wydaje sie mie¢ szczegolne
znaczenie, poniewaz w btonie wakuoli wystepuja liczne
kanaty jonowe. Mozna zatem zaryzykowaé hipoteze, ze
lokalne zmiany pH wiaczajg aktywnos$¢ poszczegdlnych
biatek. Ponadto mozna zaobserwowac lokalne zmiany
pH w rejonie przybtonowym, gdzie moze by¢ obnizone
nawet o 1,6 [22].
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W toku dalszych doSwiadczern sprawdzono jak zmia-
na pH srodowiska wptywa na strukture AnnAtl oraz jej
oddziatywanie z btong. Wykazano, ze w pH 4,5 naste-
puje agregacja biatka. W nieco wyzszym pH nastepuje
odwracalna oligomeryzacja biatka: powstajg dimery, tri-
mery i wieksze oligomery. Proces ten moze by¢ wywota-
ny zmianami w drugorzedowej strukturze biatka, ktora
w pH 7,0 sktada sie przede wszystkim ze struktur a-he-
likalnych, aw pH 55 mozna zaobserwowa¢ wzrastajacy
udziat struktur p, co potwierdzity pomiary dichroizmu
kotowego oraz dosSwiadczenia przeprowadzone z za-
stosowaniem spektroskopii w podczerwieni [3]. W celu
sprawdzenia, czy AnnAtl ma witasciwosci integralnego
biatka btonowego zastosowano metode indukowanego
zmiang temperatury rozdziatu faz w obecnosci niejono-
wego detergentu (Triton X-114). Metoda ta pozwala na
identyfikacje integralnych biatek btonowych i oddziele-
nie ich od biatek hydrofilowych — rozpuszczalnych w
wodzie [23], Stwierdzono, ze AnnAtl zachowuje sie jak
integralne biatko btonowe, przy czym proces ten zalezy
od pH. W pH 7,0 pewna populacja czgsteczek AnnAtl
zachowuje sie jak integralne biatko btonowe, natomiast
ponizej pH 5,6 ponad potowa czgsteczek biatka przecho-
dzi do fazy detergentowej, a w pH < 5,0 cate biatko zlo-
kalizowane jest w fazie detergentowej i ulega agregacji.
Wynik ten mozna zinterpretowaé¢ w taki sposdb, ze obni-
zenie pH roztworu indukuje zmiany konformacji biatka,
co sprzyja whudowywaniu sie AnnAtl w btone. Ponad-
to w dosSwiadczeniu z zastsowaniem kontrolowanej pro-
teolizy AnnAtl w obecnosci lub przy braku liposomow
w $rodowisku o ré6znym pH stwierdzono, ze biatko w
pH <6,0 i w obecnosci liposoméw jest chronione przed
dziataniem proteazy i wystepuje w formie oligomerdéw.
Na podstawie doSwiadczen z zastosowaniem Tritonu X-
114 oraz obserwacji z zastosowaniem liposoméw posta-
nowiono sprawdzi¢, czy AnnAtl posiada zdolno$¢ two-
rzenia kanatldw jonowych. Stosujac technike czarnych
bton lipidowych (BLM) wykazano zdolnos$é czasteczek
AnnAtl do tworzenia zaleznych od napiecia kanatow
jonowych zaréwno w pH 7,0 oraz pH 5,8. Nalezy jednak
zaznaczyé¢, ze w pH 7,0 proces whudowywania sie biat-
ka w btone trwat nawet kilka godzin, a w pH <6,0 zale-
dwie 15-20 minut. Ponadto zauwazono istotne réznice
w przewodnictwie jednostkowym pojedynczego kanatu,
ktére wynosito 32 pSw pH 7,0i 63 pSw pH 5,8 [3], Tak
duza rbéznica sugeruje, iz pH jest waznym czynnikiem
wptywajacym na funkcje AnnAtl w komorce.

PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej informacje Swiadczg o ztozo-
nosci i mnogos$ci proceséw, w jakich moze bra¢ udziat
AnnAtl oraz pozwalajg stwierdzi¢ w jak skomplikowany
i wieloraki sposob aktywnos$¢ tego biatka jest regulowa-
na. Uzyskane do tej pory wyniki badan pozwalajg doko-
na¢ wstepnej charakterystyki biochemicznej biatka oraz
przyblizyé problem roli AnnAtl w odpowiedzi organi-
zmu na stres w komérce, jednak wiele pytan pozostaje
nadal bez odpowiedzi.
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Participation of annexin Atl in plant response to abiotic stress
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ABSTRACT

Annexins are calcium-dependent phospholipid-binding proteins existing both in animal and plant cells. Mammalian and especially human
annexins were examined for many years, and their functions in these organisms are already well known, but it is not the case for plant anne-
xins. On the basis of existing literature and experimental evidence, it can be proposed that plant annexins may have a role in stress response.
Annexin Atl of Arabidopsis thaliana (AnnAtl) is one of eight proteins of this family in A. thaliana. In its sequence many potentially functio-
nal domains are found, owing to that this protein can play an important role in stress response of the organism. Considering literature data
and our own experiments one can postulate that AnnAtl has weak peroxidase activity and form oligomers in hydrogen peroxide-dependent
manner. This can be important in response to oxidative stress. Also we found that this protein forms ion channel in pH-dependent manner.
This phenomenon may have particular significance in maintaining calcium homeostasis in the cell and calcium signaling, therefore AnnAtl
may play different roles in regulating stress response of plant. This is extremely important because plants during growth and development
have to cope different stress factors like drought, deficiency or excess of mineral compounds in the soil, as well as low or high temperatures.
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Rola aneksyn w procesie mineralizacji

STRESZCZENIE

ineralizacja kos$ci jest ztozonym procesem wymagajacym zaangazowania wielu
Mskladnikéw, miedzy innymi wspétdziatania réznych biatek. Proces mineralizacji
polega na odktadaniu sie w kosciach fosforanéw wapnia, co nadaje kosci twardos$¢ i wy-
trzymato$¢ mechaniczng. Biatkami niezbednymi w procesie mineralizacji kosci sg miedzy
innymi aneksyny (Anx). Aneksyny biora udziat zaréwno w regulacji funkcji komérek
kompetentnych w procesie mineralizacji, jak réwniez bezpos$rednio uczestniczag w two-
rzeniu fazy mineralnej w przestrzeni pozakomoérkowej. Mozliwo$¢ petnienia odmiennych
funkcji w réznych miejscach, wewnatrz komdrek i w macierzy pozakomoérkowej, anek-
syny zawdzieczajg przede wszystkim zdolnosci do wigzania z btonami biologicznymi w
sposob zalezny od sktadu chemicznego tych bton i zmian wewnatrzkomorkowego stezenia
jonéw wapnia. W niniejszej pracy przegladowej przedyskutowano role aneksyn w proce-
sie mineralizacji.

WPROWADZENIE

Najlepiej poznanym procesem mineralizacji tkanek jest proces zachodzacy w
ptytkach wzrostowych kosci dtugich. Wzrost i mineralizacja ptytki wzrostowej
kosci dtugiej warunkuje jej wydtuzanie. Na przekroju podtuznym przez piytke
wzrostowg mozna zaobserwowac réznicowanie chondrocytéw, postepujace od
strefy spoczynkowej, poprzez strefy chondrocytow dzielgcych sie, dojrzatych,
az do strefy komorek hipertroficznych, odpowiedzialnych za produkcje fazy
mineralnej, znajdujacych sie w poblizu tkanki kostnej i frontu naczyniowego.
Czynnikiem niezbednym do zainicjowania tworzenia zrebu kosci jest obecnosé
pecherzykédw macierzy pozakomérkowej. Te otoczone btona organelle pocho-
dzg z btony plazmatycznej chondrocytéw (gtownie tych w petni zréznicowa-
nych i obecnych w strefie hipertroficznej), od ktorej sie odrywajg. Uwolnione
do przestrzeni pozakomdérkowej, pecherzyki macierzy gromadzg Ca2+inieorga-
niczny fosforan (P.), co prowadzi do wysycenia stezen tych jonéw we wnetrzu
pecherzyka i wytworzenia mineratu [1,2] (Ryc. 1). Proces ten okreslany jest w
literaturze przedmiotu mianem mineralizacji pierwotnej. Oprécz kosciotworze-
nia §rodchrzestnego, mineralizacja zachodzgca w pecherzykach macierzy poza-
komorkowej dotyczy przede wszystkim kosci i zebdw.

Cho¢ od odkrycia pecherzykéw macierzy mineto ponad 30 lat, poznanie
wiasciwosci tych organelli wcigz lezy w kregu zainteresowan wielu badaczy.
Woprawdzie okreslono sekwen-
cje zdarzen prowadzacych do
mineralizacji chrzastki ptytki
wzrostowej i innych tkanek
oraz zidentyfikowano enzymy i
czynniki regulujgce ten proces,
nadal wiele pozostaje pytan
bez odpowiedzi. Do najbardziej
nurtujgcych obecnie badaczy
kwestii dotyczacych minera-
lizacji, zachodzacej w peche-
rzykach macierzy pozakomor-
kowej, nalezg natura kanatow
transportujgcych jony do wne-
trza pecherzykéw macierzy, re-
gulacja i mechanizm tworzenia
pecherzykéw macierzy, a takze
wptyw czynnikéw obecnych w
macierzy pozakomorkowej na
tworzenie mineratu i regulacje
mineralizacji przez komaérki.

Rycina 1. Pecherzyki macierzy pozakomérkowej oczyszczone
z chrzaski 17-dniowych embrionéw kurzych. Wewnatrz nie-
ktérych pecherzykéw macierzy (zaznaczonych strzatkami), w
poblizu btony widoczny jest elektronowo gesty materiat be-
dacy prawdopodobnie obrazem tworzacej sie fazy mineralnej
(zdjecie z mikroskopu elektronowego wykonane przez dr D.
Farlay z Uniwersytetu Claude Bernard Lyon 1w Villeurbanne
we Francji).
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UDZIAL ANEKSYN W TWORZENIU PECHERZYKOW
MACIERZY POZAKOMORKOWEJ

Mechanizm tworzenia pecherzykéw macierzy podlega
kompleksowej regulacji przez r6znorodne czynniki. Istotna
grupe stanowig te czynniki, ktére prowadzg do réznico-
wania chondrocytéw i rozwoju fenotypu hipertroficznego.
Chondrocyty ptytki wzrostowej szybciej ulegajg réznico-
waniu sie pod wptywem kwasu retinowego. Jednocze$nie
chondrocyty te produkujg duze iloSci kompetentnych do
mineralizacji pecherzykéw macierzy pozakomérkowej, bo-
gatych w alkaliczng fosfataze i aneksyny [3,4]. Kwas retino-
wy, jako agonista jadrowych receptorow RAR i RXR, sty-
muluje r6znicowanie komorek i ich apoptoze, reorganizacje
macierzy pozakomdrkowej ijej mineralizacje, wptywajac na
znaczne obnizenie ekspresji genu kodujacego biatko Bcl-2,
aktywacje kaspazy 3, wzrost syntezy metaloproteinaz, za-
hamowanie produkcji typowego dla chrzastki kolagenu
typu Il oraz wzrost syntezy kolagenéw typu | i X morfo-
genetycznych biatek kosci [4-7], Zmianom tym towarzyszy
wzrost wewngtrzkomoérkowego stezenia jondw wapnia [8].
Podwyzszone stezenie jonéw wapnia reguluje dojrzewanie
chondrocytéw i prowadzi do ich apoptotycznej $mierci,
dlatego zwiagzki wigzgce wewnatrzkomdérkowy wapn (np.
BAPTA-AM) zapobiegaja tworzeniu pecherzykdw macie-
rzy pozakomoérkowej i mineralizacji [4,9].

Ostatnio szeroko dyskutowany jest przez specjalistow
udziat kanatéw wapniowych tworzonych przez aneksyny
(AnxA2, AnxA5, AnxAB) obecne w chondrocytach i peche-
rzykach macierzy pozakomdrkowej w procesie mineraliza-
cji [3,9]. Wynika to m.in. z obserwacji, ze inhibitor kanatéw
tworzonych przez aneksyny, pochodna 1,4-benzothiaze-
piny (K-201), wywotuje znaczne obnizenie stezenia jondw
wapnia w komorce [3,4,10]. Obecnie prowadzone badania
wskazujg, ze pochodna K-201 dziata nie tylko na kanaty
jonowe tworzone przez czasteczki aneksyn, lecz takze po-
$rednio stabilizuje zamkniety stan receptora rianodynowe-
go typu 2, kanatu wapniowego siateczki srédplazamtycznej,
zwiekszajac powinowactwo kalstabiny-2 (biatka wigzgcego
FK506) do tego receptora [11], Zaobserwowano takze, ze za-
hamowanie ekspresji genu kodujgcego AnxA5 z zastosowa-
niem techniki siRNA ma ten sam skutek jak potraktowanie
komorek pochodng K-201 [9]. Za$ nadekspresja genu kodu-
jacego AnxA5 w chondrocytach jest czynnikiem wystarcza-
jacym by wywota¢ wzrost wewnatrzkomadorkowego stezenia
jonoéw wapnia, co prowadzi do petnego zréznicowania ko-
morek i mineralizacji [9]. W sprzecznoS$ci z wynikami tych
doSwiadczer pozostajg obserwacje, ze myszy z wytaczo-
nym genem kodujgcym AnxA5 rozwijajg normalny szkielet
kostny [12]. Przeciwienstwa te ttumaczy coraz popularniej-
sza teza, ze aneksyny moga wzajemnie przejmowac swoje
funkcje w komérkach. Jakkolwiek opisane sprzecznos$ci po-
zostawiajg pod znakiem zapytania udziat aneksyn w two-
rzeniu i przekazywania sygnatu wapniowego niezbednego
w procesie réznicowania sie chondrocytéw i powstawania
pecherzykéw macierzy pozakomaérkowe;j.

BUDOWA PECHERZYKOW MACIERZY

Sktad bialkowo-lipidowy pecherzykéw macierzy po-
zakomorkowej jest doskonale dopasowany do ich podsta-
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wowej funkcji — zapewnienia witasciwego Srodowiska dla
poczatkowych etapédw mineralizacji. Otoczone btona orga-
nelle tworzg srodowisko, w ktérym zachodzi krystalizacja
labilnych form mineratu, natomiast obecne w btonie peche-
rzykow systemy transportu jonéw sg odpowiedzialne za
kontrole naptywu Ca2+i nieorganicznego fosforanu (P.) do
wnetrza pecherzyka. Skiad lipidowy pecherzyk6w macierzy
roézni sie od sktadu btony plazmatycznej, z ktérej pochodza.
Btony pecherzykéw macierzy charakteryzujg sie wysoka
zawartoscig sfingomieliny i fosfatydyloseryny, jak réwniez
wysokg zawartos$cig cholesterolu i glikolipidéw w stosunku
do fosfolipidow [13,14]. Fosfatydyloseryna majgca wyso-
kie powinowactwo do jonéw wapnia, stabilizuje tworzacy
sie minerat. Fosfatydyloseryna jest gtownym sktadnikiem
kompleksu wapni-fosfolipid-fosforan obecnego w kosci, w
chrzastce i w innych tkankach ulegajacych mineralizacji,
zwitaszcza tych bogatych w pecherzyki macierzy [15,16], Co
najmniej 50% fosfatydyloseryny obecnej w pecherzykach
macierzy zwigzane jest z Ca2+i nieorganicznym fosforanem
(P.) [17], co chroni ten fosfolipid przed degradacjg przez fos-
folipazy [2,18],

Oddziatywania pomiedzy ujemnie natadowanymi do-
menami biatek, anionowymi fosfolipidami i kompleksa-
mi mineralnymi sa wazne dla wzrostu fazy mineralnej w
Swietle pecherzyka macierzy. Jakkolwiek szczegoty tych
zjawisk nie sg doktadnie poznane, obecnie przyjmuje sie, ze
tworzenie sie komplekséw mineralnych zalezy od elektro-
statycznych, strukturalnych i stereochemicznych wtasciwo-
§ci granicy fazy organicznej i fazy nieorganicznej. Ponadto,
proces mineralizacji zachodzacy w pecherzykach macierzy
wymaga dynamicznego systemu dostarczajgcego substraty
do mineralizacji, utrzymujacego réwnowage jonowa, elimi-
nujagcego ze $rodowiska inhibitory mineralizacji, modyfi-
kujacego sktad macierzy pozakomdrkowej i kontrolujacego
sktad lipidowy btony.

Znamienng cechg pecherzykdw macierzy jest wysoka
zawartos¢ biatek z rodziny aneksyn. Stanowig one najwiek-
szg pule biatek pecherzykéw macierzy. Gtéwnymi przed-
stawicielami rodziny aneksyn sg aneksyny AnxA5, AnxA2
i AnxA6 (uszeregowane wedtug malejgcej zawartosci w
pecherzykach macierzy) [19,20] oraz, jak wynika z najnow-
szych badan prowadzonych w naszej pracowni, AnxAl i
AnxAll. Duzaréznorodnos$¢ aneksyn w pecherzykach ma-
cierzy moze sugerowac petnienie przez nie réznych funkcji
w procesie mineralizacji (Ryc. 2).

ANEKSYNY ZWIAZANE Z POWIERZCHNIA BLONY
PECHERZYKOW MACIERZY POZAKOMORKOWEJ

Jak dotad nie jest znany mechanizm zjawiska, w wyniku
ktérego aneksyny transportowane sg przez btone plazma-
tyczng na zewnetrz komdrki. Dzigki temu procesowi pew-
na pula aneksyn znajduje sie na powierzchni pecherzykdw
macierzy. Aneksyny zwigzane z zewnetrzng powierzchnig
btony oddziatujg z biatkami macierzy pozakomérkowej, ta-
kimi jak kolageny typu I, Il i X, prokolagen Il [21-23] oraz
glikozaminoglikany [24,25]. Oddzialywania te sg czesto
charakterystyczne dla okreslonego przedstawiciela ro-
dziny aneksyn oraz odznaczajg sie rézng wrazliwoscig na
zmiany stezenia Ca2t Uwaza sie, ze aneksyny moga petnic¢
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Rycina 2. Funkcje biatek z rodziny aneksyn w trakcie mineralizacji zachodzacej w
pecherzykach macierzy. Pula aneksyn zwigzanych z powierzchnig btony odpo-
wiada za kontakt z czasteczkami macierzy pozakomérkowej. Aneksyny zaanga-
zowane sg takze bezposrednio w tworzenie rdzenia, wokét ktérego rozpoczyna
sie odktadanie mineratu. Aneksyny, jako kanaty jonowe, uczestniczg w dostar-
czaniu Ca2+do wnetrza pecherzyka macierzy.

role receptoréw rozpoznajacych okreslone makroczastecz-
ki macierzy pozakomoérkowej. Komorki o niskiej ekspresji
genu kodujgcego AnxAb5 nie sg zdolne do wigzania kolage-
nu typu Il, co sugeruje, ze AnxA5 jest jednym z gtéwnych
biatek tych komoérek odpowiedzialnym za oddziatywanie
z macierzg pozakomérkowa [26]. Wykazano, ze kolageny
typu Il'i X, wigzac sie z AnxA5, moga regulowaé naptyw
jonéw wapnia do wnetrza pecherzykéw macierzy. Usunie-
cie z powierzchni pecherzykéw macierzy kolagenéw typu
Il i X powoduje zmniejszenie naptywu wapnia do wnetrza
pecherzykdw, co sugeruje, ze zwigzanie kolagenu z AnxA5
moze stymulowa¢ aktywnos$¢ tego biatka jako kanatu jono-
wego [21,22],

ANEKSYNY ZLOKALIZOWANE WE WNETRZU
PECHERZYKOW MACIERZY POZAKOMORKOWEJ

Inna pula aneksyn, zwigzana tym razem z wewnetrzng
powierzchnig btony pecherzykéw macierzy, bierze praw-
dopodobnie udziat w tworzeniu centrow krystalizacji mi-
neratu w poczatkowych fazach mineralizacji. Pierwotna
faza mineralna tworzaca sie w chrzastce zlokalizowana
jest tuz przy wewnetrznej powierzchni btony pecherzykow
macierzy. CzeSciowo, na takag lokalizacje wptywa zwiek-
szona zawartos$¢ fosfatydyloseryny w wewnetrznym listku
dwuwarstwy blony otaczajgcej pecherzyk [27]. Wstepnym
etapem tworzenia sie mineratu jest powstanie komplek-
su lipid-biatko-Ca2+P. [14,27], Gtéwnym lipidowym ele-
mentem tego kompleksu jest fosfatydyloseryna, natomiast
wsrod biatek przewaza AnxA5 [28], Inne biatka, ktére moga
by¢ wyizolowane z powstatej w pecherzykach macierzy
fazy mineralnej to AnxA2, AnxA6 i alkaliczna fosfataza
[29]. Poniewaz aneksyny charakteryzuja sie zwiekszonym
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powinowactwem do jondw wapnia w obecno$ci aniono-
wych fosfolipidow mogg by¢ odpowiedzialne za zwigzanie
i utrzymanie mineratu wewnatrz pecherzykéw macierzy.
Aneksyny wraz z ujemnie natadowang wewnetrzng strong
btony tworzg miejsca, gdzie bezpostaciowy fosforan wap-
nia przeksztatca sie w krystaliczny hydroksyapatyt.

ANEKSYNY ZWIAZANE Z BLONA W
SPOSOB NIEZALEZNY OD Ca2

Nie ma watpliwosci, ze sposoby oddziatywania aneksyn
z btong determinujg petnione przez biatka funkcje. Wigzanie
z btong za posrednictwem jonéw wapnia umozliwia anek-
synom udziat w procesach zachodzacych na powierzchni
btony: w oddziatywaniach z macierzag pozakomaérkowa lub
w tworzeniu fazy mineralnej. Istniejg jednak czynniki, ktore
wptywajg na wiasciwosci aneksyn, sprzyjajac oddziatywa-
niu aneksyn z btong w sposo6b niezalezny od stezenia jonow
wapnia, a co za tym idzie nadajg tym biatkom nowe funk-
cje.

Jak dotad w pecherzykach macierzy nie wyjasniono w
bezsporny spos6b mechanizmu transportu Ca2:x Hamo-
wanie mineralizacji przez pochodng K-201 i jony cynku
[4,30,31] moze sugerowad, ze to aneksyny sg odpowiedzial-
ne za transport jonéw wapnia do Swiatta pecherzykéw ma-
cierzy, botojony cynku ipochodna K-201 hamuja aktywno$¢
aneksyn jako kanatdw jonowych in vitro. Jednak mechanizm
tego procesu nie jest jasny. Aby zrozumied, jakie potencjal-
ne czynniki moga regulowac transport jonow wapnia przez
kanaty tworzone w btonie przez aneksyny nalezy rozwazy¢
dziatanie kilku czynnikéw mogacych istotnie modulowac
wiasciwosci aneksyn.

W przypadku AnxA5 maksymalny naptyw jonéw wap-
nia do proteoliposoméw zawierajacych fluorescencyjna
sonde Fura-2 byt obserwowany w przypadku, gdy btona
zbudowana byta z fosfatydyloseryny i fosfatydyloetano-
laminy w stosunku 9:1 (mol/mol) [32]. Wysoka zawarto$¢
fosfatydyloseryny w btonie pecherzykédw macierzy moze
wynika¢ z gromadzenia tego fosfolipidu w domenach bto-
ny plazmatycznej, z ktérych powstajg nastepnie pecherzyki
macierzy pozakomoérkowej. AnxA2 charakteryzuje sie zdol-
noscig tworzenia mikrodomen bogatych w fosfatydylosery-
ne [33], Zjawiska te nie ttumaczg fenomenu tworzenia przez
czasteczki aneksyn kanatow jonowych w blonie; w czgstecz-
kach aneksyn nie wystepujg bowiem domeny transbtonowe
charakteryzujace typowe kanaty jonowe bedace integralny-
mi biatkami bton.

Od 25 do 40% aneksyn pecherzykéw macierzy ulega
ekstrakcji organicznymi rozpuszczalnikami w $rodowisku
kwasnym, co moze przemawia¢ za koncepcja, ze biatka te
wystepujg w komdrce w formie wbudowanej w hydrofo-
bowy rejon btony [34], Niskie pH jest czynnikiem powodu-
jacym obnizenie powinowactwa aneksyn do jondw wap-
nia i zmiany w ich strukturze drugorzedowej prowadzace
do wbudowania si¢ biatka w hydrofobowy rejon btony w
warunkach in vitro [35-37], Te wiasciwosci aneksyn wyko-
rzystano w celu ich oczyszczania z pecherzykdw macierzy
[34]. Ponadto, zmiany pH sg jednym z czynnikéw induku-
jacych aktywnos¢ aneksyn jako kanatéw jonowych. Biorac
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pod uwage fakt, ze kanaty jonowe obserwowane w peche-
rzykach macierzy wykazujg znaczne podobienstwo do ka-
natéw jonowych tworzonych przez AnxA5 wbhudowang do
dwuwarstwy lipidowej w kwasnym srodowisku [38], nale-
zy zadac pytanie, czy procesowi mineralizacji towarzysza
zmiany pH?

Udziat aneksyn w przekazywaniu sygnatu wapniowe-
go w chondrocytach sugeruje, ze aneksyny mogg ulegac
wbudowaniu w dwuwarstwe btony plazmatycznej, jesz-
cze przed wytworzeniem pecherzykow macierzy. Pomiary
wykonane w skrawkach ptytki wzrostowej wskazujg, ze
wewngtrzkomoérkowe pH zalezy od strefy, z ktorej pocho-
dzg chondrocyty. Najnizsze pH zaobserwowano w poblizu
btony plazmatycznej komérek strefy hipertroficznej i tej,
ktora ulegta czesciowemu zwapnieniu [39]. Lokalne ob-
nizenie pH, moze by¢ tez zwiazane z wysoka zawartos$cia
fosfatydyloseryny w rejonach odpowiedzialnych za two-
rzenie pecherzykéw macierzy, wydaje sie by¢ czynnikiem
utatwiajgcym tworzenie kanatdw jonowych przez aneksy-
ny. Niewiele wiadomo na temat zmian pH zachodzacych
w pecherzykach macierzy. Zbyt drastyczne obnizenie pH w
trakcie mineralizacji zaktocitoby tworzenie mineratu i jego
krystalizacje. Z drugiej strony jednak protony sa produktem
tworzenia sie hydroskyapatytu w reakcji 5Ca2++ 3HP0O4& +
H2D **Ca5P04PH + 4H+ Proces ten moze prowadzi¢ do
zmian fluktuacji pH w trakcie mineralizacji.

UWAGI KONCOWE

Pecherzyki macierzy pozakomoérkowej oprécz tego, ze
towarzyszg prawidtowemu rozwojowi kosci i chrzastki,
uczestniczg takze w rozwoju zespotéw chorobowych ta-
kich jak osteoartroza i arterioskleroza. W chrzastce stawo-
wej, ktora nie ulega zwapnieniu, w przebiegu osteoartrozy
mozna zaohserwowac procesy dojrzewania i réznicowania
komérek podobne do tych jakie zachodzg w trakcie mine-
ralizacji na podtozu chrzestnym. W tych warunkach chon-
drocyty chrzastki stawowej takze uwalniajg pecherzyki
macierzy, w ktorych zawartos$¢ biatek z rodziny aneksyn i
alkalicznej fosfatazy jest znacznie zwigekszona [40-42], Obec-
nos$¢ tak zmienionych pecherzykéw macierzy prowadzi do
zwapnienia chrzgstki stawowej [43]. Takze fibroblasty pod
wptywem czynnikdw patogennych moga réznicowaé w ko-
morki o fenotypie podobnym do osteoblastéw, czemu to-
warzyszy zdolno$¢ do wydzielania zmienionych pecherzy-
kéw macierzy [44], Odktadanie sie ztogéw wapnia w takich
pecherzykach prowadzi do spadku elastycznos$ci, wytrzy-
matosci oraz przepuszczalnosci naczyn krwionosnych, a w
konsekwencji do groznych standw chorobowych [45].

Zwazywszy na znaczenie aneksyn w procesie minerali-
zacji pojawia sie pytanie, czy biatka te mogg sta¢ sie celem
interwencji farmakologicznej zmierzajacej do zmniejszenia
skutkow procesdw prowadzacych do zaburzonej minerali-
zacji tkanek?
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ABSTRACT

Annexins are necessary for mineralization process. They seem to play a major role in regulation of cells competent in mineralization as well
as in direct formation of mineral phase in the extracellular matrix. Their ability to accommodate to different functions in different cellular
compartments is associated with their property to bind to biological membranes in a lipid- and Ca2~dependent and independent manners.
The aim of this review is to describe potential functions of the annexin family of proteins in a mineralization process with special emphasis
to structure-function relationships of annexins.
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STRESZCZENIE

ydzielanie katecholamin, gtéwnie adrenaliny i noradrenaliny, przez komérki chromo-

chtonne rdzenia nadnerczy zachodzi w odpowiedzi na pojawienie si¢ bodzca, takiego
jak nikotyna lub depolaryzacja btony komoérkowej. Wazng role w regulacji wydzielania ka-
techolamin odgrywajg jony wapnia, ktérych wewnatrzkomérkowe stezenie wzrasta w od-
powiedzi komorki na bodziec i stanowi sygnat do rozpoczecia procesu wydzielania. Udziat
aneksyn w tym procesie, biatek wigzacych jony wapnia i uczestniczacych w regulacji dyna-
miki bton biologicznych jest nadal przedmiotem naukowej debaty. Spos$réd 12 podrodzin
aneksyn (aneksyny Al-Ali i A13), wystepujacych w organizmach ssakéw, tylko zaangazo-
wanie aneksyny A2 (AnxAz2) i aneksyny A6 (AnxA6) w procesie endocytozy jest dobrze udo-
kumentowane. Zgromadzone dotad obserwacje pozwalaja na wysuniecie hipotezy, ze anek-
syny moga petni¢ wazne funkcje w zaleznym od Ca2+procesie wydzielania katecholamin.

WPROWADZENIE

Do najwazniejszych katecholamin wydzielanych przez komorki rdzenia nad-
nerczy nalezg adrenalina i noradrenalina. Katecholaminy wplywajg na wiele
narzadow, oddziatujgc poprzez swoiste receptory [1], Efektem ich dziatania jest
np. skurcz naczyn tetniczych, przyspieszenie pracy serca i zwiekszenie sity skur-
czu miesnia sercowego, wzrost cisnienia tetniczego i rozkurcz oskrzeli. Maja
one takze duzy wptyw na procesy metaboliczne organizmu, np. podwyzszenie
poziomu cukru we krwi (wskutek nasilenia rozpadu glikogenu w watrobie i
miesniach oraz przez hamowanie wydzielania insuliny w trzustce). Powoduja
tez rozpad tluszczéw czyli lipolize. Umozliwia to uruchomienie zapaséw ener-
getycznych w stanach wymagajacych duzej mobilizacji organizmu.

Istnieje szereg chordb, u podtoza ktérych lezg zaburzenia regulacji proceséw
wydzielania katecholamin. Nalezy do nich guz chromochtonny rdzenia nadner-
czy (ang. pheochromocytoma), ktérego cechg charakterystyczng jest nadczynnosé
wydzielania katecholamin, a czesto$¢ wystepowania tego nowotworu jest uwa-
runkowana genetycznie. W badaniach mechanizmu wydzielania katecholamin
oraz sposobu regulacji tego procesu powszechnie wykorzystywana jest linia ko-
morkowa PC12 uzyskana z guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy szczura.
W komoérkach PC12 dobrze poznano przebieg egzocytozy, jednak mechanizmy
regulujgce poszczegolne jej etapy nie zostaty jeszcze doktadnie opisane.

MECHANIZM WYDZIELANIA KATECHOLAMIN
PRZEZ KOMORKI CHROMOCHLONNE

Wydzielanie katecholamin odbywa sie na drodze regulowanej egzocytozy. W
komdrkach chromochtonnych, nowopowstate pecherzyki wydzielnicze sg prze-
chowywane na terenie cytoplazmy i w rejonie podbtonowym komorki. Fuzja
granul z btong komorkowga nastepuje jedynie w odpowiedzi na stymulacje ko-
morki i wzrost stezenia specyficznych przekaznikow drugiego rzedu. Najwiek-
sze znaczenie w tym wzgledzie majg jony wapnia, ATP i GTP, a takze biatka
wigzgace jony wapnia i GTP [1].

Poszczego6lne fazy wydzielania katecholamin przebiegaja w obecnosci réz-
nych stezen jondw wapnia. Przemieszczanie sie granul chromochtonnych z rejo-
nu trans aparatu Golgiego (TGN) do btony plazmatycznej i ich oddziatywanie z
podbtonowag siecig filamentow aktynowych odbywa sie w zakresie stezenia jo-
néw wapnia od 0,1 gM do 10 gM. Drugi etap wydzielania, polegajacy na rozluz-
nieniu sieci filamentow aktynowych i uwolnieniu granul zachodzi w obecnosci
od 1 gM do 100 gM Ca2+ Ostatni etap, w ktérym btona granul oddziatuje z btong
plazmatyczng i ulega z nig fuzji zachodzi w jeszcze wyzszych stezeniach Ca2+
(lokalny wzrost stezenia Ca2-moze osigga¢ wartosci od 100 gM do 1 mM) [1].
Szeroki zakres stezen Ca2; w obecnosci ktérych zachodzi egzocytoza wskazu-
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je, ze w proces ten zaangazowane moga by¢ biatka wigzace
jony wapnia, charakteryzujace sie roznym powinowactwem
w stosunku do kationu. Postuluje sie istnienie zaleznych od
stezenia Ca2+rejonéw w komérce, w ktérych biatka kluczo-
we w procesie wydzielania katecholamin zgromadzone sg
blisko siebie, umozliwiajgc sprawne przeprowadzenie cate-
go procesu po stymulacji komorki [2]. Kluczowymi biatka-
mi wchodzacymi w sktad takich rejonow sa kanaty wapnio-
we typu L lub N regulowane potencjatem btonowym, ktore
transportuja jony wapnia do wnetrza komorki w odpowie-
dzi na bodziec. Dodatkowo zaobserwowano, ze fuzja granul
z btong komoérkowa zachodzi w rejonie btony otaczajagcym
te kanaty [3]. Wzrost stezenia jondw wapnia oraz poziomu
ATP umozliwia rozluznienie podbtonowej sieci filamentow
aktynowych, stanowiacej rodzaj mechanicznej bariery i tym
samym pozwala na przemieszczenie sie granul w kierunku
btony plazmatycznej [4],

Podwyzszone stezenie Ca2+w cytosolu, w wyniku sty-
mulacji komoérki, po pewnym czasie powraca do stezenia
spoczynkowego, dzigki usuwaniu Ca2na zewngtrz komar-
ki lub do organelli wewnatrzkomoérkowych poprzez rézne
systemy transportu. Jony wapnia sg transportowane przez
wymienniki Na+ Ca2+znajdujgce sie w btonie plazmatycz-
nej, granulach chromochtonnych i w btonie mitochondriow
oraz Ca2~ATPazy zlokalizowane w btonie plazmatycznej
(PMCA) isiateczce $Srédplazmatycznej (SERCA), ktére kosz-
tem energii pochodzacej z hydrolizy ATP aktywnie usuwajg
Ca2+tz cytosolu [5].

Mechanizmy regulacji wydzielania katecholamin nie sg
doktadnie poznane. Postuluje sie, ze jony wapnia mogg w
sposob posredni regulowaé proces egzocytozy, aktywujgc
fosfolipaze A2 (PLA,) i fosfolipaze C (PLC). Hydroliza fos-
foranu fosfatydyloinozytolu (PIP.) przez PLC prowadzi do
powstania 1,3,4-tréjfosforanu inozytolu (IP3 i diacyloglice-
rolu (DAG). Diacyloglicerol aktywuje kinaze biatkowg C
(PKC), zwiekszajagc powinowactwo kinazy w stosunku do
Ca2+ PKC fosforyluje biatka kompleksu SNARE zaangazo-
wane w proces fuzji granul z btong komdrkows, takie jak
Rab3, rabfilina 3A, VAMP, synaptotagmina, a-SNAP, NSF,
Munc-18 i SNAP25. Wykazano na przyktad, ze fosforylacja

Rycina 1. Komérki PC12 w hodowli obserwowane w kontrascie interferencyj-
nym (obraz uzyskany za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego DM16000B firmy
Leica).
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biatka SNAP25 hamuje tworzenie kompleksu biatek SNA-
RE i w efekcie proces egzocytozy, co wskazuje na role PKC
jako enzymu regulujacego proces fuzji granul [1],

Wydzielanie katecholamin jeststymulowane przez wzrost
stezenia CAMP w komorce i aktywacje kinazy biatkowej A
(PKA). Ponadto wazng role regulatorowg w procesie egzo-
cytozy odgrywajg biatka wigzgce GTP. Przede wszystkim sg
to biatka z rodziny Rab (Rab3 i Rab27) oraz Arf (zwtaszcza
Arf6), zaliczane do matych biatek G typu Ras. Wykazano,
ze Rab3 w komoérkach PC12 spowalnia tempo egzocytozy
granul chromochtonnych [6], w przeciwieAstwie do biatka
Rab27, ktére stymuluje egzocytoze w tych komaérkach [7], Z
kolei biatko Arfé reguluje procesy transportu wewnatrzko-
morkowego (zaréwno endo- jak i egzocytozy) oraz wptywa
na podbtonowg sie¢ filamentow aktynowych [8].

UDZIAL ANEKSYN W PROCESIE EGZOCYTOZY

W procesie wydzielania katecholamin wazng role odgry-
waja takze oddziatywania biatko-biatko i biatko-lipidy bton
biologicznych. W tym drugim typie oddziatywan aneksyny
moga petni¢ wazng funkcje biatek regulujgcych ten proces.
Biorgc pod uwage obowigzujace poglady na temat funk-
cji aneksyn w komérce, m.in., zaangazowanie tych biatek
w kontrole stezenia jonéw wapnia w komoérce, regulacje
transportu pecherzykowego, hamowanie aktywnos$ci PLA2
i PKC, znaczenie aneksyn jako biatek regulatorowych w
procesie wydzielania katecholamin wydaje sie by¢ bardzo
prawdopodobne. Stwierdzono m.in. ze fosforylacja AnxA2
przez PKC obniza zdolno$¢ wigzania sie tej aneksyny z bto-
ng granul chromochtonnych [9], Natomiast AnxA6 moze
mie¢ wptyw na lokalizacje PKC w komorce, co sugeruje od-
dzialtywanie tych biatek ze sobg [10].

Udziat aneksyn w procesie transportu pecherzykowego
w komdrkach jest od wielu lat intensywnie badany, przede
wszystkim w kontek$cie zaangazowania tych biatek w pro-
ces endocytozy. Udziat AnxA2 w transporcie wczesnych en-
dosomdw, oddziatywanie AnxA6 z p6znymi endosomami
lub udziat w procesie powstawania pecherzykéw optasz-
czonych klatryng, zostaty juz dobrze udokumentowane [11],
Wyniki szeregu doswiadczen przeprowadzonych in vitro i
in vivo, wskazujg na zaangazowanie AnxA2, AnxA4, AnxA6
i AnxA7, rbwniez w proces wydzielania katecholamin.

Poglad, iz aneksyny moga by¢ zaangazowane w proces
egzocytozy pojawit sie wraz z odkryciem, ze granule wy-
dzielnicze wyizolowane z rdzenia nadnerczy moga ulegac
agregacji i nastepnie fuzji w obecnosci ekstraktu biatek cy-
toplazmatycznych z komoérek chromochtonnych. Doprowa-
dzito to do oczyszczenia w 1978 r. biatka o masie 55 kDa
nazwanego poczatkowo syneksyng (a pézniej aneksynag
A7) [12], jak réwniez AnxA2 i AnxA6 zaliczonych wtedy,
wspélnie z PKC i PLA2 do rodziny chromobindyn. Moz-
liwosé, ze AnxA7, AnxA6 i AnxA2, peinig funkcje biatek
regulujgcych powstawanie potgczen miedzy btonami pod-
czas procesu egzocytozy zostata zaproponowana na pod-
stawie obserwacji, ze biatka te ulegajg wspo6toczyszczeniu
z granulami wydzielniczymi. Dodatkowo stwierdzono, w
doswiadczeniach przeprowadzonych z zastosowaniem wy-
izolowanych granul, ze AnxA6 wiaze sie z btong granul w
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Rycina 2. Hipotetyczny udziat aneksyn w procesie wydzielania katecholamin
regulowanym przez jony wapnia. Proces egzocytozy zachodzi w kilku etapach.
1) Pobudzenie komérki powoduje naptyw Ca2t W komérkach niepobudliwych
wykazano, ze izoforma 1 aneksyny A6 (AnxA6-lI) moze hamowac aktywno$¢
kanatéw wapniowych. 2) W odtaczeniu niedojrzatych granul wydzielniczych od
bton trans aparatu Golgiego wazng role biatka regulacyjnego odgrywa AnxA13b.
3) Fuzje granul wydzielniczych, jaka towarzyszy ich dojrzewaniu, moga wspo-
maga¢ AnxA2 i AnxA7; fuzja granul ulega zahamowaniu w obecnos$ci AnxA6.
4) Dojrzate granule chromochtonne przemieszczaja sie w kierunku btony komoér-
kowej. 5) Wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia Ca2+powoduje rozluznienie
podbtonowego szkieletu aktynowego, co umozliwia przemieszczenie sie granul
wydzielniczych w bezpos$rednie sgsiedztwo btony komdrkowej. 6) Zakotwicze-
nie granul w btonie komérkowej. 7) Aktywacja kompleksu biatek SNARE i fuzja
btony granul wydzielniczych z btong komérkowa; uwolnienie zawartosci granul
na zewnatrz komérki. W tych dwéch ostatnich etapach aneksyny moga odgry-
wac kluczows role, umozliwiajac potaczenie btony granul z btong komdrkowa
(AnxA2, AnxA4, AnxA7) lub prawdopodobnie zaburzajagc te oddziatywania
(AnxA®6). 8) W doswiadczeniach in vitro przeprowadzonych na oczyszczonych
granulach chromochtonnych wykazano, ze AnxA6 powoduje wyptyw jonéw
wapnia z wnetrza granul; czy zjawisko to zachodzi in vivo, pozostaje kwestig nie-
rozstrzygnieta. Objasnienia: (+) stymulacja procesu; (-) hamowanie procesu.

sposob zalezny od stezenia jondw wapnia i zaburza proces
agregacji granul wywotany przez AnxA7 i AnxA2, praw-
dopodobnie wspétzawodniczac z tymi aneksynami o miej-
sca wigzania na btonie pecherzyka; AnxA6 nazwano wtedy
synhibing [13]. Wysunieto wdwczas przypuszczenie, ze jesli
AnxA2w kompleksie z biatkiem pil (zktérym tworzy hete-
rotetramer AnxA2,pll2 umozliwia potgczenie btony dwoch
pecherzykow, to AnxA6 moze niszczy¢ powstate potgczenia
i konkurowac z AnxA2 o miejsca wigzania [13]. W doSwiad-
czeniach tych stwierdzono ponadto, ze AnxA6 wywotuje
wyptyw jondw wapnia z wnetrza granul chromochtonnych.
Takiego zjawiska nie obserwowano w obecnosci AnxAz2 i
AnxA7 [14]. Dzi§ wiadomo, ze AnxA6 moze tworzy¢ kana-
ty jonowe i transportowac kationy dwuwartosciowe w $ro-
dowisku o obnizonym pH [15]; takie pH panuje wewnatrz
granul chromochtonnych. W pH 7,0 AnxA6 tworzy in vitro
kanaty jonowe dopiero po zwigzaniu GTP [16,17].

Z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego stwier-
dzono, ze AnxA2 wystepuje zaréwno w $wietle granul, jak
i w formie zwigzanej na powierzchni btony (strona cyto-
solowa), podczas gdy AnxA6 jest zlokalizowana na btonie
granul od strony $wiatta pecherzyka. W wyniku pobudze-
nia komdrek nikotyng AnxA2 ulega uwalnieniu z komdrek
do srodowiska zewnetrznego, zas AnxA6 pozostaje nadal
zwigzana z btong [18].
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Zwiekszone powinowactwo AnxA6 i AnxA2 w stosunku
do btony granul wydzielniczych moze wynika¢ z obecnosci
w btonie znacznych ilosci cholesterolu i lizofosfatydylocho-
liny. AnxA6 i AnxA2 uczestniczg w tworzeniu mikrodomen
lipidowych [19], a zaburzenia w rozmieszczeniu choleste-
rolu w komoérce wywotujg zaburzenia lokalizacji AnxA6
[20]. W Swietle tych wiHasSciwos$ci aneksyn, istotnym wyda-
je sie obecnos$¢ cholesterolu, majacego kluczowe znaczenie
w procesie powstawania pecherzykow transportowych
(uczestniczgcych zardwno w procesie egzocytozy konstytu-
tywnej, jak i regulowanej) w rejonie trans aparatu Golgiego
w komaérkach neurowydzielniczych (linia komérkowa AtT-
20) [21]. Jedna z izoform AnxA13 (AnxAl3b) specyficznie
wigze sie wiasnie z tym rejonem aparatu Golgiego, gdzie
odgrywa wazng role w procesie odtgczania sie pecherzy-
kéw od aparatu Golgiego [22], W doSwiadczeniach in vitro
dotyczgcych wigzania sie¢ AnxA6 do liposomow o réznym
sktadzie lipidowym wykazano, ze biatko to najsilniej wigze
sie z liposomami, w ktérych btonie przewaza fosfatydylose-
ryna, kwas fosfatydowy i cholesterol. Co istotne, kwas fos-
fatydowy powstaje w wyniku hydrolizy fosfatydylocholiny
katalizowanej przez fosfolipaze D aktywowang w wyniku
stymulacji procesu egzocytozy [4], co moze przyczyniac sie
do nasilenia oddziatywania AnxA6 z btong komorkowa.

W toku dalszych badan wyizolowano kompleks biatko-
wy regulujacy proces fuzji granul chromochtonnych z btong
komérkowa, w ktoérego sktad wchodzity: rabfilina, synapto-
tagmina i AnxA4. W kompleksie tym kluczowg role w regu-
lacji procesu fuzji bton odgrywata AnxA4 [23].

Zaburzenia w poziomie syntezy aneksyn moga wptywacé
na proces egzocytozy. W komdrkach beta wysepek Lan-
gerhansa trzustki stwierdzono wigzanie AnxAl z peche-
rzykami zawierajgcymi insuline; zaobserwowano takze, ze
rozwojowi cukrzycy towarzyszyto obnizenie poziomu eks-
presji genu ANXA1 kodujgcego AnxAl [24]. W przypadku
AnxA2, chociaz wykazano, iz wydzielaniu katecholamin
towarzyszy przemieszczenie sie AnxA2 do btony komérko-
wej w odpowiedzi na pobudzenie komdrki [25], to jednak
zmodyfikowanie ekspresji genu ANXA2 kodujgcego AnxA2
w komorkach linii PC12 nie miato wptywu na zalezny od
zmian stezenia Ca2proces wydzielania katecholamin [26].
Z drugiej strony zahamowanie ekspresji ANXA2 z wyko-
rzystaniem techniki siRNA w komorkach $rédbtonka spo-
wodowato obnizenie intensywnos$ci egzocytozy ciatek We-
ibel-Palade [27],

AnxA6 wystepuje w réznych typach komérek, w tym
rowniez w nabtonkach wyspecjalizowanych w procesie eg-
zocytozy, takich jak gruczoty potowe lub komérki nabton-
kowe gruczotow Slinowych. Poziom ekspresji genu ANXAG
kodujgcego to biatko wzrasta w trakcie réznicowania sie
tymocytow do limfocytéw, z poziomu uniemozliwiajgcego
detekcje biatka w tymocytach, az do wysokiego w limfocy-
tach krazacych we krwi [28], Pojawienie sie AnxA6 jest w
tym przypadku skorelowane z nabyciem przez te komor-
ki fenotypu umozliwiajgcego wydzielanie cytokin. Proces
egzocytozy w limfocytach podlega kompleksowej kontroli,
stad obecnos$¢ potencjalnego czynnika hamujgcego proces
egzocytozy umozliwia bardziej ztozona regulacje. Za funk-
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cjag AnxA6 jako czynnika hamujgcego proces wydzielania
przemawia fakt, iz poziom syntezy tego biatka w nabton-
ku wydzielniczym gruczotéw mlecznych piersi w czasie
laktacji obniza sie do trudno wykrywalnego w skrawkach
tkanek. Najprawdopodobniej wydzielana podczas laktacji
prolaktyna hamuje ekspresje ANXA6 w tych komoérkach,
utatwiajgc proces wydzielania mleka [28],

ROZNICE POMIEDZY IZOFORMAMI ANXAG

Ze wzgledu na wystepowanie w komorkach dwoch izo-
form AnxA6, wazng kwestig, ktorg nalezy rozstrzygna¢ w
toku dalszych badan nad udziatem AnxA6 w procesie eg-
zocytozy, sg potencjalne réznice w funkcjonowaniu tych
izoform w komdrce. Powdd istnienia w komdrkach dwoch
izoform AnxA6 (dtuzszej AnxAB6-I, i krétszej AnxA6-2) nie
jest znany. Izoformy powstajg w komdrce w procesie rézni-
cowego ciecia i sktadania pre-mRNA. W wyniku tego pro-
cesu usuwany jest ekson 21 kodujacy reszty VAAEIL zloka-
lizowane w rejonie tgcznika pomiedzy powtarzajagcymi sie
domenami VI i VIl w czasteczce AnxA6. Z doSwiadczen in
vitro wynika, ze AnxA6-2 charakteryzuje sie wyzszym po-
winowactwem w stosunku do jonéw wapnia, wiekszg hy-
drofobowoscig i bardziej ujemnym tadunkiem powierzch-
niowym w poréwnaniu z izoformg AnxA6-1 [15,29]. R6z-
nice w tych wtasciwosciach moga wskazywacé na odmienng
role, jakg izoformy AnxA6 moga odgrywac¢ w komarkach.
W doswiadczeniach na komorkach nowotworowych linii
A431, w ktorych naturalnie nie wystepuje AnxA6, doswiad-
czalnie wywotana nadekspresja genu kodujgcego izoformy
AnxA6 pozwolita zaobserwowac hamujacy wptyw dtuzszej
izoformy na naptyw Ca2tdo tych komérek [30],

Stwierdzono, ze niezaleznie od typu tkanki, stosunek za-
wartosci dwoch izoform jest zawsze przesuniety na korzysé
izoformy diuzszej (AnxA6-1) [29], Wskazuje to na mozli-
wos¢, iz to whasnie AnxA6-2 petni w komorce wazng funk-
cje regulatorowa. Wykazano ponadto, ze stosunek AnxA6-
I/AnxA6-2 zmienia sie na korzy$¢ mniejszej izoformy w
procesie transformacji nowotworowej fibroblastow [31], co
moze réwniez zachodzi¢ w trakcie powstawania guza rdze-
nia nadnerczy.

PODSUMOWANIE

Udziat aneksyn w regulacji proceséw transportu we-
wnatrzkomoérkowego postulowany jest od 80. lat XX wieku,
kiedy przypadkowo oczyszczono pierwszg aneksyne izolu-
jac granule chromochtonne z rdzenia nadnerczy; wyizolo-
wano wowczas AnxA7 [12]. Wyniki pézniejszych doSwiad-
czen przeprowadzonych na komodrkach chromochtonnych
wykazaty udziat w procesie egzocytozy takich aneksyn, jak
AnxAl, AnxA2, AnxA4, AnxA6, ArtxA7 i AnxAl3b. Szcze-
gblnie znaczenie AnxA6 w tym procesie pozostaje niejasne.
Postuluje sie, ze biatko to petni role regulatora procesu eg-
zocytozy. Zaobserwowano zaburzenie agregacji i fuzji gra-
nul chromochtonnych w obecnos$ci AnxA®6, a takze uwalnia-
nie Ca2+z granul chromochtonnych pod wptywem AnxAB6.
Ze wzgledu na wystepowanie dwoch izoform AnxA6 w
komérkach chromochtonnych, sytuacja ulega komplikacji,
bowiem odpowiedzi wymaga pytanie o znaczenie tych izo-
form w procesie wydzielania katecholamin.
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Participation of annexins in Ca2~regulated secretion of catecholamines
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ABSTRACT

Secretion of catecholamines by adrenal medulla chromaffin cells occurs after their stimulation by nicotine or depolarization of plasma mem-
brane. Adrenal medulla secrets mostly noradrenaline and adrenaline, both having pleyotropic action in the organism. Central role in regula-
tion of exocytosis of catecholamines play calcium ions. Their intracellular concentration increases as a cell response to stimulus and creates
signal to start secretion. Moreover, annexins are known to participate in regulation of biological membrane dynamics during intracellular
transport processes, however their participation in secretion is less established then in endocytosis. Among twelve annexin subfamilies
(AnxAl-All i A13) expressed in mammalian organisms only involvement of AnxA2 and AnxAG6 in endocytosis is well documented. Some data
suggests that annexins may play important functions also in Ca2~regulated catecholamine secretion.
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Aneksyny w chorobie spichrzeniowej
Niemanna-Picka typu C

STRESZCZENIE

horoba Niemanna-Picka (ang. Niemann-Pick disease) jest uwarunkowang genetycznie
Cchoroba,, corocznie dotykajgca 1 na 150 000 zywo urodzonych dzieci na $wiecie (w Polsce
1-5 przypadkoéw). Ta powazna w skutkach choroba, zaliczana do lizosomalnych choréb spi-
chrzeniowych (ang. lysosomal storage disorders), jest zwigzana z nieprawidtowym transpor-
tem i magazynowaniem lipidow w komorce. W zaleznosci od rodzaju nagromadzonych lipi-
dow i obrazu klinicznego zidentyfikowano trzy typy choroby A-C. Typ C, ktory jest przed-
miotem niniejszego opracowania, charakteryzuje si¢ nagromadzeniem niezestryfikowanego
cholesterolu i glikosfingolipidéw w przedziale p6znych endosomdéw. Chociaz podobnie
jak komarki pobrane od os6b zdrowych, fibroblasty skéry uzyskane od pacjentéw obcigzo-
nych chorobg Niemanna-Picka typu C, charakteryzuja sie prawidtowg synteza cholesterolu
w siateczce $rodplazmatycznej (ER). Rowniez internalizacja i hydroliza czastek lipoprotein
0 matej gestosci (LDL) zawierajacych cholesterol zachodzi w tych komérkach prawidtowo.
Jednak na skutek mutacji w jednym z dwéch genéw, NPC1 lub NPC2, dochodzi do upo-
Sledzenia transportu niezestryfikowanego cholesterolu w kierunku btony plazmatycznej i
ER, co w konsekwencji objawia si¢ powstaniem w komérce ztogéw cholesterolu w organel-
lach przypominajacych lizosomy (LSO, ang. lysosome-like storage organelles). W niniejszej
pracy przegladowej omoéwiono udziat aneksyn w tworzeniu i stabilizacji wzbogaconych w
cholesterol mikrodomen btony, jak réowniez przedstawiono hipoteze opartag na wynikach
prac réznych badaczy, na temat prawdopodobnego udziatu aneksyn w organizacji bton p6z-
nych endosom6w i gromadzacych cholesterol organelli przypominajacych lizosomy, ktérych
funkcje ulegajg uposledzeniu w chorobie Niemanna-Picka typu C.

WPROWADZENIE

Aneksyny tworza rodzine wewngatrzkomadrkowych rozpuszczalnych biatek
zlokalizowanych przede wszystkim w cytoplazmie, jednak w okreslonych wa-
runkach wigzacych sie, w odwracalny sposéb, z btong plazmatyczng i btonami
rozmaitych organelli komérkowych [1]. Mechanizm wigzania aneksyn z btona-
mi polega na oddziatywaniach biatka z ujemnie natadowanymi czgsteczkami
anionowych fosfolipidow w spos6b zalezny od zmian wewngatrzkomdrkowego
stezenia jonow wapnia [1], z czasteczkami cholesterolu, w sposéb niezalezny
od jondéw wapnia [2] oraz z GTP [3]. W tym ostatnim przypadku, zwigzanie nu-
kleotydu indukuje tworzenie przez czasteczki aneksyn zaleznych od potencjatu
btonowego kanatéw jonowych o niskiej specyficznosci w stosunku do transpor-
towanych kationow [3].

Pomimo dobrze scharakteryzowanej struktury i witasnosci biochemicznych
aneksyn, liczba obserwacji precyzyjnie okre$lajgcych funkcje aneksyn w komar-
ce jest ograniczona. W zwigzku z tym, ze aneksyny wykazujg zdolno$¢ oddzia-
tywania z btonami komoérkowymi, wielu badaczy uwaza, ze aneksyny odgry-
wajg wazng role w procesach zwigzanych z dynamikg bton, takich jak transport
pecherzykowy w szlaku endocytozy, ze szczegdlnym naciskiem na wewnatrz-
komorkowy transport cholesterolu [1].

Cholesterol stanowi jeden z podstawowych elementéw budulcowych bton
komdrkowych ssakéw. Jako najbardziej rozpowszechniony ze steroli, buduje
btony takich organelli komorkowych jak endosomy, lizosomy i aparat Gol-
giego (ang. Golgi apparatus), jednak przede wszystkim wchodzi w sktad btony
plazmatycznej komdrek, gdzie stanowi 35-45% wszystkich lipidow [4], Nale-
zy podkresli¢, ze pula cholesterolu w btonie plazmatycznej nie jest statyczna,
lecz podlega ciggtemu transportowi do wnetrza komorki i z powrotem ku
jej powierzchni [5], Ponadto cholesterol jest waznym skitadnikiem mikrodo-
men w btonach biologicznych, takich jak tratwy (ang. rafts, bogate rowniez
w glikosfingolipidy) i kaweole (ang. caveolae) o podobnym sktadzie lipido-
wym co tratwy [6]. Mikrodomeny stanowig wyspecjalizowane rejony biony,
na ktérych teren ulegajg rekrutacji biatka uczestniczace w przekazywaniu
sygnatow i bioragce udziat w wewnatrzkomdérkowym transporcie pecherzy-
kowym [7,8], Na terenie mikrodomen stwierdzono obecnosé wielu komplek-
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sow biatek. Na podkreslenie zastuguje fakt wystepowa-
nia w mikrodomenach szeregu przedstawicieli rodziny
aneksyn, takich jak aneksyna A2 (AnxA2), aneksyna A5
(AnxAb), aneksyna A6 (AnxA6) iizoformy aneksyny Al13
(AnxA13) [9-11].

Komérki ssakow uzyskuja cholesterol z dwoch podsta-
wowych zrédet: syntetyzujg go na terenie siateczki $rod-
plazmatycznej i transportujg do btony plazmatycznej droga
niezalezng od pecherzykow aparatu Golgiego lub dzieki
obecnosci specyficznych biatek receptorowych wigzg i po-
bierajg z osocza na drodze endocytozy receptorowej czgst-

Raft Cav
A5 %e. nos®
A2 | A2

A6. As 4

A

Rycina 1. Szlaki transportu pecherzykowego w fibroblastach. Mutacje w biatkach NPC1/NPC2 wptywaja na przeksztatcanie sie péznych endosoméw (LE) w przypomi-
najace lizosomy organelle magazynujace cholesterol (LSO). Na rycinie zaznaczono potozenie aneksyn AnxA2, AnxA5, AnxA6, AnxA13b, mogace $wiadczy¢ o udziale tych
biatek w tworzeniu i stabilizowaniu wyspecjalizowanych mikrodomen w btonie (tzw. tratw i kaweoli), jako biatek oddziatujacych ze szkieletem podbtonowym komérek
oraz btonami organelli uczestniczacych w endocytozie. W opisie skrétéw, w nawiasach, przy nazwie okreslonego przedziatu komérkowego podano warto$¢ pH wewnatrz
organelli. Skréty i symbole: A2, A5, A6, A13b —aneksyny A2, A5, A6 i A13b; NPC1/NPC2 —biatka Niemanna-Picka typu C 1 lub 2; Tf —transferyna; LDL (ang. low
density lipoprotein) —lipoproteiny o matej gestosci; Cav —kaweole; CP (ang. coated pit) —dotek optaszczony klatryng; CV —pecherzyk optaszczony klatryng (pH 7,2-7,4);
ER (ang. endoplasmic reticulum) —siateczka srédplazmatyczna (pH 7,2-7,4); RC (ang. recycling compartment) — przedziat, w ktérym nastepuje segregacja receptoréw do
krazacych endosomoéw i powrdt receptoréw do btony plazmatycznej (pH 6,4-6,5); SE (ang. sorting endosome) —sortujacy endosom (pH 5,9-6,0); GS —kanaliki réwnolegle
aparatu Golgiego (pH 6,4-6,6); TGN —kanaliki trans aparatu Golgiego (pH 5,9-6,2); LE (ang. late endosome) —pdzne endosomy (pH 5,0-6,0); LY —lizosomy (pH 5,0-5,5);
LSO (ang. lysosome-like storage organelles) —organellum przypominajace lizosom magazynujace niezestryfikowany cholesterol (pH nie jest znane); Nuc —jadro; RE (ang.
recycling endosome) —Kkrazacy endosom; 1 —zgrupowania czasteczek cholesterolu; x —ptaszcz klatrynowy, wg. [15].
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ki lipoprotein o matej gestosci (LDL, ang. low density lipo-
protein), bedace nosnikami estrow cholesterolu. Proces ten
zostaje zapoczatkowany przez zwigzanie czastek LDL z
ich specyficznymi receptorami na btonie plazmatycznej, po
czym nastepuje ich internalizacja do wnetrza komérki. Od
btony odtgcza sie pecherzyk optaszczony klatryng i zawie-
rajacy w swym wnetrzu czastki LDL, zwigzang z biatkami
receptorowymi. Ptaszcz klatrynowy wokot pecherzyka ule-
ga rozpadowi i powstaje endosom, ktéry wedruje do wne-
trza komorki, gdzie ulega fuzji z btonami innych endoso-
moéw, w ktérych wnetrzu panuje niskie pH (Ryc. 1). W tych
warunkach czastki LDL odtgczaja sie od swoich biatek re-
ceptorowych, nastepuje segregacja receptoréw iich powrét
do bton. Natomiast rejony endosomow zawierajgce czastki
LDL, odpaczkowujg od tych struktur, by ulec potgczeniu z
lizosomami. W lizosomach jest jeszcze nizsze pH niz w en-
dosomach i tam zachodzi ostateczny rozpad czastek LDL
do aminokwasow, kwasoéw ttuszczowych i cholesterolu,
ktére to zwigzki mogg by¢ nastepnie ponownie wykorzy-
stane przez komorke [6,12].

ZABURZENIA WEWNATRZKOMORKOWEGO
TRANSPORTU CHOLESTEROLU W
CHOROBIE NIEMANNA-PICKA TYPU C

Transport czastek LDL na drodze endocytozy receptoro-
wej czesto ulega zaburzeniu we wszelkiego rodzaju choro-
bach spichrzeniowych. Przyktadem takiego defektu jest cho-
roba Niemanna-Picka (ang. Niemann-Pick disease) dziedzi-
czaca sie w sposob autosomalny recesywny. W zaleznosci
od rodzaju nagromadzonych lipidéw i obrazu klinicznego
zidentyfikowano nastepujace typy choroby Niemanna-Pic-
ka: A, BiC. Typy A i Bchoroby Niemanna-Picka (okreslane
jako typ 1) sa wynikiem niedoboru aktywnosci lizosomalnej
sfingomielinazy, w wyniku czego nastepuje nagromadzenie
sfingomieliny w komoérkach linii makrofagéw (w uktadzie
siateczkowo-$rodbtonkowym), dochodzi tez do uszkodze-
nia komédrek uktadu nerwowego. Z kolei, choroba Nie-
manna-Picka typu C (typ Il) charakteryzuje sie akumulacja
niezestryfikowanego cholesterolu i glikosfingolipidow w
przedziale p6znych endosomoéw. Fibroblasty skéry pobrane
od pacjentdw obcigzonych chorobg Niemanna-Picka typu C
wykazujg prawidtowgq syntezg cholesterolu w ER. Rowniez
internalizacja i hydroliza czgstek LDL zachodzi w tych ko-
morkach prawidtowo. Jednak na skutek mutacji w jednym
z dwéch genow, NPC1 lub NPC2, dochodzi do zaburzenia
transportu niezestryfikowanego cholesterolu w kierunku
btony plazmatycznej i ER, co objawia sie powstaniem w
komorce ztogéw cholesterolu w organellach przypomina-
jacych lizosomy [6,12]. Ponadto w komorkach pacjentéw z
chorobg Niemanna-Picka typu C stwierdzono 90% spadek
w produkcji oksysteroli (25- i 27-hydroksycholesterol) w
poréwnaniu z komdérkami pobranymi od oséb zdrowych.
Fakt ten wskazuje na zaburzenie rowniez drogi transportu
wolnego cholesterolu z endosoméw do wewnetrznej btony
mitochondrialnej, miejsca syntezy oksysteroli, w wyniku
czego dochodzi do zaburzenia mechanizméw regulujacych
homeostaze cholesterolu w komoérce [4,13,14],

Wiekszos¢ przypadkdéw choroby Niemanna-Picka typu C

jest zwigzana z mutacjg w genie NPC1, znajdujagcym sie na
chromosomie 18qll-ql2, za$ tylko 5% przypadkéw ziden-
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tyfikowano jako wynik mutacji w genie NPC2 znajdujgcym
sie na chromosomie 14924.3. Produktem genu NPC1 jest
biatko NPC1 (zbudowane z 1247 reszt aminokwasowych),
glikoproteina zawierajgca 13 transbtonowych domen, zlo-
kalizowana w btonie p6znych endosomoéw oraz czasowo
lizosomow i btonach aparatu Golgiego, ktéra wigze cho-
lesterol dzieki obecnosci w jej czasteczce wyspecjalizowa-
nej domeny SSD (ang. sterol-sensing domain). Biatko NPC2
(zbudowane z 151 reszt aminokwasowych) jest niewielkim
rozpuszczalnym biatkiem péznych endosomdw i lizoso-
mow, mogacym ulegaé wydzieleniu na zewnatrz komoérki
i wigzagcym receptor mannozo-6-fosforanu, cholesterol oraz
kwasy ttuszczowe [12].

Chociaz choroba Niemanna-Picka typu C nosi taki epo-
nim jak klasyczny deficyt kwasnej sfingomielinazy, to jed-
nak jest to choroba o zupetnie innym patomechanizmie.
Klinicznie przypomina nieco klasyczng posta¢ choroby;
pbézniej okazato sie jednak, ze obnizona aktywnos$¢ sfingo-
mielinazy jest zjawiskiem wtoérnym, a patogeneza choroby
jest zupetnie inna. Objawy choroby Niemanna-Picka typu
C moga objawiaé sie juz w okresie niemowlecym, jak i w
wieku dojrzatym. Najczesciej sg to powiekszenie $ledziony
i watroby oraz objawy degeneracyjne uktadu nerwowego
postepujace z r6zng dynamika, ale z czasem dominujace
nad objawami trzewnymi. Jednym z pierwszych objawow
neurologicznych w chorobie Niemanna-Picka typu C jest
dyskretna apraksja oczna. W fenotypie o p6zZznym poczat-
ku objawy trzewne mogga nie wystepowac, obserwowane sg
tylko objawy neurologiczne [16,17].

ROLA ANEKSYNY A6 W HOMEOSTAZIE
CHOLESTEROLU

Aneksyna A6 (AnxABb) jako przedstawiciel rodziny anek-
syn, jest biatkiem ktore wigze sie z btong plazmatyczna, bto-
nami organelli komérkowych [18,19] oraz z mikrodomena-
mi wystepujagcymi w btonie plazmatycznej [2,20,21], przez
co przypisuje sie mu funkcje w transporcie pecherzykowym
w komoérce. Juz wyniki pierwszych doswiadczen wskazuja-
ce na oddziatywanie AnxA6 z cytoszkieletem aktynowym
w fibroblastach [22] i w komdrkach miesni gtadkich sktonity
badaczy do wysuniecia hipotezy, ze AnxA6 odgrywa role
»Czujnika" zmian stezenia jonéw wapnia w trakcie endocy-
tozy [23], Ponadto wewnatrzkomdrkowa lokalizacja biatka
w hepatocytach szczura [24], w komdrkach WIF-B (ang. rat
hepatoma hybrid celi line) oraz w komoérkach NRK (ang. normal
rat kidney celi line), w ktérych AnxA6 wspotwystepuje z biat-
kiem lizosoméw Igpl20 [25] wskazujg na prawdopodobny
udziat AnxA6 w szlakach endocytozy, zarowno komérek
spolaryzowanych, takich jak hepatocyty, jak i niespolaryzo-
wanych. Powyzszy wniosek wzmacniajg rowniez obserwa-
cje wskazujgce na udziat AnxA6 w poczatkowych etapach
endocytozy czastek LDL w fibroblastach. Stwierdzono, ze
AnxA®6 aktywuje proteaze cysteinowa, ktora trawi spektry-
ne, przyczyniajac sie w ten sposob do przebudowy szkieletu
podbtonowego tych komorek. W wyniku tej reorganizacji
pecherzyki optaszczone klatryng, zawierajgce czastki LDL,
moga oderwac sie od btony plazmatycznej [26,27], Podobnie
jak inni przedstawiciele rodziny aneksyn, AnxA6 wigze si¢ z
ujemnie natadowanymi fosfolipidami w sposéb zalezny od
zmian wewnatrzkomdérkowego stezenia jonow wapnia. Ku
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zaskoczeniu badaczy, w komoérkach CHO stwierdzono ist-
nienie dwoch puli tego biatka. Obok puli czasteczek AnxA6
(okoto 70-80%) wigzacych sie z btong w sposéb zalezny od
wapnia, zaobserwowano istnienie puli biatka reagujgcego
na zmiany stezenia i wewngatrzkomorkowego rozmieszcze-
nia cholesterolu w réznych przedziatach komorki [2].

Istotnym faktem, ktory skiania badaczy do przypusz-
czen, ze AnxA6 uczestniczy w etiologii choroby Nieman-
na-Picka, byty wyniki badan nad chorobg Niemanna-Picka
typu C stwierdzajace, ze zaburzenia réwnowagi lipidowej
moga zmieniaé wtasciwosci mikrodomen bton. W odréz-
nieniu od bton wczesnych i krgzacych endosoméw oraz
bton pecherzykdw aparatu Golgiego [28], btony p6Zznych
endosomow i lizosomoéw nie wykazujg obecnosci mikro-
domen, prawdopodobnie z powodu aktywnos$ci hydrolaz
sfingolipidéw [6]. W przypadku komorek o fenotypie NPC
sytuacja jest odmienna. Wysoki poziom cholesterolu i gli-
kosfingolipidéw jest przyczyng przesuniecia mikrodomen
z wczesnych do pdznych endosoméw, a wraz z nimi tak-
ze AnxA®6 [2,20,21], W dosSwiadczeniach, ktére polegaty na
indukowaniu w zdrowych komérkach fenotypu NPC, po-
przez potraktowanie ich inhibitorem transportu choleste-
rolu, 3-(3-[2-(dietyloamino)etoksy]androsto-5-en-17-onem
(U18666A), zaobserwowano przemieszczenie AnxA6 w Kie-
runku rejonu okotojgdrowego komorki i wigzanie z btonami
p6znych endosomow. Biatko powracato do pierwotnej lo-
kalizacji po zastosowaniu inhibitora syntezy glikolipiddw,
N-butylodeoksygalaktonojirimycyny (NB-DGJ). Ponadto
stwierdzono zmniejszong zdolno$¢ AnxA6 do wigzania z
btonami wczesnych i p6znych endosomow traktowanymi
czynnikami wigzgcymi sie z cholesterolem (digitoning, fi-
liping) lub powodujgcymi usuniecie cholesterolu (metylo-
(3-cyklodekstryng) z bton [2],

PROBY TERAPII W CHOROBIE
NIEMANNA-PICKA TYPU C

Na $wiecie opracowano juz kilka metod jako propozycji
przeciwdziatania chorobie Niemanna-Picka typu C. Wiegk-
szo$¢ tych strategii opiera sie na degradowaniu ztogow li-
pidéw (terapia genowa, transplantacje komdrkami macie-
rzystymi szpiku kostnego i zastepowanie neurondw) lub
zastosowanie zwigzk6éw hamujacych synteze glikolipidow
[29]. Najbardziej obiecujgce wyniki przynosi stosowanie
inhibitoréw enzymu katalizujagcego pierwszy etap biosyn-
tezy glikolipiddw, syntetazy glikoceramiddw, takich jak mi-
glustat (Zavesca®) [30], Ostatnio pojawito sie kilka nowych
zwigzkow (np. NP-27), ktére bezposrednio aktywujg biatko
NPC1, prowadzac do usuwania cholesterolu z btony [31].
Stosowane sg takze oksysterole, ktére powoduja, ze biatka
NPC1 i NPC2 nie sg diuzej odpowiedzialne za transport
wolnego cholesterolu z pdznych endosomoéw i lizosoméw
do mitochondriéw oraz ER i bton aparatu Golgiego; osta-
tecznie dochodzi do obnizenia poziomu catkowitego chole-
sterolu w komdrce [13]. Obiecujace wyniki daje transfekcja
komoérek DNA kodujacym biatka Rab4, Rab7 lub Rah9, co
powoduje obnizenie poziomu cholesterolu na skutek jego
wzmozonej estryfikacji [12]. Obnizenie liczby receptorow
dla czgstek LDL uzyskano takze na skutek wstrzykiwania
do mdzgu biatek rekombinowanych, np. biaka adenowirusa
Ad-NPCI-GFP [32] lub biatka wirusa herpes simplex VP22-
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Rab9 [33], Stworzono takze zwierzece odpowiedniki cho-
roby Niemanna-Picka (myszy NPCL1 (-/-), NPC2(-/~) i NPC1:
NPC2(-/~) [12]). Przedstawione powyzej metody, poza pro-
bami leczenia miglustatem, nie majg zastosowania klinicz-
nego w leczeniu chorych.

UWAGI KONCOWE

Pomimo zgromadzenia znaczacej wiedzy na temat
udziatu aneksyn w chorobie Niemanna-Picka typu C nadal
nie wiadomo, w jaki sposéb biatka te uczestnicza w etiologii
tego schorzenia, przede wszystkim jakiego rodzaju zalezno-
$ci istnieja pomiedzy aneksynami a biatkami NPC1/NPC2.
Na podstawie opublikowanych dotychczas wynikéw do-
Swiadczen mozna wnioskowaé, ze aneksyny wigzac sie ze
specyficznymi mikrodomenami (bogatymi miedzy innymi
w cholesterol) w spos6b zalezny iniezalezny od jonéw wap-
nia mogg odgrywac¢ wazna role nie tylko w ich organizacji
i stabilizacji, ale réwniez w regulacji powstawania i ak-
tywnosci kompleksdw przekazujacych sygnaty w réznych
przedziatach komérki. Uzyskanie odpowiedzi na powyzej
zadane pytania bytoby w przysztosci uzyteczne nie tylko w
celu przypisania aneksynom biologicznej funkcji w choro-
bie Niemanna-Picka typu C, ale takze w okre$leniu mole-
kularnych mechanizméw lezacych u podstaw wielu innych
choréb spichrzeniowych zwiazanych z nieprawidtowym
transportem, magazynowaniem i metabolizmem lipidéw w
komérce.
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ABSTRACT

Niemann-Pick disease is a genetic disorder, affecting approximately 1 to 150 000 living births per year; in Poland 1-5 cases. Usually diagnosed
in the childhood, Niemann-Pick disease results in death in the teenage years. Niemann-Pick disease is defined as a lysosomal storage disorder
and is related to impaired transport and/or accumulation of specific lipids inside the cell. In this report, we provide evidence about potential
role of annexins, calcium- and membrane-binding proteins, in the formation and stabilization of cholesterol-rich microdomains and their
possible function in organizing the membranes of early and late endosomes, organelles affected in the type C Niemann-Pick disease charac-
terized by abnormal accumulation of cholesterol and glycosphingolipids in lysosomal like organelles.
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STRESZCZENIE

okochromanole to grupa zwigzkéw, do ktérych zalicza si¢ tokoferole i tokotrienole, po-
Ttocznie zwane witaming E. Oprécz znanych od dawna przeciwutleniajacych wtasnosci
tych zwigzkéw, w ostatnich latach coraz wiecej danych wskazuje na ich dodatkowe funkcje
petnione u cztowieka, zwigzane z obnizaniem poziomu cholesterolu we krwi, dziataniem
przeciwnowotworowym czy neuroprotekcyjnym, szczeg6lnie w przypadku tokotrienoli. W
artykule oméwiono strukture tokochromanoli, ich wystepowanie oraz biosynteze u roslin
oraz przedstawiono mechanizm dziatania antyoksydacyjnego tych zwigzkéw wraz z ich
nowo poznanymi funkcjami u roélin i zwierzat, niezwigzanymi z dziataniem antyoksyda-

cyjnym.
WPROWADZENIE

Do zwiagzkow okreslanych mianem witaminy E, z chemicznego punktu widze-
nia okres$lanych jako tokochromanole, nalezg rozpuszczalne w lipidach zwigz-
ki: tokoferole i tokotrienole. Sposrdd naturalnie wystepujacych substancji tego
typu, osiem wykazuje aktywno$¢ witaminy E: a-, P-, y-, 6-tokoferol oraz analo-
giczne tokotrienole. Termin ,,tokoferol" zostat wprowadzony po raz pierwszy
przez Evansa i Bishopa w 1922 roku. Zauwazyli oni, ze zwigzek ten zapobiega
bezptodnosci samic u szczurdw, a nazwe utworzyli od greckiego stowa tokos
— pordéd oraz phero —wyda¢ na $wiat. Koncéwka ,,0l" stuzy podkresleniu al-
koholowego charakteru tego zwigzku. Te ,,pozyteczng"” substancje w 1924 Sure
okreslit jako witamine E [1], Po raz pierwszy witamina E zostata wyizolowana z
oleju z kietk6w pszenicy w 1936 roku przez Evansa. Dwa lata p6Zniej Fernholtz
okreslit strukture tego zwiazku, a niedtugo potem Karrer zsyntetyzowat go po
raz pierwszy [1]. Od lat 60-tych XX wieku witamina E budzita zainteresowanie
ze wzgledu na wiasciwosci przeciwutleniajace oraz jako niezbedny skitadnik,
warunkujgcy prawidtowe funkcjonowanie organizmu cztowieka. W 1968 roku
zostata oficjalnie wigczona do listy niezbednych witamin dla cztowieka.

Witamina E jest bardziej antyoksydantem niz typowa witaming. Wiekszo$¢é
witamin odgrywa role kofaktorow w reakcjach enzymatycznych. llo$¢ witamin-
kofaktorow odpowiada ilosci czasteczek enzymow, z tego wzgledu nadwyzka
tych zwigzkoéw nie przynosi zadnej dodatkowej korzysci. Witamina E nie pekni
prawdopodobnie funkcji kofaktora [2]. Wykorzystanie i zapotrzebowanie na
witamine E jest zmienne, poniewaz jest uzaleznione od indywidualnego pozio-
mu stresu oksydacyjnego. Stan ten wywotuje koncentracja w tkankach wolnych
rodnikéw i innych utleniaczy, a takze wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych (zapotrzebowanie na witaminge E wzrasta przy wzroScie spozycia wie-
lonienasyconych kwasoéw ttuszczowych). Niedobdr witaminy E nie wywotuje
chorob z gwattownymi symptomami, tak jak w przypadku niedoboru innych
witamin np.: szkorbut (brak witaminy C), beri-beri (brak witaminy B,), pelagra
(brak kwasu nikotynowego), krzywica (brak witaminy Dt) i in. U cztowieka ob-
jawy niedoboru (lub braku) witaminy E moga by¢ widoczne wéwczas, kiedy
dochodzi do uposledzenia wchianiania ttuszczéw, gdyz witamina E jest w nich
rozpuszczalna, a uwalniana i absorbowana z przewodu pokarmowego podczas
trawienia lipidéw. Skutki niedostatecznego poziomu witaminy E zwykle rozwi-
jaja sie bardzo powoli, sumujac sie przez lata, prowadzac do choréb degenera-
cyjnych, takich jak: nowotwory, choroby serca, miazdzyca.

Ze wzgledu na to, ze organizm cztowieka nie potrafi syntetyzowac witaminy
E, koniecznie jest dostarczanie jej wraz z pozywieniem. Zalecana dzienna dawka
witaminy E dla niemowlat wynosi 3-4 mg, dla dzieci 6-7 mg i okoto 10 mg dla
dorostych [2], Najbogatszym, naturalnym Zrodtem witaminy E sg oleje roslinne,
orzechy, petne ziarna i kietki pszenicy [3,4], Produkty pochodzenia zwierzecego
charakteryzujg sie na ogo6t niewielka zawartoscig witaminy E [4], Wiele badan
wskazuje, ze podczas obrobki Srodkéw spozywczych zawarto$¢ witaminy E
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w nich maleje. Jest ona degradowana przy udziale tlenu, a
proces ten jest przyspieszany przez podwyzszong tempera-
ture, Swiatto, jak rowniez zamrazanie [4],

BUDOWA CHEMICZNA

Zwigzki zaliczane do kompleksu witaminy E (toko-
ferole i tokotrienole) zbudowane sg z aromatycznego
pierscienia i, dotagczonego do niego, izoprenylowego
tancucha, ktéry tworzy w wyniku cyklizacji dodatko-
wy, heterocykliczny pierScien, zawierajgcy tlen (Ryc. 1).
Sam dwupier$cieniowy uktad nosi nazwe chromanu,
natomiast dzieki dodatkowej obecnosci grupy hydroksy-
lowej, powstaje uktad zwany chromanolem. Tokoferole
roznig sie od tokotrienoli stopniem nasycenia tafcucha
bocznego. Tokoferole posiadajg nasycony 16-weglowy
tancuch izoprenylowy, podczas gdy tokotrienole majg
w tym tancuchu trzy wigzania podwojne w pozycjach
3, 7', 11'. Prenylowy #tancuch boczny tokoferoli posiada
wiekszg swobode rotacji w poréwnaniu z tokotrienola-
mi, w ktérych obecnosé podwdjnych wiazah w tancuchu
ogranicza rotacje wokdt wigzan C=C. Izomery a, p, Y, 8
zaréwno tokoferoli jak i tokotrienoli r6znig sie liczbg i
pozycja podstawnikéw metylowych w pierScieniu aro-
matycznym (Ryc. 1). Zwigzkiem podobnym w strukturze
do tokotrienoli jest plastochromanol-8 (Ryc. 1), ktory réz-
ni sie od y-tokotrienolu dtuzszym tafcuchem bocznym.
Wystepuje on w najwiekszych ilosciach w oleju Inianym
i rzepakowym. Stwierdzono, ze aktywno$¢ przeciwutle-
niajagca plastochromanolu-8 jest okoto 1,5 razy wieksza
od aktywnosci a-tokoferolu [5],

R4
HO

Tokoferole

HO

R; =4 >

Tokotrienole
Tokoferol/
Tokotrienol R, r2
a ch3 ch3
p ch3 H
Y H ch3
8 H
HO
Plastochromanol-8
o N

8

Rycina 1. Struktura chemiczna tokoferoli, tokotrienoli i plastochromanolu-8.
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DZIALANIE TOKOFEROLI I TOKOTRIENOLI
U ZWIERZAT I CZLOWIEKA

a-TOKOFEROL

Witamina E jest bardzo waznym naturalnym antyoksy-
dantem zaréwno u roslin, jak i u zwierzagt. W organizmie
cztowieka tokoferole sg absorbowane przez jelitowe ente-
rocyty i gromadzone w chylomikronach [2], Za ich posred-
nictwem tokoferole sg transportowane do tkanek zawiera-
jacych lipaze lipoproteinowa. W nich nastepuje hydroliza
triglicerydow zawartych we wnetrzu chylomikronow.
Takie ,,uszczuplone™ chylomikrony wedrujg do watroby,
gdzie a-tokoferol jest preferencyjnie wigzany przez obecne
w hepatocytach biatko transportujgce a-tokoferol (a-TTP) i
za pomocy lipoprotein o bardzo matej gestosci (VLDL) jest
rozprowadzany po organizmie [2], Pomimo Ze pozostate
izomery tokoferoli takze posiadajg antyoksydacyjne wiasci-
wosci, ich dziatanie jest ograniczone, poniewaz po dostaniu
sie do watroby sg natychmiast metabolizowane i wydala-
ne z z6tcig lub moczem [2]. Witamina E (przede wszystkim
izomer a) stanowi pierwszg linie obrony przed peroksy-
dacjg wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA)
zawartych w fosfolipidach bton komérkowych i organelli
subkomoérkowych [4],

Gdy w organizmie zwierzecym czasteczka tokoferolu
po wypetnieniu swojej funkcji nie ulegnie regeneracji, musi
zosta¢ zastgpiona przez inng. W surowicy oraz bionie mi-
tochondrialnej, gdzie wystepujg dodatkowe lipidowe prze-
ciwutleniacze, takie jak zredukowany ubichinon (koenzym
Q10) i zredukowany a-tokoferolochinon, moze nastepowac
przy ich udziale regeneracja tokoferolu z rodnika tokofe-
roksylowego [6], Przeciwutleniajace dziatanie witaminy E
ma szczegOlne znaczenie dla tkanek o wysokiej zawartosci
PUFA (moézg i centralny uktad nerwowy) Jak juz wspo-
mniano, niedob6r witaminy E nie prowadzi do choréb z
gwattownymi objawami. Jednakze chorobg, ktéra bezpo-
$rednio jest tgczona z jej niedoborem jest ataksja z niedobo-
rem witaminy E (AVED, ang. ataxia with vitamin E deficiency)
[2,4], Ta neurodegeneracyjna choroba jest spowodowana
mutacja w genie kodujgcym a-TTP. Objawia sie ostabie-
niem napiecia mie$niowego, ataksja, zezem, ostabieniem
odruchdéw, arytmia serca, zaburzeniami widzenia, a nawet
Slepota [2], Przeprowadzono szereg badan na zwierzetach
oraz ludziach [7,8], w ktérych wykazano wpltyw witami-
ny E na zapobieganie wielu chorobom, np. miazdzycy [4],
Badania prowadzone pod kryptonimem CHAOS polegaty
na okresleniu wptywu dtugoterminowego podawania a-to-
koferelu na czesto$¢ wystepowania zawatu serca u 0sob z
chorobg wiencowga. [7], Badania te wykazaly, ze przyjmo-
wanie a-tokoferolu przez okres dtuzszy niz rok zmniejsza
ryzyko zachorowania o 77% [7], Wykazano takze, ze a-to-
koferol petni funkcje ochronng w niektérych typach raka
piersi, poprzez indukcje apoptozy w komdrkach nowotwo-
rowych [9,10]. Duzym zaskoczeniem okazaty sie wyniki
badan "zapobiegania rakowi przez a-tokoferol i (3-karoten"
[8]. Badania te objety 29 133 palgcych mezczyzn w wieku
50-69 lat i polegalty na podawaniu przez dtugi okres (5-8
lat) czesci z nich a-tokoferolu (50 mg dziennie), czesci (3-ka-
rotenu (20 mg dziennie), czesci obu tych zwigzkow, a czesci
placebo. Okazato sie, ze p-karoten nie tylko nie zmniejsza
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zachorowalnos$ci na raka —wrecz, w grupie 0séb przyjmu-
jacych ten zwigzek, zauwazono wiekszg zachorowalnos$é
na raka ptuc, prostaty i zotadka. W grupie os6b przyjmuja-
cych a-tokoferol stwierdzono nizszg czesto$¢ wystepowa-
nia raka prostaty, jelita grubego i odbytnicy, za to zwiegk-
szong zachorowalno$¢ na raka zotadka [8]. Liczne badania
wskazujg takze na neuroprotekcyjne dziatanie a-tokoferolu
[11]. Ostatnie doniesienia sugeruja, ze a-tokoferol zmniejsza
czestos¢ atakow epileptycznych indukowanych penicyling
[11]. Powracajace napady epileptyczne mogg prowadzié¢ do
wzrostu zawartosci reaktywnych form tlenu w moézgu, ajak
wiadomo witamina E i inne antyoksydanty dziatajg jako ich
wygaszacze, co jednoczesnie moze warunkowac ich prze-
ciwepileptyczne wiasciwosci [11].

Tokoferole oprocz dziatania przeciwutleniajgcego spet-
niajg takze szereg funkcji nie-antyoksydacyjnych. Wykazano
na przyktad [8], ze a-tokoferol hamuje aktywno$¢ biatkowej
kinazy C (PKC) i procesy, ktére sa PKC-zalezne. Hamowa-
nie aktywnosci kinazy biatkowej C odbywa sie poprzez jej
defosforylacje, jednak nie przez bezposrednie oddziatywa-
nie z kinazg czy wptyw na jej ekspresje, lecz przez aktywa-
cje odpowiedniej fosfatazy. Ostabienie aktywnosci kinazy
C dziata hamujgco na takie procesy, jak: agregacja ptytek
krwi, produkcja NO przez komorki $rodbtonka, produkcja
nadtlenkéw przez neutrofile i makrofagi, a takze powoduje
ostabienie proliferacji komarek miesni gtadkich [8].

Stosowane w medycynie preparaty zawierajgce witami-
ne E, zawierajg a-tokoferol w formie zestryfikowanej, naj-
czesciej w postaci octanu a-tokoferolu. Ostatnie doniesienia
sugerujg wystepowanie naturalnej formy witaminy E, takze
bedacej estrem - fosforanu a-tokoferolu [12], zidentyfikowa-
nego w watrobie i tkance ttuszczowej szczura. Jest to zwig-
zek rozpuszczalny w wodzie i odporny na hydrolize pod
wptywem mocnych kwasdw i zasad. Postuluje sie, ze fosfo-
ran a-tokoferolu moze uczestniczyé w wewngtrzkomorko-
wym transporcie oraz sygnalizacji komorkowej [12].

y-TOKOFEROL

Pomimo ze z czterech izoform tokoferoli najwieksze zna-
czenia dla cztowieka ma forma a, ze wzgledu na sprawne
wchianianie i transport w organizmie cztowieka, niemniej-
sze zastugi sg przypisywane formie y. Zatrzymywanie y-to-
koferolu w tkankach (krwi, tkance ttuszczowej, mies$niach,
skdrze) jest duzo mniejsze niz a-tokoferolu [13]. Te réznice
prawdopodobnie majg swoje Zrédto w innym mechanizmie
metabolicznym pomiedzy tymi formami. Podczas gdy a-to-
koferol wraz z lipoproteinami o matej gestosci (VLDL) jest
transportowany z watroby przez krew do tkanek, przewa-
zajaca ilos¢ y-tokoferolu jest przeksztatcana w watrobie, w
procesie uzaleznionym od cytochromu P450, w hydrofito-
wy zwigzek, 2,7,8-trimetylo-2-((3-karboksyetylo)-6-hydrok-
sychroman (y-CEHC), ktéry jest wydalany wraz z moczem
[13]. y-Tokoferol nie ma tak silnych wiasciwosci przeciw-
utleniajgcych, jak a-tokoferol, jednak brak podstawnika
metylowego przy C-5 w pierScieniu aromatycznym, czyni
z niego doskonaty wygaszacz reaktywnych form tlenoazo-
towych (ditlenek azotu, nadtlenoazotyn) [13]. W wyniku
reakcji y-tokoferolu z tymi rodnikami powstaje 5-nitro-y-
tokoferol, natomiast catkowicie podstawiony pierScied a-
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tokoferolu uniemozliwia zajscie takiej reakcji. Stwierdzono
takze, ze y-tokoferol dziata przeciwzapalnie, hamujac wy-
dzielanie prostaglandyny E2 syntetyzowanej podczas po-
budzania makrofagow lipopolisacharydem i interleuking
1(3 [13]. Ostanie badania sugerujg takze, ze y-tokoferol moze
chroni¢ przed chorobami serca inowotworem prostaty [13].
Opisano tez interesujacg zalezno$¢ pomiedzy zawartoscig
y-tokoferolu w surowicy a zachorowalnos$cig na raka ptuc
[14]. Poziom y-tokoferolu w surowicy w populacji miesz-
kancéw wysp Fidzi jest okoto dwukrotnie wyzszy niz w
populacji z wysp Cooka przy podobnym poziomie a-toko-
ferolu w obu populacjach. Natomiast zachorowalno$¢ na
raka ptuc jest 10-20 razy mniejsza na wyspach Fidzi niz na
wyspach Cooka, pomimo podobnej czestosci palenia.

TOKOTRIENOLE

Oproécz wielu doniesien o dobroczynnych wtasciwosciach
tokoferoli, na uwage zastugujg takze znamienne witasciwo-
Sci tokotrienoli. Pomimo ze zwiazki te charakteryzujg sie
wyzszg aktywnosciag przeciwutleniajgca, ich biodostepnos$é
po doustnym podaniu jest znacznie ograniczona. Tokotrie-
nole nie sa rozpoznawane przez a-TTP i w zwigzku z tym
maja krotki czas zycia [15]. Tokotrienole szybko przenikajg
w giagb skdry, gdzie zwalczajg efekty stresu oksydacyjnego
indukowanego przez UV czy ozon [15]. Obiecujgcym spo-
sobem wykorzystania tokotrienoli, bytaby ich aplikacja bez-
posrednio do skéry, przez co uniezaleznityby sie od prze-
nos$nikéw biatkowych i ich potencjat mégtby zosta¢ w petni
wykorzystany. Ponadto wykazano, ze tokotrienole obnizajg
poziom cholesterolu i lipoprotein surowicy, co moze zapo-
biega¢ chorobom uktadu krazenia i serca, wykazujg dziata-
nie przeciwzakrzepowe (hamowanie syntezy tromboksanu
B2, obnizanie poziomu czynnika ptytkowego PF4), przeciw-
nowotworowe (hamowanie proliferacji komérek melanomy
B16, hamowanie wzrostu linii komdérkowych raka piersi
niezaleznie od estrogenowego statusu receptoréw, ekspresji
wczesnego antygenu wirusa Epsteina-Barr, hepatokarcyno-
genezy) oraz neuroprotekcyjne (hamowanie $mierci komo-
rek neuronowych, indukowanej przez glutaminian), moga-
ce zapobiega¢ neurodegeneracyjnym chorobom, takim jak
choroba Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona [15,16].

WYSTEPOWANIE ORAZ BIOSYNTEZA
TOKOFEROLI | TOKOTRIENOLI U ROSLIN

WYSTEPOWANIE

Tokoferole zidentyfikowano u sinic (cyjanobakterii), glo-
néw, roslin i zwierzat, pomimo ze zwierzeta nie potrafig
ich syntetyzowa¢ [3,17]. Zwigzki te wykryto we wszyst-
kich fotosyntetyzujagcych organizmach, z wyjatkiem sinicy
Anacystis nidulans [3]. W oparciu o dotychczas zbadane ge-
nomy sinic, mozna przypuszczaé, ze wiele z nich nie jest
zdolnych do syntezy tokoferoli [18]. Tokoferole znaleziono
we wszystkich organach roslinnych [3], istnieje jednak duze
zroznicowanie jesli chodzi o catkowitg zawartos$ci tokofero-
li, jak i udziatu w nich poszczeg6lnych izomerdw, od bar-
dzo niskich w bulwach ziemniaka (ponizej 1 pg/g Swiezej
masy), do bardzo wysokich w nasionach i olejach z nich
pozyskiwanych (powyzej 1 mg/g oleju) [19,20] (Tabela 1).
W wiekszos$ci tkanek przewaza a-tokoferol, z wyjatkiem
nasion, gdzie udziat y izomeru jest zwykle najwiekszy.
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Nietypowym sktadem tokoferoli charakteryzuja sie pedy
pasozytniczych ro$lin z rodzaju kanianka (Cuscuta), gdzie
u wiekszosci gatunkdw dominuje y-tokoferol [21]. Na przy-
ktad C. japonica jest gatunkiem wyjatkowym ze wzgledu na
brak a- i (3-tokoferolu, za to dominujgcym izomerem jest 5-
tokoferol [21].

Tokotrienole nie wystepujg zazwyczaj w zielonych cze-
$ciach ro$lin wyzszych, natomiast spotykane sg w znacz-
nych ilosciach w nasionach niektérych gatunkéw (jeczmien
[22], pszenica, ryz, kukurydza, palma olejowa [19,20], kokos
[23], liczi, kasztanowiec chiniski, ostr6zka ogrodowa [24])
oraz w komoérkach wyspecjalizowanych w wytwarzaniu la-
teksu [3]. Stwierdzono, ze w obrebie nasion zbdz rozmiesz-
czenie tokoferoli i tokotrienoli jest nierownomierne: toko-
ferole wystepuja prawie wytgcznie w zarodku, natomiast
tokotrienole w endospermie [22].

Tokochromanole zidentyfikowano w wielu roslinnych
plastydach: amyloplastach nasion i bulw, chloroplastach
tkanek fotosyntetyzujacych, leukoplastach ptatkow oraz
chromoplastach owocéw [25]. Znaleziono je réwniez w wa-
kuoli lisci jeczmienia oraz btonach mikrosomalnych korze-
nia soi [3]. Jednak dane dotyczace pozaplastydowej lokali-
zacji tokoferoli wymagajg weryfikacji. W obrebie chloropla-
stu, obecno$é¢ a-tokoferolu zostata stwierdzona w otoczce
plastydowej (miejsce biosyntezy), w plastoglobulach zloka-
lizowanych w stromie chloroplastu (miejsce przechowywa-
nia) oraz w tylakoidach [3,25], W obrebie bton tokoferole sg
zwigzane z warstwg lipidowg, rzadko z domenami biatko-
wymi. Hydrofobowy ,,ogon" tokoferoli jest zakotwiczony
w warstwie lipidowej btony, natomiast polarna ,gtowa"
znajduje sie przy jej powierzchni.

BIOSYNTEZA

U roslin gtdwnym miejscem syntezy lipidéw prenylo-
wych (tokoferole, tokotrienole, fitol, filochinon, plastochi-
non) sa plastydy. U roslin synteza tokoferoli, tokotrienoli
i plastochinonu jest ze sobg powigzana [26]. Wspdlnym
prekursorem tych zwiazkow jest kwas homogentyzynowy
(HGA), syntezowany w cytosolu przez enzym dioksygena-
ze 4-hydroksyfenylopirogronianu (HPPD) (Ryc. 2). Zablo-
kowanie aktywnoS$ci tego enzymu przez mutacje w genie
hpd lub przez specyficzne inhibitory prowadzi do znacz-
nego ograniczenia biosyntezy tokoferoli i plastochinonu u
roslin wyzszych [27], Jednakze, jak wykazano u sinicy Syne-
chocystis, mutacja w genie hpd prowadzi do upo$ledzenia je-
dynie biosyntezy tokoferoli, co sugeruje alternatywny szlak
biosyntezy plastochinonu u tej sinicy [1,28]. W strukturze
chemicznej tokoferoli i tokotrienoli mozna wyr6zni¢ dwie
cze$ci sktadowe: chromanolowy pierscien oraz prenylowy
tancuch boczny. Aromatyczna ,,gtowa" syntetyzowana jest
w szlaku kwasu szikimowego w cytosolu, natomiast pre-
nylowy ,ogon" w szlaku I-deoksy-D-ksylulozo-5-fosfo-
ranowym, zachodzagcym w stromie chloroplastu. (Ryc. 2).
Zwigzkiem prekursorowym do biosyntezy plastydowych
izoprenoidéw jest I-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan, ktéry
powstaje z pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego.
W szeregu reakcji, w ktérych biorg udziat reduktazy, de-
hydratazy, kinazy, NADPH i ATP, powstaje pirofosforan
izopentenylu (C), z ktérego, w wyniku kondensacji trzech
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kolejnych reszt tego zwigzku, tworzy sie pirofosforan gera-
nylogeranylu (GGPP) (C2), bedacy zwigzkiem posrednim
w syntezie m. in. fitolu chlorofilu, karotenoiddw, taficuchdw
bocznych chinonéw, tokoferoli i tokotrienoli. W syntezie
tokotrienoli bierze udziat GGPP, podczas gdy do wytwo-
rzenia tokoferoli konieczny jest pirofosforan fitylu (Ryc. 2).
Powstaje on z GGPP w ostonce chloroplastowej w reakcji
katalizowanej przez reduktaze geranylogeranylu [29]. Jak
wykazano ostatnio, rowniez fitol, uwolniony w czasie de-
gradacji chlorofilu, moze stuzyé jako substrat do syntezy
tokoferolu [1].

Synteza pierscienia aromatycznego tokoferoli odbywa sie
w szlaku kwasu szikimowego (Ryc. 2). Produktem pierwszej
reakcji jest 3-deoksy-D-arabinoheptulozo-5-fosforan, ktéry
powstaje w wyniku kondensacji fosfoenolopirogronianu i
erytrozo-4-fosforanu. Szereg dalszych przemian prowadzi
do przeksztatcenia tego zwigzku w 4-hydroksyfenylopiro-
gronian (HPP), ktérego bezposrednim prekursorem jest ty-
rozyna. Z HPP w reakcji katalizowanej przez HPPD, tworzy
sie HGA. Pirofosforan fitylu ulega przeniesieniu na HGA,
dajac 2-metylo-6-fitylochinol (MPBQ). Nastepnie specy-
ficzna metylotransferaza (MPBQ-MT) katalizuje przemiane
tego zwigzku w 2,3-dimetylo-5-fitylochinol (DMPBQ). W
wyniku dziatania cyklazy tokoferolowej powstaje y-toko-
ferol. Metylotransferaza y-tokoferolu (y-TMT) wprowadza
grupe metylowg do C-6 w pierscieniu i tworzy sie a-toko-
ferol (Ryc. 2). Cyklaza tokoferolu moze takze katalizowaé
cyklizacje MPBQ do 6-tokoferolu, a ten z kolei moze by¢
przeksztatcony przez y-TMT w (3-tokoferol (Ryc. 2).
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Rycina 2. Biosynteza tokoferoli u roslin.
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W przypadku biosyntezy tokotrienoli, GGPP jest prze-
noszony bezposrednio na HGA, dajac 2-metylo-6-geranylo-
geranylochinol przy udziale specyficznego enzymu. Dalsze
etapy biosyntezy tokotrienoli sg analogiczne do syntezy
odpowiednich tokoferoli i katalizowane przez te same en-

zymy.

Do niedawna przypuszczano, ze wszystkie etapy biosyn-
tezy a-tokoferolu, poczynajac od kondensacji HGA i piro-
fosforanu fitylu, zachodzg w wewnetrznej btonie otoczki
chloroplastu, jednak ostatnio wykazano, ze cyklaza tokofe-
rolowa jest zlokalizowana w obrebie plastoglobul [30]. Na-
tomiast nie zidentyfikowano tam y-TMT, ostatniego enzy-
mu szlaku syntezy a-tokoferolu i lokalizacja tego enzymu
pozostaje nieznana.

Narzedzia inzynierii genetycznej umozliwity doktadne
poznanie molekularnego mechanizmu bhiosyntezy tokochro-
manoli. Genetyczne i molekularne podstawy tych proceséw
poznano dzieki dwédm modelowym organizmom: Arabidop-
sis thaliana i Synechocystis PCC6803. Ciekawe jest, ze z wyjat-
kiem metylotransferazy 2-metylo-6-fitylochinolu, kluczowe
enzymy szlaku biosyntetycznego tokochromanoli roslin i si-
nic wykazujg duzg homologie w sekwencji aminokwasowej
[26]. Dzieki doktadnemu rozpracowaniu poszczeg6lnych
etapow biosyntezy tokochromanoli mozliwe jest wykorzy-
stanie tych informacji do zwiekszenia zawartos$ci tokofero-
li w roslinach, co z kolei moze mie¢ korzystny wptyw na
zdrowie cztowieka. Istnieje kilka ,,punktéow kontrolnych"
szlaku biosyntetycznego tokoferoli, ktére dzieki modyfika-
cjom genetycznym pozwalajg na wptywanie na ich zawar-
to$¢. Pierwszym ,,punktem" jest reakcja katalizowana przez
enzym HPPD. Jak juz wspomniano wcze$niej, enzym ten,
kodowany przez gen hpd (jpsdl), jest wspolnym enzymem
dla szlaku bhiosyntezy tokochromanoli i plastochinonow
[27,28] i katalizuje synteze HGA. Wykazano, Ze egzogenne
dostarczenie HGA powoduje zwiekszenie syntezy tokofero-
lu w kulturach komorkowych [31]. Ponadto udowodniono,
ze nadeskpresja genéw kodujacych y-TMT i MPBQ-MT w
nasionach soi znacznie podnosi zawarto$¢ witaminy E [31].
Jak wiadomo, nasiona roslin akumulujg zwykle mato a-to-
koferolu (formy o najwyzszym potencjale przeciwutleniaja-
cym), gromadzg zas y- i 5-tokoferol 0 znacznie mniejszej ak-
tywnos$ci witaminy E. Nadeskpresja tych dwdch enzymoéw
u soi doprowadzita w 95% do zamiany mniej aktywnych
form w a-tokoferol [31].

ANTYOKSYDACYINA AKTYWNOSC
TOKOFEROLI | TOKOTRIENOLI U ROSLIN

Zdolnos¢ tokoferoli itokotrienoli do neutralizacji wolnych
rodnikéw wynika z ich zdolnosci do przekazywania wodo-
ru fenolowego na lipidowe wolne rodniki. Ta whasciwos$¢
jest uwarunkowana kilkoma szczeg6lnymi cechami jakie
posiadajg omawiane zwigzki: a) stopniem metylacji aroma-
tycznego pierscienia (a > p =y > 5), b) rozmiarem heterocy-
klicznego pierscienia, c) dtugoscig prenylowego #fancucha.
Podejrzewa sie, ze stopiefd nienasycenia prenylowego tan-
cucha (coro6zni tokoferole od tokotrienoli) moze determino-
wac ich rozpuszczalno$é w ttuszczach i zatrzymywanie w
btonach lipidowych. Im wigkszy stopien nienasycenia, tym
lepsza rozpuszczalno$¢ w ttuszczach. Stwierdzono takze, ze
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a-tokotrienol charakteryzuje sie znacznie wiekszg aktyw-
noscig przeciwutleniajacg niz a-tokoferol [15]. Ponadto, ak-
tywnos$¢ antyoksydacyjna tokoferoli w procesie utleniania
lipidéw in vivo przedstawia sie nastepujgco: a > p >y > 6,
podczas gdy in vitro ta zalezno$¢ jest odwrotna [3].

Wykazano, ze u roslin tokoferole i tokotrienole petnig
dwojaka funkcje: usuwajg rodnikowe produkty utleniania
lipidow oraz wygaszaja tlen singletowy 10 2i usuwajg inne
reaktywne formy tlenu [17]. Jako antyoksydanty, tokochro-
manole neutralizujg rodniki nadtlenkowe lipidow, ktdre wy-
wotujg taricuchowe reakcje peroksydacji lipidéw [32,33]. Pro-
dukty peroksydacji lipidow modyfikujg wtasciwosci fizyczne
bton komérkowych, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
utraty integralno$ci bton wewnatrzkomaérkowych. Tokofero-
le i tokotrienole neutralizuja, powstajace w czasie utleniania
PUFA, rodniki nadtlenkowe lipidéw, w ten sposéb, ze odda-
ja atom wodoru, ktory przytacza sie do rodnika lipidowego.
Wytwarzajg sie przy tym rodniki tokoferoksylowe lub toko-
trienoksylowe, ktore sa regenerowane do form wyjsciowych
przez askorbinian [17]. a-Tokoferol jest takze efektywnym
wygaszaczem tlenu singletowego( 2. Zdolno$¢ do reakcji
z 10 2zalezy od obecnosci wolnej grupy -OH w pierscieniu.
a-Tokoferol moze réwniez doprowadzi¢ do usuniecia 'O,
na drodze reakcji chemicznej [32]. Powstaje wtedy epoksyd
tokoferolochinonu oraz a-tokoferylochinon [17]. Ten ostatni
zwigzek w postaci zredukowanej takze posiada witasciwosci
przeciwutleniajace [25].

W zywych komérkach efekt przeciwutleniajgcy jest wy-
padkowa dziatania poszczego6lnych przeciwutleniaczy.
Moga one oddzialywac ze sobg w rézny sposob:

a) chronig siebie nawzajem przed oksydacjg; wykazano
kooperacje w wygaszaniu tlenu singletowego pomiedzy
a-tokoferolem a (3-karotenem w btonach lipidowych, p-ka-
roten odgrywa role antyoksydanta przy niskich cisnieniach
tlenu, podczas gdy wysokie ciSnienie znosi jego dziatanie.
a-Tokoferol moze zastepowaé p-karoten w ochronie bton li-
pidowych przed oksydacjg [34], Wsp6tzalezno$¢ pomiedzy
a-tokoferolem a p-karotenem w ochronie fotosystemu Il
wykazano u Chlamydomonas reinhardtii po traktowaniu tego
glonu herbicydami [35,36]. Ta wspétpraca w ochronie pole-
ga na wygaszaniu tlenu singletowego. Ponadto wykazano,
ze mutant npqgl Arabidopsis, charakteryzujacy sie brakiem
deepoksydazy wiolaksantyny, akumuluje wieksze ilosci a-
tokoferolu w czasie aklimacji do warunkéw silnego oSwie-
tlenia. Sugeruje to, ze wspdtzalezno$¢ pomiedzy a-tokofe-
rolem a wysoka zawartos$cig zeaksantyny jest odpowiedzig
na stres $wietlny u roslin [37],

b) inne antyoksydanty biorg udziat w regenerowaniu a-to-
koferolu, np.: kwas askorbinowy. Zwigzek ten uczestniczy
w redukcji rodnika a-tokoferoksylowego do a-tokoferolu.
Wytworzony w tym czasie monodehydroaskorbinian jest z
powrotem przeksztatcany w kwas askorbinowy przez re-
duktaze dehydroaskorbinianowg oraz glutation [3].

INNE FUNKCJE TOKOFEROLI U ROSLIN

a-Tokoferol, a przede wszystkim a-tokoferolochinon
(produkt utleniania a-tokoferolu) majg wptyw na przeptyw
elektronéw w obrebie fotosystemu Il [38]. a-tokoferolochi-
non jest takze efektywnym wygaszaczem fluorescencji chlo-
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rofilu w fotosystemie Il [38]. Wykazano, ze cykliczny trans-
port elektron6w woko6t PSU jest hamowany przez a-tokofe-
rol, a stymulowany przez a-tokoferolochinon, ktéry moze
utlenia¢ cytochrom b..4 co stanowi swoistg fotoprotekcje
przed nadmiarem energii $wietlnej w tylakoidach [38].

Wykazano takze, ze a-tokoferol bierze udziat w komu-
nikacji miedzykomérkowej [3]. Badania sugeruja, iz toko-
ferole regulujg ilo$¢ kwasu jasmonowego (JA) w lisciach, co
wptywa z kolei na rozwdj roslin i ich odpowiedz na stres.
Tokoferole majg posredni wptyw na akumulacje JA przez
kontrolowanie szybkosci utleniania lipidow w chloropla-
stach inagromadzenia sie nadtlenkow lipidow, ktére z kolei
sg wykorzystywane do syntezy JA [39]. JA reguluje ekspre-
sje genow w jadrze — wptywa na fotosynteze, degradacje
chlorofilu, metabolizm antocyjanow i antyoksydantéw (to-
koferolu, glutationu) [39,40]. Indukcja tych genow przez JA,
moze by¢ podstawg do zwigkszenia wytwarzania tokoferoli
i tym samym ochrony roélin [39], Badania prowadzone na
kukurydzy i ziemniaku wykazaty, ze a-tokoferol jest za-
angazowany w eksport metabolitow z lisci do floemu [1],
Obnizona zawarto$¢ tokoferolu u mutanta kukurydzy iw
transgenicznych ziemniakach przejawiata sie akumulacja
w lisciach sacharozy, skrobi, antocyjanin oraz nieprawidto-
wym wyksztatceniem plazmodesméw [1], Zwigzana z tym
faktem moze by¢ obecno$¢ tokoferoli u kanianek (Cuscuta
sp.). U tych pasozytniczych ro$lin zasadniczg role odgrywa
transport asymilatow od gospodarza. Uzaleznienie funkcjo-
nowania od zywiciela spowodowato u nich redukcje apa-
ratu fotosyntetycznego. Dlatego podejrzewa sie, ze funkcjg
tokoferoli u kanianek jest raczej wspomaganie transportu
cukréw niz udziat w ochronie przed fotooksydacja [18].

ZMIANY ZAWARTOSCI TOKOFEROLI

W TRAKCIE WZROSTU | ROZWOJU

ROSLIN ORAZ WPLYW WARUNKOW
SRODOWISKOWYCH NA ICH ZAWARTOSC

Wysoka zawarto$¢ tokoferoli w nasionach jest uwa-
runkowana potrzebag ochrony przed utlenianiem kwasow
ttuszczowych olejéw w nich zawartych. Ogélna zawarto$é
tokoferoli ulega podwyzszeniu takze w czasie dojrzewania
owocow. W tym czasie stezenie form a i p wzrasta znacz-
nie, natomiast izomer y wykazuje wzrost zawartosci na po-
czatku, a w koncowych stadiach dojrzewania obserwuje sie
spadek jego zawartosci. Przyktadowo, u papryki (Capsicum
annuum) zawarto$é y-tokoferolu wzrasta, osiggajac maksy-
malne stezenie w czerwonych, soczystych owocach, a po-
tem spada [3]. Innym przyktadem jest soja, u ktorej zawar-
tos¢ a-tokoferolu wzrasta na poczatku kietkowania, a po
24 godzinach spada, co ma zwigzek z nagromadzeniem sie
reaktywnych form tlenu, ktére generuje proces kietkowa-
nia [3]. Ponadto okazato sig, ze miode liscie rzodkiewnika
(Arabidopsis) wykazujg wiekszg tolerancje na obecno$¢ tlenu
singletowego niz starsze, pomimo ze zawarto$¢ a-tokofero-
lu jest taka sama [37], Sugeruje to, ze starzenie sie lisci jest
zwigzane raczej ze zmiang wielu czynnik6w niz ze zmiang
stezenia pojedynczego przeciwutleniacza. Wzrost zawar-
tosci a-tokoferolu (czasami takze y-tokoferolu) w poczat-
kowych stadiach starzenia sie lisci i pdzniejszy ich spadek,
obserwowany byt takze u jeczmienia [3], Prawdopodobnie,
tokoferole nie tylko przyczyniaja sie do podtrzymania inte-
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gralnosci bton w pierwszych etapach starzenia sie lisci, lecz
takze maja wptyw na ekspresje genéw zaangazowanych w
synteze genoéw zwigzanych ze starzeniem.

Wysokie natezenie $wiatta jest jednym z czynnikéw mo-
dyfikujacych w najwiekszym stopniu zawarto$¢ tokoferoli
w lisciach. Wykazano na przyktad, ze zawarto$¢ a-tokofero-
lu w lisciach buka i debu wyeksponowanych na silne $wia-
tho jest kilkukrotnie wyzsza niz w lisciach zacienionych.
[41], Swiadczy to o dziataniu fotoprotekcyjnym tokoferoli.
Taki wniosek potwierdza takze wysokie stezenie a-toko-
ferolu u roslin wysokogorskich, ktdre sg czesto narazone
na dziatanie silnego $wiatta oraz niskiej temperatury [3].
Stwierdzono takze wahania poziomu a-tokoferolu uwarun-
kowane rytmem dobowym roslin. U alpejskich gatunkéw
maksymalna koncentracja a-tokoferolu wystepuje w potu-
dnie, a najnizsza jest w okresie nocnym [3], Natomiast u ro-
§lin srédziemnomorskich zawarto$¢ a-tokoferolu utrzymu-
je sie na statym poziomie w ciggu catego dnia [42]. Wzrost
zawartosci a-tokoferolu u roslin powoduje takze: niedobor
wody, promieniowanie UV-B, niska temperatura. Wiadomo
jednak, ze w warunkach stresowych wspdétdziatajg ze sobg
rozmaite mechanizmy protekcyjne, a niedobdr ktérego$ z
nich moze by¢é rekompensowany przez podwyzszong ak-
tywnos$¢ innego mechanizmu. Na przykfad, u mutanta vtel
Arabidopsis thaliana — catkowicie pozbawionego tokoferoli
— zaobserwowano zahamowanie wzrostu o 10-15% oraz
niewielki spadek zawartosci chlorofilu i kwantowej wydaj-
nosci fotosyntetycznej przy intensywnosci $wiatta 850 gmol
fotonow nr2s1[43]. Z kolei mutanty Synechocystis pomimo
braku tokoferoli, przezywajg zaréwno w optymalnych wa-
runkach oswietlenia, jak i w warunkach stresu $wietlnego
[44]. Dowiedziono takze, ze w mtodych, rozwijajgcych sie
lisciach transgenicznego tytoniu, u ktérego zredukowana
jest aktywnos$é reduktazy geranylogeranylu (mutant chiP),
selektywnie gromadzg sie barwniki cyklu ksantofilowego,
co pozwala na przystosowanie do silnego Swiatta i zapobie-
ga fotooksydacyjnym zniszczeniom [45], Dane te w peini
potwierdzajg istnienie alternatywnych form ochrony roélin
przy braku lub niedoborze tokoferoli. W sytuacji odwrot-
nej, tzn. w przypadku ostabienia innych mechanizmoéw
ochronnych, wzrost zawartosci tokoferoli przeciwdziata de-
strukcyjnym zjawiskom. U mutanta npgl Arabidopsis, ktory
charakteryzuje sie brakiem deepoksydazy wiolaksantyny,
enzymu przeksztatcajgcego wiolaksantyne w zeaksantyne
przy nadmiarze swiatta (cykl ksantofilowy), liscie akumulu-
ja wiecej a-tokoferolu podczas fotoaklimacji [37],

Podsumowujgc, wzrost stezenia tokoferoli jest odpowie-
dzig na stres, wywotany przez rézne czynniki srodowisko-
we. Jednak odpowiedz ta jest sumg reakcji wielu mechani-
zmoéw obronnych funkcjonujgcych w ro$linie, a tokoferol
jest jednym z ogniw protekcyjnych. Jedynie rozpatrywanie
funkcji tokoferoli w kontekscie oddziatywan z innymi czyn-
nikami ma sens ijest w petni zrozumiate. Niedobor lub brak
ktéregos$ z fotoprotekcyjnych lub antyoksydacyjnych me-
chanizméw nie prowadzi do $mierci roslin, poniewaz ist-
nieja mechanizmy wyréwnawcze, zapobiegajace uszkodze-
niom komdrek i tkanek. Tylko zniszczenie wszystkich tych
mechanizméw lub bardzo silny stres moze doprowadzi¢ do
$mierci rosliny.
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Tabela 1. Zawarto$¢ tokochromanoli w wybranych ro$linach i olejach [19,20],

Roélina i organ Catkowita zawarto$¢ tokoferoli Procent Procentowy udziat pozostatych
[Hg/g$.m. lub gg/g oleju] a-T izomeréw tokochromanoli
Ziemniak —bulwa 0,7 90 10% y+R-T*
Satata —lis¢ 7 55 45% y-T
Szpinak —1is¢ 30 63 5% y-T, 33% 6-T
Kapusta —Iis¢ 17 100 -
Synechocystis sp. PCC6803 10 95 5% y-t
Rzodkiewnik —Ilis¢ 10-20 90 10% Y-T
Rzodkiewnik —nasiona 200-300 0 95% y-T, 5% 6-T
Pszenica —nasiona 50 20 56% B-T3,15% B-T, 10% a-T3
Pszenica —olej z kietkdw 2700 a7 25% B-T, 10% y-T, 7% R-T3 J
Ryz —biate ziarna 17 18 30% a-T3, 30% y-T3,18% Y-T
Kukurydza —nasiona 60 10 75% y-T, 15% o+y-T3 HHB !
Kukurydza —olej z nasion 1000 20 70% y-T, 7% 6-T
Palma olejowa —Iié¢ 300-500 100
Palma olejowa- olej z nasion 500 25 30% a-T3, 40% Y-T3,
Soja —olej z nasion 1200 7 70% y-T, 22% 6-T
Stonecznik —olej z nasion 700 96 4% y+B-T
Rzepak —olej 500-700 27 73% y-T

*T: tokoferol, T3: tokotrienol
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ABSTRACT

Tocochromanols belong to a group of compounds comprising tocopherols and tocotrienols, known as vitamin E. Apart from the well known
antioxidant properties of these compounds, there is increasing evidence accumulating for their additional function in men, manifesting in
lowering of blood cholesterol level, anticancer and neuroprotective action, especially in the case of tocotrienols. The present article describes
the structure of tocochromanols, their occurrence and biosynthesis in plants. The mechanism of antioxidant action of these compounds and
recently recognized additional functions in plants and animals are presented.
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Stowa kluczowe: prion, terminacja transla-
cji, ewolucja drozdzy, poszukiwanie lekéw

Wykaz skrétéw: PrD — domena wptywa-
jaca na przemiane konformacyjna tworzgca
prion w komérkach drozdzy; PrP — biat-
ko wystepujace u ssakéw, tworzace prion;
[PSI+] — prion drozdzowy tworzony przez
zagregowang forme Sup35p; [psi-] — feno-
typ dzikich pod wzgledem prionu [PS/+]
drozdzy; Sup35p — czynnik terminacji
translacji Sup35 wystepujacy u drozdzy
S. cerevisiae
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STRESZCZENIE

riony charakteryzujg si¢ mozliwoscig przyjmowania dwéch alternatywnych, ale stabil-
Pnych energetycznie struktur przestrzennych. Obok badanych na szerokg skale prionéw
wystepujacych u ssakéw, biatka o charakterze prionéw spotkaé mozna réwniez w komor-
kach drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Badania doprowadzity do sformuowania przeciw-
stawnych hipotez ttumaczacych istnienie prionu [PS7+] w komérkach drozdzy. Postuluje
sie udziat tego prionu w ewolucji S. cerevisiae, jednak istniejg réwniez badania sugerujace
szkodliwy wptyw prionéw nafizjologie drozdzy. W ostatnich latach, ze wzgledu na wspélne
cechy ze ssaczymi prionami, drozdzowe priony wykorzystywane sg rowniez do szybkiego
przeszukiwania bibliotek potencjalnych lekéw przeciwprionowych. Niniejsza praca prezen-
tuje najnowsze kierunki badan nad drozdzowym prionem [PS/+].

WPROWADZENIE

Termin ,,prion" po raz pierwszy zostat uzyty do opisania biatkowej czastecz-
ki zakaZznej (ang. proteinaceous infectious particie), bedacej przyczyna pasazowal-
nych encefalopatii gabczastych (ang. transmissible spongiform encephalopathies)
[1]. Obecnie wiadomo, ze priony stanowig bardzo osobliwg grupe biatek, ktére
charakteryzuja sie mozliwos$cig przyjmowania co najmniej dwéch odmiennych,
stabilnych konformacji. Biatko o niezmienionym ksztatcie moze zréznych przy-
czyn, przyjmowac alternatywng konformacje bez najmniejszych zmian w jego
sekwencji reszt aminokwasowych. Tego typu biatka wystepujg u wielu gatun-
kéw ssakow i znane sg jako PrP [2], jednak ich funkcje fizjologiczne nie zostaty
dotad poznane. Wazng cechg biatek o charakterze prionu jest mozliwo$¢ od-
wracalnej zmiany ich ksztattu. Jednak w przypadku prionéw wystepujacych u
ssakdw jest to mozliwe jedynie in vitro [3]. W warunkach fizjologicznych przy-
wrécenie pierwotnej konformacji PrP nie jest mozliwe iz tego powodu choroby,
ktorych przyczyng sa priony zawsze sg $Smiertelne.

Przetom w badaniach nad prionami nastgpit wraz z odkryciem biatek wykazu-
jacych wyzej wymienione cechy w grzybach, m. in. w drozdzach piekarniczych
Saccharomyces cerevisiae [4,5], nie wykazujg one jednak duzego podobienstwa do
PrP wystepujacych u ssakéw pod wzgledem sekwencji reszt aminokwasowych,
ani struktury przestrzennej. W odr6znieniu od prionéw wystepujacych u ssakow,
funkcje drozdzowych prionéw sa stosunkowo dobrze poznane i wiadomo, ze bio-
rg one udziatl w okreslonych procesach zachodzacych w komérce. Stwierdzono
réwniez, ze zmiana konformacji biatka czesto uniemozliwia jego poprawne funk-
cjonowanie, a efekty mozna zaobserwowa¢ w postaci zmiany fenotypu. Uwaza
sie, ze utrata funkcji biatka jest zwigzana réwniez z jego agregacja. Fenotyp, ktory
ulegt zmianie w wyniku zmiany konformacji biatka tworzgcego prion, przekazy-
wany jest komdrce potomnej, poniewaz biatka o zmienionej konformacji, bedace
przyczyng tego stanu, réwniez przekazywane sa komdrce potomnej razem z cy-
toplazma.

ODKRYCIE [PSI+]

Jeden z najlepiej poznanych drozdzowych prionéw bedacy przyczyng fenoty-
pu [PS/+], charakteryzujacy sie pomijaniem kodonow stop, zostat opisany po raz
pierwszy w 1965r. przez Briana Coxa, ktéry prowadzit badania nad supresorami
mutacji typu nonsens [6]. Wykazat on, ze czesto$é pomijania kodonow stop zalezy
od obecnosci cytoplazmatycznego czynnika [PS7+], ktérego natura jeszcze wte-
dy nie byta znana. Nastepnie wykazano, ze fenotyp [PS/+] moze by¢ zwigzany z
mutacjg m.in. w genie SUP35, jednak mutacja ta byta recesywna i dziedziczona
zgodnie z prawem Mendla w stosunku 2:2, natomiast czynnik [PS/+] przekazy-
wany byt do wszystkich komérek potomnych. Ponadto wykazano, ze przenie-
sienie cytoplazmy z komoérek o fenotypie [PS/+] do komoérek [psi-] powoduje u
nich zmiane fenotypu [7], Sugerowato to udziat czagsteczek DNA wystepujacych
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w cytoplazmie, wykazano jednak, ze czynnik ten nie jest
zwigzany z DNA mitochondrialnym, plazmidem 2p i 20S
RNA [7-9], Odkryto natomiast, ze zastosowanie tagodnych
czynnikéw denaturujgcych biatka powoduje zmniejszenie
wydajnosci pomijania kodonéw stop. Doprowadzito to do
whniosku, ze czynnik [PS/+] wystepuje w wielu kopiach, naj-
prawdopodobniej w postaci biatka [5],

W potowie lat 90. ubiegtego stulecia zesp6t Reeda Wick-
nera zaproponowat hipoteze, ktéra zaktadata, ze czynnik
[PS/+] moze by¢ formg prionowg biatka Sup35 [5]. Biatko
to wchodzi w skiad kompleksu terminacji translacji i jest
niezbedne do poprawnego zakonczenia procesu translacji.
Hipoteza zespotu Wicknera, wraz z wynikami prac innych
badaczy uzyskanymi do tego czasu, doskonale ttumaczyta
pierwsze obserwacje Coxa.

Hipoteza zespotu Wicknera zaktadata, ze w komdrkach
[psi-] biatko Sup35 ma konformacje pozwalajgcg funkcjono-
wac temu biatku normalnie (Sup35pm ), podczas gdy w ko-
morkach z fenotypem [PSI+] przewaza forma nadajaca cha-
rakter prionu temu biatku (Sup35prei+). Hipoteza przewidy-
wata ponadto zdolno$¢ Sup35pP3+do zmiany konformacji
Sup35pE~w forme SupSSpT [5], Pewnym potwierdzeniem
tego zjawiska byta obserwacja pojawiajacych sie de novo ko-
morek [PS/+] po wyrazeniu duzej liczby czasteczek Sup35p
z plazmidu niosgcego gen SUP35 [10]. Zinterpretowano
to jako dowdd na przypadkowa zmiane struktury biatka
Sup35, ktéra zachodzi z wiekszym prawdopodobienstwem,
gdy istnieje wieksza liczba czasteczek, ktéra moze poddac
sie takiej zmianie [5]. Innym waznym odkryciem, zwigza-
nym z genem SUP35, byta jedna z jego mutacji, nazwana
PNM2 (ang. Psi no more) [11], Ta dominujgca mutacja cha-
rakteryzuje sie zmiang 58. aminokwasu z glicyny na kwas
asparaginowy i powoduje zniesienie fenotypu [PS/+] [12].
Obszar biatka, w ktérym znajduje sie ten aminokwas na-
zwano domeng N, a dzi$ wiadomo, ze domena ta odgrywa
kluczowg role, nadajgc biatku Sup35 cechy charakterystycz-
ne dla prionu, czyli zdolno$¢ do przyjmowania dwoch rz-
nych, stosunkowo stabilnych energetycznie, konformacji.

Wiecej informacji o prionie [PS/+] u drozdzy S. cerevisiae
mozna znalez¢é w artykule pt. ,Prion [PSI] i jego wptyw na
terminacje translacji u drozdzy Saccharomyces cerevisiae™ za-
mieszczonym poprzednio na tamach ,,Postepéw Biochemii”
[13].

ORGANIZACJA Sup35p

Biatko Sup35 jest zbudowane z fancucha polipeptydowe-
go, sktadajgcego sie z 685 aminokwaséw, w ktérym mozna
wyodrebnié¢ trzy domeny — N, M i C [14,15]. Zasadnicza
czes$¢ biatka stanowi domena C (aminokwasy 254-685), w
tym réwniez cze$¢ odpowiedzialna za zakonczenie transla-

L NQ .., NR—
1(1-41)j (41-123)

N (1-123)-
PrD

M (124-253) ;... C (254-685)

Rycina 1. Schemat organizacji domen w Sup35p.
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cji. Pozostatg czesc biatka dzieli sie na dwie czesci —domene
N (aminokwasy 1-123) i domene M (aminokwasy 124-253).
Domena N nadaje biatku Sup35 charakter prionu, umozli-
wiajagc zmiany konformacji catego biatka. Z tego powodu
domena ta nosi takze nazwe PrD (ang. Prion-forming Doma-
in) [16]. Domena M charakteryzuje sie obecnoscig licznych
aminokwasow z grupami bocznymi obdarzonymi tadun-
kiem elektrycznym, co réwniez moze wptywaé na Sup35p,
nadajagc mu cechy biatek prionowych [17] (Ryc. 1). Warto
jednak podkresli¢, ze domena C, po usunieciu domen N i
M, jest w stanie funkcjonowaé samodzielnie jako czynnik
terminacji translacji, co zostato potwierdzone eksperymen-
talnie [15]. Z tego powodu uwaza sie, ze domeny NiMsg
odpowiedzialne za nadanie Sup35p charakteru prionu.

CHARAKTERYSTYKA PrD

Domena odpowiedzialna za zmiang konformacji biatka
Sup35 sktada sie ze 123 aminokwaséw. Funkcje tej domeny
badano ré6znymi sposobami, jednak jej cechy najlepiej obra-
zujg prace, ktére polegaty na doprowadzeniu do nadpro-
dukcji samej domeny N w komoérkach drozdzy [18-20], W
komérkach z nadmiarem tego fragmentu Sup35p, zaobser-
wowano pojawienie sie agregatow biatkowych charaktery-
stycznych dla komoérek wykazujacych fenotyp [PS/+]. Dal-
sze badania spowodowaty podziat tej domeny na kolejne
dwie czesci ze wzgledu na petnione przez nie funkcje. Rejon
NQ (reszty 1-41), szczeg6lnie bogaty w asparagine i gluta-
mine (ang. N domain Q-rich), odpowiada za zmiane konfor-
macji prionu, natomiast pozostata cze$¢ PrD, nazwana NR,
zawiera pie¢ powtdrzen oligopeptydowych (ang. N domain
Repeat), ktorych obecnos¢ jest konieczna do stabilnego prze-
kazywania agregatow Sup35p do komdrek potomnych [21].
Przyczyna tego zjawiska nie zostata poznana, jednak wyni-
ki badan sugerujg, ze rejon ten moze by¢ odpowiedzialny
za fragmentacje agregatu Sup35p, przeprowadzang przez
biatko szoku cieplnego Hspl04 [22],

Fizjologiczng funkcjg biatka Hspl04 jest przywracanie
poprawnych konformacji zdenaturowanych i zagregowa-
nych biatek przez ich podziat na coraz mniejsze agregaty
az, potencjalnie, do pojedynczych czasteczek biatka [23].
Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze stezenie
tego biatka w komaérce zapewnia fragmentacje agregatu na
mniejsze czesci, ktore moga by¢ skutecznie przekazywane
komérkom potomnym wraz z cytoplazma, zapewniajac za-
chowanie fenotypu [PS/+] [24], Interesujgacg obserwacjg jest
to, ze zaréwno niski poziom ekspresji, jak i nadekspresja
HsplO4p prowadzi do przywrécenia fenoty