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JUBILEUSZ 50-LECIA POLSKIEGO
TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Drodzy Koledzy,
dla uczczenia 50-lecia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego organizujemy Sesje Jubileuszowg, ktéra
odbedzie sie 3 kwietnia 2009 r. w Sali Lustrzanej Patacu Staszica w Warszawie.

W pierwszej czesci spotkania o historii Towarzystwa opowie prof. Lech Wojtczak, wyktady wygtoszg prof.
Maciej Zylicz (,Kameleony biatkowe") i prof. Grzegorz Wegrzyn (,50 lat PTBioch — 150 lat DNA"); zostang
takze wreczone dyplomy Cztonkom Honorowym Towarzystwa.

Nastepnie odbedzie sie cze$¢ wspomnieniowa, podczas ktdrej, przy lampce wina i poczestunku, zebrani
beda mogli powspominaé i porozmawia¢ w towarzystwie o Towarzystwie.

Przewidujemy pokaz multimedialny, prosimy wiec zainteresowane osoby o nadsytanie do 31 marca b.r.
plikéw ze zdjeciami i filmami na adres: j.redowicz@nencki.gov.pl

Serdecznie zapraszamy wszystkich cztonkow i mitosnikow Towarzystwa na te uroczystosc.

Sekretarz Towarzystwa Prezes Towarzystwa
cJlioOu N
Maria”olanta Redowicz Andrzej Dzugaj
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MAPA POLSKIEJ BIOCHEMII

Udziat t6dzkiego oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

w tworzeniu i dziatalnosci Towarzystwa do roku 1970

Alicja Klimczak1

Uniwersytet Medyczny w todzi, Katedra Hi-
storii Medycyny i Farmacji, Zaktad Historii
Nauk i Medycyny Wojskowej, ul. Zeligow-
skiego 7/9, 90-643 £6dz; tel.: (042) 639 32 70,
504 160 998, e- mail: ala_klimczak@02.pl

Wspdtzatozycielami oraz cztonka-
mi Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego byli miedzy innymi tddzcy
biochemicy, pracownicy Uniwersy-
tetu Lodzkiego i Akademii Medycz-
nej. Pierwszym Prezesem Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego byt
prof. Bolestaw Skarzynski z Krakowa,
lecz juz drugim Prezesem, w latach
1961-1963, zostat prof. Bronistaw Fi-
lipowicz, kierownik Katedry Chemii
Ogolnej i Fizjologicznej Akademii
Medycznej w todzi. W roku 1963
odbyt sie w todzi pierwszy Krajowy
Kongres Biochemii. Wktad w tworze-
nie i dziatalno$¢ Towarzystwa t6dz-
kich naukowcéw byt znaczacy, co
odzwierciedla liczba cztonkéw oraz
zgtaszane komunikaty i doniesienia
zjazdowe, a takze wygtoszone wykta-
dy. W ramach dziatalnosci naukowej
oddziat organizowat zebrania nauko-
we, na ktorych wygtaszano referaty.
Pod koniec omawianego okresu Od-
dziat £ddzki byt jednym z o$rodkdéw
w Kkraju, w ktérym odbyto sie najwie-
cej zebran naukowych poswieconych
dyskusjom nad pracami wtasnymi.

Pracownicy Katedry Biochemii
Uniwersytetu tddzkiego i Katedry
Chemii Ogdlnej i Fizjologicznej Aka-
demii Medycznej w todzi byli aktyw-
nymi cztonkami Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego, ktére zostato
powotane dnia 22 marca 1958 roku
(Ryc. 1). Wsréd zatozycieli Towarzy-
stwa byli prof. Antoni Dmochowski z

1 Autorka tekstu 28.01. 2009 r. obronita prace
doktorska pt. ,,Osiagniecia chemii lekarskiej
w todzkiej uczelni medycznej w latach 1945-
1970". Promotorem pracy byt prof. Jerzy
Supady, kierownik Katedry Historii Medy-
cyny i Farmaqi Uniwersytetu Medycznego
w todzi.
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Rycina 1. Kopia decyzji z dnia 22 marca 1958 r. w
sprawie wpisu do Rejestru Stowarzyszen i Zwiaz-
kéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz
Wyciag z rejestru Stowarzyszeri i Zwigzkéw Prezy-
dium Rady Narodowej m.st. Warszawy. Zrédto:Ar-
chiwum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Warszawie, Sygn. S.A.1V/2/32/58.

Uniwersytetu £6dzkiego2i prof. Bro-
nistaw Filipowicz z éwczesnej £6dz-
kiej Akademii Medycznej3 Zadaniem
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego byto popieranie rozwoju bio-
chemii i jej popularyzacja, w oparciu
0 spoteczng prace ich cztonkéw, po-
przez organizacje zjazdéw, sympo-

2 Prof. Antoni Dmochowski, wybitny polski
biochemik, specjalista od kwaséw nukleino-
wych, kierownik Katedry Biochemii na Uni-
wersytecie £6dzkim by}, wraz z prof. Filipo-
wiczem, cztonkiem zatozycielem Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. Warto takze
pamieta¢, ze Katedra kierowana przez prof.
Dmochowskiego byta pierwszg w Polsce
uczelniang placowka majacg w swej nazwie
stowo ,,biochemia”. Prof. A. Dmochowski i
prof. B. Filipowicz stali sie p6zniej patrona-
mi dwoch waznych nagréd Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego (za osiggniecia w
nauczaniu biochemii, biologii molekular-
nej i biotechnologii przyznawanej od 1996
roku i za popularyzacje biochemii i nauk
pokrewnych przyznawanej od 2001 roku).

3 Kronika, Postepy Biochemii, tom 4, zeszyt 3,
1958 r,, str. 403

zjow, zebran naukowych, odczytéw,
wyktadow i konkurséw, wydawnic-
two i popieranie czasopism nauko-
wych, ksigzek i publikacji z zakresu
biochemii, wspdtpracy z witadzami,
stowarzyszeniami.4

Jako naukowy wktad w dziatal-
nos$¢ Towarzystwa, Katedra Chemii
Ogélnej i Fizjologicznej wniosta w
1958 roku wyniki badai nad kwasami
nukleinowymi i nukleoproteidami.
Ponadto w wyniku wspotpracy z Ka-
tedrg Biochemii Uniwersytetu to6dz-
kiego, os$rodek prowadzit badania
nad zawarto$cig kwasow nukleino-
wych w surowicy ludzkiej (wyktad
na Kongresie Biochemii w Wiedniu),
jak rowniez zajmowat sie przemiang
weglowodanowg migénia sercowego
przy zatruciach toksynami btoniczy-
mi.5

W okresie pierwszej kadencji Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
powstaty Oddziaty w Lublinie, War-
szawie, Bialymstoku, Krakowie, to-
dzi, Poznaniu, Gdansku, Wroctawiu
i Szczecinie. Liczba cztonkéw Towa-
rzystwa wzrosta wtedy do 378. Gtow-
nym celem dziatalnosci Oddziatéw,
zgodnie ze statutem Towarzystwa,
byto organizowanie zebran nauko-
wych.

Na drugim Walnym Zgromadze-
niu, ktéore odbyto sie w lutym 1961
roku w Warszawie, Prezesem Towa-
rzystwa zostat wybrany prof. Broni-
staw Filipowicz.6 Swag funkcje petnit
do 1963 roku.7

W 1962 roku, w ramach dziatalno-
§ci naukowej i popularyzacyjnej Od-
dziat £odzki Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego zorganizowat 5 ze-
bran naukowych, na ktérych zostato

4 Statut Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, Postepy Biochemii, tom 4, zeszyt 3,
1958 r,, str. 403-407.

5 Postepy Biochemii, nr 8, Kronika, str. 370

6 Zarys dziatalnosci Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Archiwum Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Warszawie,
Sygn. SA. 1V/2/32/58, str. 1

7 www.pthioch.edu.pl
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Rycina 2. Wyktad prof. Wtodzimierza Mozotow-
skiego inaugurujacy | Kongres Biochemii, £6dz
4-7.09.1963 r. W prezydium od lewej: prof. Kazi-
mierz Zakrzewski (Warszawa), doc. Wanda Leyko
(Uniwersytet t6dzki), prof. Antoni Dmochowski
(Uniwersytet £6dzki), prof. Lech Przanowski (Po-
litechnika tdédzka), Michalina Tatarkéwna-Maj-
kowska (I sekretarz Komitetu to6dzkiego PZPR,
prof. Bronistaw Filipowicz, doc. Feliks Widy-Wir-
ski (wiceminister zdrowia), prof. Bernard Zabtocki,
prof. Marian Stefanowski (Akademia Medyczna w
todzi) i prof. Bolestaw Skarzynski (Akademia Me-
dyczna w todzi).

wygtoszonych pie¢ referatow. Pod
koniec 1962 roku Oddziat tédzki li-
czyt 38 cztonkow,8a w sierpniu 1963
roku —39.9

W 1963 roku odbyt sie w todzi
Pierwszy Krajowy Kongres Bioche-
mii (Ryc. 2). Dzieki temu wydarzeniu
o$rodek t6dzki, a jednoczes$nie Kate-
dra Chemii Ogolnej i Fizjologicznej w
opinii polskich biochemikoéw stata sie
powaznym os$rodkiem naukowym.
Organizacja Kongresu zostata powie-
rzona miejscowemu oddziatowi Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego,
ktorego przewodniczacym byt prof.
Jozef Skarzynski. Pracownicy Katedry
wygtosili na kongresie 11 referatow, a

Sprawozdanie z dziatalnosci Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego za 1962 rok,
Archiwum Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego w Warszawie, str. 1,2
Sprawozdanie z dziatalno$ci Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w okresie od
dnia 9.11.1961 r. do dnia 31.VIII.1963 r., Ar-
chiwum Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego w Warszawie, str. 1

w latach nastepnych 1964-1969, na 10
zjazdach i sympozjach ogotem 18 re-
feratéw.D

W 1965 roku Oddziat przyjat w
swe szeregi 6 nowych cztonkdw, co
sprawito, ze ogo6lna liczba cztonkow
Oddziatu todzkiego zwiekszyta sie
do 50. W tym samym roku w ramach
dziatalnosci Oddziatlu zorganizowa-
no 6 zebran naukowych, na ktorych
wygtoszono 14 referatow.1l

Rok 1966 przyniost 6 zebran na-
ukowych oddziatu, ktérych tematyka
dotyczyta m.in. grzybni Neurospora
crassa, metabolizmu bakterii, pate-
czek bakterii mlekowych, kwaséw
nukleinowych oraz dializy analitycz-
nej. Przewodniczagcym Oddziatu byt
w tym okresie dr Henryk Panusz, a
liczba cztonkéw Oddziatlu wynosi-
ta 51 0s6b.22 Dr Henryk Panusz byt
Przewodniczagcym Oddziatu do 31
maja 1967 roku, kiedy to Jego miejsce
zajat doc. dr Marek Kanski. W pierw-
szym poétroczu 1967 Oddziat liczyt
65 cztonkdw. W trakcie tego okresu
odbyty sie 3 zebrania naukowe i 1
sesja. Poruszone na nich zostaty na-
stepujace zagadnienia: (1) udziatu
histaminy w procesie syntezy kolage-
nu, (2) zastosowania metody dializy
analitycznej do badania oddziatywan
miedzyczasteczkowych w uktadach
modelowych, (3) naprawy uszkodzen
popromiennych DNA i (4) przemiany

Ibidem, 72

Sprawozdanie z dziatalnosci Terenowych
Oddziatéw Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego w 1965 roku, Archiwum Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego w War-
szawie, str. 4

Sprawozdanie z dziatalnosci £6dzkiego Od-
dziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego za 1966 rok, Archiwum Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Warszawie,
sygn. SA. IV\2\32\58, str. 1

cukrow w erytrocytach z uwzglednie-
niem wieku.

W 1968 roku w todzi odbyta sie
konferencja naukowa nt. ,,Metaboli-
zmu krwinki czerwonej". Pracownicy
Katedry wzieli w niej czynny udziat,
wygtaszajac 4 referaty naukowe (m.in.
Wanda Leyko).13

W drugiej potowie 1967 roku oraz
przez caty 1968 rok przewodniczgcym
Oddziatu byt doc. dr Marek Kanski. W
tymze okresie Oddziat powiekszyt sie
o czterech nowych cztonkdéw. W tym
samym okresie ubyto jednak siedmiu
cztonkéw, a zatem pod koniec 1968
roku Oddziat liczyt 62 cztonkow.

Podsumowujac, w latach 1963-
1968 Oddziat todzki zorganizowat
11 zebran naukowych. W ramach
tych zebran wygtoszonych zostato
17 referatdw. W 6 przypadkach byty
to referaty przedstawione przez pre-
legentéw z zewnatrz (Warszawy, Lu-
blina, Poznania, Zabrza oraz Wolem,
Niemcy), a w pozostatych 11 przez
prelegentow z todzkiego Oddziatu
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, z Polskiego Towarzystwa Fizjo-
logicznego iz Polskiego Towarzystwa
Chemicznego. 4

28 maja 1969 roku podczas zebra-
nia sprawozdawczo-wyborczego
Oddziatu, w wyniku tajnego gtoso-
wania, przewodniczacym Oddziatu
zostat wybrany doc. dr n. przyr. Jerzy

BBPismo z dnia 27.1V.1968, Konferencja nauko-
wa nt. ,Metabolizm krwinki czerwonej",
CW 546. Druk WAM 65/68 uk. w kwietniu
1968 r.

M Sprawozdanie z dziatalno$ci Oddziatu Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w to-
dzi w okresie 31.07.1967-31.12.1968 z dnia
15 stycznia 1969 r., Archiwum Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Warszawie,
str. 1

Rycina 3. Budynki Uniwersytetu Medycznego w todzi. Dom starcéw Chrzescijanskiego Towarzystwa Dobroczynnosci przy ul. Narutowicza 60 w todzi, obecnie
Collegium Anatomicum Uniwersytetu Medycznego. Zdjecie po prawej przedstawia szpital Poznanskiego, wybudowany w roku 1890 przez matzonkéw lzraela i Leonig
Poznanskich dla spotecznos$ci zydowskiej. Obecnie jest to Szpital Uniwersytecki im. dr Seweryna Sterlinga (miesci sie przy ul. Sterlinga).

2
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Rycina 4. Budynek Wydziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego w Lodzi przy ul. Rycina 5. Patac Jakuba Hertza (ziecia Izraela Poznarskiego), wybudowany w 1898

Muszynskiego 1.

Piotrowski.l5 W okresie pierwszego
potrocza 1969 r. na terenie Oddziatu
odbyto sie 6 zebran naukowych, na
ktérych wygtoszono 7 referatéw. Je-
den referat zostat wygtoszony przez
goscia zagranicznego, 2 przez prele-
gentdéw polskich, zaproszonych spo-
za todzi. Pozostate referaty wygto-
sili cztonkowie Oddziatu tddzkiego.
Tematyka referatow dotyczyta m.in.

roku, przebudowany w 1945 roku. Obecnie miesci sie w nim Rektorat Uniwersy-
tetu Medycznego w todzi (przy ul. KosSciuszki 4).

wptywu promieniowania na struk-
ture DNA, izolowania i wiasciwosci
proteazy z ptynnego podtoza, na kto-
rym hodowano Aspergillus fumigatus,
dehydrogenazy dwuhydrofolianowej
i bakteryjnej dekarboksylazy histy-
dynowej!6 W drugiej potowie 1969 r.
w ramach dziatalnosci naukowej Od-
dziatu odbyty sie dwa zebrania, pod-
czas ktérych wygtoszono cztery refe-

Tabela 1. Liczba doniesiefi w przeliczeniu na 100 cztonkéw w danym oddziale Polskiego Towarzystwa Bioche-

micznego w latach 1969-1970.

Siedziba Oddziatu

VIl Zjazd Wroctaw

Biatystok
Gdansk
Katowice
Krakow
Lublin
t6dz
Olsztyn
Poznan
Szczecin
Torun

Warszawa

1969 rok 1970 rok
VIl Zjazd Katowice
28 9,5
23 17
17 31
27 13
34 21
50 23
8 0
15 17
6 20
0 U
29 26
46 16

Wroctaw

Zrédto: Archiwum Akademii Medycznej w todzi, Dziat Planowania i Organizacji, Rozwéj Akademii Medycz-

nej w todzi w lalach 1945-1965, Sygn. Arch. 4/93.

mechanizmu dziatania retardantow
wzrostu na starzenie sie roslin, nie-
ktéorych biochemicznych aspektow
toksykologii rteci, metalotioneiny,

Protokdt z zebrania sprawozdawczo-wybor-
czego t6dzkiego Oddziatu Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego w todzi z dnia 4
czerwca 1969 r., Archiwum Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Warszawie,
str. 1
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raty dotyczace: (1) zmian biochemicz-
nych we krwi po wysitku, (2) wptywu
przewlektego traktowania histaming
na procesy glikolityczne tkanek, (3)

Sprawozdanie z dziatalnosci Oddziatu Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w
todzi w okresie 1.1.1969-30.V1.1969 z dnia
21 sierpnia 1969 r., Archiwum Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Warszawie,
str. 1

histondw w Swietle wspotczesnego
piSmiennictwa i (4) wynikéw wstep-
nych badan histonéw weztéw chion-
nych cielgt.INa koniec roku 1969
L 6dzki Oddziat Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego liczyt 76 czton-
kéw.1B

Pod koniec omawianego okresu
Oddziat tddzki byt osrodkiem, w
ktérym odbyto sie najwiecej zebran
naukowych poswieconych dysku-
sjom nad pracami wiasnymi. Efekty
tych dyskusji byly przedstawiane w
formie doniesien i referatow podczas
dorocznych Zjazdéw Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Tabela
1 przedstawia liczbe komunikatow
zgtoszonych przez poszczeg6lne od-
dziaty Towarzystwa w przeliczeniu
na 100 cztonkéw danego oddziatu To-
warzystwa.9Na Rycinach 3-5 przed-
stawiono wczoraj i dzi$ Uniwersytetu
Medycznego w todzi, gdzie pracuje i
prowadzi dziatalno$¢ naukowga wielu
cztonkow Oddziatu tddzkiego Pol-
skiego Towarzystwa Biochemiczne-
go, i w ktorego goscinnych murach
we wrze$niu 2009 roku odbedzie sig
44 Zjazd Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego.

17Sprawozdanie z dziatalnosci Oddziatu
tddzkiego Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego w okresie 1.VI11.-31.X11.1969 z dnia
2 stycznia 1970 r., Archiwum Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w Warszawie,
str. 1

1BSprawozdanie Zarzagdu Gtéwnego z dziatal-
nosci Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego w latach 1967-1969 na VI Walnym
Zgromadzeniu we Wroctawiu w dniu 19
wrze$nia 1969r.

19 Dziatalnos$¢ Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego w latach 1969-1971



SPRAWOZDANIE Z DZIALALNOSCI

ZARZADU

GLOWNEGO POLSKIEGO TOWARZYSTWA

BIOCHEMICZNEGO XVIII

Zarzad Giowny, wybrany na Wal-
nym Zebraniu 22 wrzesnia 2005 r.,
ukonstytuowat sie w petni 15 listopa-
da 2005 r. nastepujaco: Prezes —Lech
Wojtczak (Warszawa), Wice-Prezes
— Liliana Konarska (Warszawa,
zmarta 17 sierpnia 2008 r.), Sekre-
tarz — Stawomir Pikuta (Warszawa),
Skarbnik —Anna Dygas (Warszawa).
Pozostali cztonkowie Prezydium: Jan
Barciszewski (Poznan), Jolanta Ba-
ranska (Warszawa), Andrzej Dzugaj
(Wroctaw). Ponadto postanowiono,
aby na czas przygotowan do najbliz-

Marek Gniazdowski (L6dz, zmart 18.
7. 2006 r.), Teresa Jakubowicz (Lu-
blin), Wiestawa Jarmuszkiewicz (Po-
znan), Michat Komoszynski (Torun),
Piotr Laidler (Krakéw), Adam Szew-
czyk (Warszawa), Michal Wozniak
(Gdarisk), Ludmita Zylinska (L6dz).

DZIALALNOSC POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO NA
FORUM KRAJOWYM

ZEBRANIA ZARZADU GLOWNEGO

KADENCJI

szego Zjazdu dokooptowaé do Prezy- | JEGO PREZYDIUM

dium Edwarda Bankowskiego (Bia-
tystok). Pozostali cztonkowie Z.G.:

IV EDYCJA KONKURSU
NA NAJLEPSZA PRACE
DOKTORSKA
Z BIOCHEMII W 2008 ROKU

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtasza trzecig
edycje konkursu na najlepszg prace doktorskg z biochemii wykonang w pol-
skiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie autorowi
pracy tytutu doktora przez wtasciwg rade naukowg lub rade wydziatu w 2008
roku. Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 500 z,
ufundowang przez firme Merck, oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 nume-
rze kwartalnika ,,Postepy Biochemii" w 2009 roku. Nagrode przyznaje Zarzad
Gtoéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmg
Merck.

Zgtoszenia kandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy nauko-
wi ze stopniem doktora habilitowanego lub tytutem profesora.
Zgtoszenia w formie listu przewodniego wraz z pracg doktorskg w forma-

cie pdf nalezy przesta¢ w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja 2009 roku
tylko droga elektroniczng na adres:

s.pikula@nencki.gov.pl

Rozstrzygniecie konkursu nastapi do 31 sierpnia 2009 roku, a uroczyste
wreczenie Nagrody odbedzie sie na dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego we wrzes$niu 2009 roku.

Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,,Poste-
py Biochemii". Pytania dotyczace konkursu mozna uzyska¢ kierujac je pod
nastepujacy adres poczty elektronicznej: s.pikula@nencki.gov.pl.

profesor Stawomir Pikuta
Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Odbyty sie nastepujace protoko-
towane plenarne zebrania Zarzadu

(2005-2008)

Gtoéwnego i jego Prezydium. Wiek-
szo$¢ zebran Z.G. odbyto sie w for-
mie rozszerzonej, to jest z udziatem
przedstawicieli Oddziatow:

ZARZAD GLOWNY:

« 15 listopada 2005

« 31 maja 2006

e 12 wrzes$nia 2006 (w Biatymstoku)
* 13 marca 2007

« 18 wrzesnia 2007 (w Szczecinie)

« 12 listopada 2007

¢ 28 stycznia 2008

* 23 czerwca 2008

e 7wrze$nia 2008 (w Olsztynie)

PREZYDIUM:

« 17 stycznia 2006

* 16 marca 2006

e 12 grudnia 2006

* 31 maja 2007 (w Krakowie)

* 31 grudnia 2007 ("korespondencyj-
ne", tylko w celu przyjecia nowych
cztonkow)

* 28 kwietnia 2008

(Tam, gdzie nie podano miejsco-
wosci, zebrania odbywaty sie w War-
szawie).

SPRAWY CZEONKOWSKIE

Jako jednym z wazniejszych zadanh
Zarzad Gioéwny zajat sie uporzadko-
waniem spraw cztonkowskich. Posta-
nowiono:

1. Zaprzesta¢ przyjmowania nowych
cztonkdéw na status cztonka-studen-
ta jako niezgodny ze Statutem To-
warzystwa. Aby umozliwi¢ przyna-
lezno$¢ do Towarzystwa miodym
biochemikom (doktorantom, a na-
wet magistrantom, nie majacym
jeszcze petnych publikacji nauko-
wych), postanowiono ztagodzic
statutowy wymog dorobku nauko-
wego dopuszczajgc mozliwos¢ zali-
czenia do niego krotkich doniesien
zjazdowych, rozpraw doktorskich,
a takze magisterium lub licencjatu
z zakresu biochemii. Zachowano
przy tym dotychczasowy system
uprawnien do ulgowej sktadki dla
magistrantéw i doktorantow.

www.postepybiochemii.pl
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2. Bardziej rygorystycznie egzekwo-
waé terminowe optacanie sktadek
cztonkowskich, skreslajac z listy
cztonkéw — zgodnie ze Statutem
— osoby zalegajace z optacaniem
sktadek wiecej niz dwa lata.

3. Uaktualni¢ liste cztonkéw-emery-
tow.

W wyniku tych dziatan skreslono
ogdtem 858 osdb (tacznie z emerytami
nieobowigzanymi do ptacenia sktad-
ki, z ktéorymi — mimo préb — nie
udato sie nawigza¢ kontaktu). Nato-
miast w ciggu catej kadencji przyjeto
324 nowych cztonkdéw. W rezultacie
tego Towarzystwo nasze liczyto na
dzien 9 wrzes$nia 2008 r. (koniec XVIII
kadencji) 1125 cztonkdw, w tym 710
cztonkéw placacych peing skiadke,
277 cztonkéw uprawnionych do ulgo-
wej sktadki, 122 cztonk6w-emerytow
nieptacacych sktadki i 16 cztonkow
honorowych, réwniez zwolnionych
statutowo z ptacenia skitadki czton-
kowskiej (ta liczba obejmuje réwniez
5 os6b, ktérym cztonkostwo honoro-
we nadano na Walnym Zebraniu w
dniu 9.9.2008 r.).

ZMIANA STATUTU

Wypetniajgc uchwate poprzednie-
go Walnego Zebrania, Zarzad Gtow-
ny na jednym z pierwszych swych
posiedzen powotat komisje statutowg
dla opracowania projektu nowego
Statutu lub zmian istniejacego. Ko-
misja ta przygotowata projekt zmian,
jednakze wprowadzenie go w zycie
wymaga uchwalenia ich przez Walne
Zebranie przy obecnosci przynajmnie;j
potowy liczby cztonkéw Towarzy-
stwa (nie wystarczy tu ,drugi termin”
jak w przypadku wszelkich innych
uchwat). Dlatego, za radg prawnikow,
postanowiono gtosowac przez petno-
mocnikow i dla uproszczenia sprawy
uchwali¢ tylko jedng matg poprawke
do Statutu, umozliwiajaca gtosowanie
przysztych propozycji zmian statu-
tu w drugim terminie niezaleznie od
liczby obecnych. Niestety, na Wal-
nym Zebraniu w dniu 9wrzesénia 2008
r. okazato sie, ze mimo szeroko prze-
prowadzonej akcji zbierania peino-
mocnictw we wszystkich Oddziatach
Towarzystwa liczba petnomocnictw
wraz z liczbg obecnych na Zebraniu
cztonkéw Towarzystwa byta mniejsza
niz potowa liczby cztonkéw Towa-
rzystwa, co uniemozliwito podjecie
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uchwaty w sprawie zmiany Statutu.
W tej sytuacji sprawe ewentualnych
zmian Statutu przekazano nowo wy-
branym witadzom Towarzystwa.

KRAJOWE ZJAZDY
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

W minionej kadencji odbyty sie
trzy ogoélnopolskie Zjazdy Towarzy-
stwa: 41. Zjazd w Biatymstoku (12-16
wrze$nia 2007), okoto 620 uczestni-
kéw, 13 sesji tematycznych, gtéowni
organizatorzy: prof. Edward Bankow-
ski i prof. Krzysztof Sobolewski; 42.
Zjazd w Szczecinie (18-21 wrze$nia
2007), okoto 500 uczestnikow, 14 sesji
tematycznych, gtéwni organizatorzy:
prof. Dariusz Chlubek i dr Barbara
Dotegowska; 43. Zjazd w Olsztynie
wspélnie z ogdlnopolska konferencja
Polskiego Towarzystwa Biologii Ko-
morki (7-10 wrzes$nia 2008), tacznie
okoto 800 uczestnikow, 14 sesji tema-
tycznych, gtéwni organizatorzy: prof.
Elzbieta Kostyra i prof. Jerzy Mora-
czewski (PTBK). Warto podkresli¢, ze
ten ostatni Zjazd (nazwany Kongre-
sem Biochemii i Biologii Komorki) jest
pierwszym w historii naszego Towa-
rzystwa eksperymentem potaczenia
krajowego Zjazdu naszego Towarzy-
stwa ze zjazdem innego towarzystwa
0 pokrewnej problematyce.

KONFERENCJA IM.
JAKUBA K PARNASA

W okresie 30 maja-2 czerwca 2007
r. odbyta sie w Krakowie VI Polsko-
Ukrainska Konferencja im. J.K. Parna-
sa z udziatem okoto 200 uczestnikow;
organizatorzy: prof. Piotr Laidler i
prof. J6zef Dulak.

DZIALALNOSC WYDAWNICZA

Towarzystwo wydaje dwa kwar-
talniki: ,Postepy Biochemii" i ,,Acta
Biochimica Polonica”. Ponadto wy-
dawane réwniez kwartalnie "Listy
do Cztonkdéw", rozprowadzane bez-
ptatnie wsréd wszystkich cztonkdéw
Towarzystwa, informujg o biezgcych
wydarzeniach w ramach naszej orga-
nizacji.

»Postepy Biochemii" rozsytane sg
bezptatnie do wszystkich cztonkdw,
ktéorzy majg na biezaco optacong
sktadke cztonkowska. Pismo cieszy
sie duzym zainteresowaniem jako ak-

tualne Zrodto informacji o wspotcze-
snych trendach w biochemii i biologii
molekularnej. Wyréznia sie bardzo
atrakcyjng szatg graficzng. Ponadto w
dziale ,Mapa polskiej biochemii" in-
formuje o aktualnych wydarzeniach
w zyciu naukowym w kraju. Redak-
torem naczelnym ,,Postepdw Bioche-
mii" jest prof. Stawomir Pikuta.

»~Acta Biochimica Polonica" s3
wydawane wspoélnie przez nasze To-
warzystwo i Komitet Biochemii i Bio-
fizyki PAN, jednakze Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne ponosi gtéwny
ciezar organizacyjny, logistyczny i
finansowy tego wydawnictwa. Pismo
publikuje oryginalne prace doswiad-
czalne i przegladowe wytacznie w
jezyku angielskim. Poza artykutami
polskich autorow w ,Acta" ukazujg
sie rGwniez prace autoréw zagranicz-
nych (okoto 30% prac). Pismo publi-
kuje okoto 100 prac rocznie. W skiad
Rady Redakcyjnej ,,Acta" wchodzg
uznane autorytety naukowe w poto-
wie z Polski, w potowie z zagranicy.
Impact factor pisma wahat sie w ciggu
ostatnich 3 lat w granicach 1,3-1,9. Pi-
smo wydawane jest zarbwno w wer-
sji drukowanej jak i elektroniczne;j.
Ta ostatnia jest dostepna bezptatnie i
bez zadnych ograniczeh w formie in-
ternetowej. Redaktorem Naczelnym
»Acta" byta zmarta 17 sierpnia 2008 r.
prof. Liliana Konarska.1

"Leksykon" jest wydawany wy-
tacznie w formie internetowej z nie-
ograniczonym dostepem i zawiera
stale uzupetniany wykaz terminéw z
zakresu biochemii i biologii moleku-
larnej.

Wydawanie ,Postepéw Bioche-
mii", ,Acta Biochimica Polonica" i
»Leksykonu" jest w powaznym stop-
niu wspierane dotacjg Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

NAGRODY

W ciggu XVIII kadencji przyznano
nastepujace nagrody:

A. Corocznie przyznawano nagrody
(1) im. Jakuba K. Parnasa za najlep-
szg publikacje pracy wykonanej w
polskim laboratorium, (2) im. Bole-
stawa Skarzynskiego za najlepszy

1 Funkcje Redaktora Naczelnego objat od 2009 r.
prof. Grzegorz Wegrzyn z Uniwersytetu Gdan-
skiego.



artykut przegladowy opublikowa-
ny w ,Postepach Biochemii”, (3)
im. Witodzimierza Mozotowskiego
za najlepsze doniesienie zjazdo-
we przedstawione przez miodego
naukowca, (4) im. Janiny Opien-
skiej-Blauth za najlepsze doniesie-
nie zjazdowe przedstawione przez
studenta, (5) za najlepszg prace w
zakresie kwas6w nukleinowych i
(6) za najlepsza rozprawe doktorka
w zakresie biochemii.

B. Jednorazowo przyznano nagrode
(1) im. Antoniego Dmochowskiego
za wybitne osiaggniecia dydaktycz-
ne w dziedzinie biochemii i (2) im.
Bronistawa Filipowicza za specjal-
ne zastugi w dziedzinie populary-
zacji nauki.

Nagroda im. J.K. Parnasa sponso-
rowana jest przez dr Piotra Chom-
czynskiego, prezesa Molecular Re-
search Center, Inc., USA, nagroda za
najlepszg prace w zakresie kwasow
nukleinowych — przez firme Sigma-
Aldrich Polska, a nagroda za najlep-
szg rozprawe doktorkg —przez firme
Merck Polska.

Nagrody im. Jakuba K. Parnasa otrzy-
mali:

ew 2006 r. zesp6t K. Michalska, K.
Brzezinski i M. Jaskolski za publika-
cje pod tytutem ,,Crystal structure of
isoaspartyl aminopeptidase in com-
plex with L-aspartate”, ktéra uka-
zata sie w J. Biol. Chem. 280: 28484-
28491 (2005);

w 2007 r. zesp6t G. Kudta, L. Lipin-
ski, F. Caffin, A. Helwak i M. Zylicz
za publikacje pod tytutem ,High
guanine and cytosine content incre-
ases mMRNA levels in mammalian
cells", ktéra ukazata sie w PLoS Biol.
4, el80 (2006);

w 2008 r. zesp6t J. Krol, A. Fiszer, A.
Mykowska, K. Sobczak, M. de Me-
zer, i W.J. Krzyzosiak za publikacje
»Ribonuclease dicer cleaves triplet
repeat hairpins into shorter repeats
that silence specific targets”, ktéra
ukazata sie w Molecular Cell 25: 575-
586 (2007).

Nagrody im. Bolestawa Skarzyniskie-
go otrzymali:

«w 2006 r. S. Kowalczyk, E. Hadow-
ska i A. Piekarska za artykut ,,Roslin-
ne uktady ubikwitylacji i degradacji
biatek w proteasomach - kluczowe
elementy hormonalnych szlakow

sygnatowych" w ,Postepach Bio-
chemii” 51:171-187 (2005);

ew 2007 r. J. Skalska, G. Debska-Viel-
haber, M. Giab, B. Kulawiak, D.
Malinska, I. Koszela-Piotrowska, P.
Bednarczyk, K. Dotowy i A. Szew-
czyk za artykut ,Mitochondrialne
kanaty jonowe" w ,,Postepach Bio-
chemii" 52:137-144 (2006);

*w 2008 r.J. Wesierska-Gadek, J. Bed-
narek i Z.M. Kilianska za artykut
.Nowe oblicze biatek antyapopto-
tycznych. Il. Surwiwina" w ,Poste-
pach Biochemii" 53: 239-253 (2007).

Nagrody za najlepsze prace w zakre-
sie kwasow nukleinowych otrzymali:

ew 2006 r. P. Sliwa i R. Korona za
prace ,Loss of dispensable genes is
not adaptive in yeast" opublikowa-
ng w Proc. Natl. Acad. Sci. USA.102:
17670-17674 (2005);

ew 2007 r. B. Brzezicha, M. Schmidt,
. Makatowska, A. Jarmotowski, J.
Pienkowska i Z. Szweykowska-Ku-
linska za prace ,Identification of hu-
man tRNA:m5C methyltransferase
catalysing intron-dependent m5C
formation in the first position of
the anticodon of the pre-tRNA Leu-
(CAA)" opublikowang w Nucleic
Acid Res. 34: 6034-6043 (2006);

*w 2008 r. K. Sipa, E. Sochacka, J. Kaz-
mierczak-Barariska, M. Maszewska,
M. Janicka, G. Nowak i B. Nawrot
za prace ,Effect of base modifica-
tions on structure, thermodynamic
stability, and gene silencing activity
of short interfering RNA" opubliko-
wang w RNA 13:1301-1316 (2007).

Nagrody za najlepszag rozprawe
doktorska otrzymali:

*w 2006 r. Matgorzata Rzychon (pro-
motorzy: Prof. Adam Dubin i dr
hab. Matthias Bochtler) za rozpra-
we: ,,Stafostatyna B: Nowy typ inhi-
bitora proteinaz cysternowych";

ew 2007 r. Anna Wojtowicz-Krawiec
(promotor prof. Andrzej Ptucien-
niczak) za rozprawe ,Biotechnolo-
giczne zastosowania proteaz odci-
najacych ubikwityne";

ew 2008 r. Aleksandra Ellert-Mikla-
szewska (promotor: prof. Liliana
Konarska) za rozprawe pod tytutem
»Molekularne mechanizmy pro-
apoptotycznego dziatania kannabi-
noidow na komorki glejakow™.

Nagrody im. Wtodzimierza Mozo-
towskiego otrzymali:

*w 2006 r. Magdalena Spiechowicz
(Instytut im. Nenckiego, Warsza-
wa);

*w 2007 r. lIzabela Sacewicz (Uniwer-
sytet Medyczny w todzi); w 2008
r. Aleksandra Wiczk (Uniwersytet
Gdanski).

Nagrody im. Janiny Opienskiej-Blauth

otrzymali:

ew 2006 r. Andrzej Blauz i Tomasz
Polaszek (Uniwersytet £ 6dzki);

*w 2007 r. Marta Rybicka (Pomorska
Akademia Medyczna);

e w 2008 r. Jacek Grebowski i Paulina
Kazmierska (Uniwersytet £odzki).

Nagrode im. Antoniego Dmochow-
skiego otrzymat w 2007 r. prof. Jerzy
Buchowicz za ksigzke pod tytutem
»Biotechnologia Molekularna; gene-
za, przedmiot, perspektywy badan i
zastosowan", Wydawnictwo Nauko-
we PWN, 2006.

Trzy rdwnorzedne nagrody im.
Bronistawa Filipowicza otrzymali w
2008 r. dziennikarze Jacek Michalak
(telewizja), Krzysztof Michalski (ra-
dio) i Stawomir Zagérski (prasa) za
popularyzacje osiagnie¢ biochemii i
biologii molekularnej.

50-LECIE ISTNIENIA
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Osiemnasta kadencja Zarzadu
Gtoéwnego uptyneta pod znakiem ob-
chodow piecdziesieciolecia istnienia
Towarzystwa. Komitet Zatozyciel-
ski i tymczasowy Zarzad pod prze-
wodnictwem  prof. Wiodzimierza
Niemierki zawigzaty sie w 1957 r. W
marcu 2008 r. Polskie Towarzystwo
Biochemiczne zostato formalnie za-
rejestrowane, a w grudniu tegoz roku
odbyto sie pierwsze Walne Zebranie,
na ktéorym wybrano pierwszego Pre-
zesa w osobie prof. Bolestawa Skar-
zynskiego. Tym wydarzeniom i histo-
rii naszego Towarzystwa poswiecony
zostat artykut obecnego Prezesa, prof.
Lecha Wojtczaka, w ,,Postepach Bio-
chemii" (tom 54, zeszyt 4, str. 327-332)
oraz wyktad wygtoszony na otwarciu
43. Zjazdu w Olsztynie. Z okazji 50-le-
cia wybito rowniez znaczek Towarzy-
stwa, rozprowadzony miedzy innymi
wsérdéd uczestnikéw Zjazdu, Kktéry
maja prawo nosi¢ wszyscy cztonko-
wie Towarzystwa. Natomiast specjal-
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ng uroczystg sesje z okazji Jubileuszu
postanowiono przenie$¢ na pierwszg
potowe 2009 r.2

SPRAWY FINANSOWE

Na dochody Towarzystwa sktada-
ty sie: (a) sktadki cztonkowskie, (b)
dotacje Ministerstwa Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego, (c) wptywy z pre-
numeraty czasopism Towarzystwa,
(d) optaty za publikacje prac i artyku-
téow przegladowych w czasopismach
Towarzystwa (t.zw. page charge)2oraz
(e) dobrowolne dotacje firm sponso-
rujacych.

a) Sktadka cztonkowska w petnej wy-
sokosci wynosita, podobnie jak w
poprzedniej kadencji, 80 zt rocznie,
a sktadka ulgowa (od studentow i
uczestnikow studiow doktoranc-
kich) 40 zt rocznie. Cztonkowie
honorowi, zgodnie ze Statutem,
nie optacajg sktadki. Zwolnieni sg z
niej rowniez cztonkowie bedacy na
emeryturze.

b) Dotacje Ministerstwa przeznaczo-
ne sag wytgcznie na dofinansowanie
wydawnictw Towarzystwa (,,Po-
stepéw Biochemii”, ,,Acta Biochi-
mica Polonica" i ,Leksykonu")
oraz dorocznych Zjazdow.

c) Prenumerata ,Postepéw Bioche-
mii" i ,,Acta Biochimica Polonica"
(w zréznicowanej wysokosci) opta-
cana jest gtdwnie przez biblioteki
i innych prenumeratoréw insty-
tucjonalnych (cztonkowie Towa-
rzystwa, ktérzy optacajg sktadke
cztonkowska, otrzymujg ,,Postepy
Biochemii" bezptatnie). Wpltywy z
tego zrodta pokrywajg tylko czesé
kosztow wydawniczych.

d) Sponsorowanie przez firmy Kko-
mercyjne lub ich prezeséw polega
przede wszystkim na fundowaniu
nagrod pienieznych oraz wspiera-
niu finansowym Zjazdéw Towa-
rzystwa i ,Listow do Cztonkéw".
Ponadto Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. Nenckiego udostepnia
Towarzystwu lokale na biuro i
redakcje wydawnictw, a Instytut
Biochemii i Biofizyki wspiera etat

2 Sesja ta odbedzie sie w Warszawie 3 kwiet-
nia 2009 r.

3 ,/Acta Biochimica Polonica" stosujg ulgowa
optate wobec cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, a autorzy majacy
trudnos$ci z pokryciem tej optaty moga z niej
by¢ czesciowo lub catkowicie zwolnieni.
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sekretarza redakcji ,,Acta Biochimi-
ca Polonica".

Po stronie wydatkéw gtéwne po-
zycje stanowity (uszeregowane od
najwyzszej do najnizszej pozycji): (a)
wydawanie ,,Postepéw Biochemii" i
»Acta Biochimica Polonica", (b) dofi-
nansowywanie dorocznych Zjazdow,
(c) funkcjonowanie Biura Towarzy-
stwa i Zarzagdu Gtdéwnego (w tym
uposazenia pracownikdw biurowych,
korespondencja i telefony, dystrybu-
cja ,,Postepow Biochemii"), (d) nagro-
dy, (e) sktadka cztonkowska na rzecz
FEBS i Europejskiej Federacji Biotech-
nologicznej.

Zarzad Gtéwny doktadat staran, by
ograniczac koszty, w szczegélnosci te
wymienione w punkcie (c). Jednakze
wobec wzrostu cen, w szczegdlnosci
wzrostu kosztéw wydawniczych i
pocztowych, i w trosce o zapewnienie
przysztym witadzom Towarzystwa
prawidtowego funkcjonowania Za-
rzad Gtowny postanowit przedstawic
na Walnym Zebraniu wniosek o pod-
wyzszenie skiadki cztonkowskiej w
nastepnej kadencji4

DZIALALNOSC TOWARZYSTWA
NA FORUM MIEDZYNARODOWYM

PolskieTowarzystwojestcztonkiem
Federacji Europejskich Towarzystw
Biochemicznych (FEBS). Zarzad Gtow-
ny regularnie optacat roczng sktadke i
utrzymywat staty roboczy kontakt z
witadzami FEBS. Przedstawiciele na-
szego Towarzystwa uczestniczyli w
corocznych zebraniach Rady FEBS
(FEBS Council), bedacej najwyzszym
organem Federacji. Przedstawiciela-
mi tymi byli: Prezes, prof. Lech Wojt-
czak, w posiedzeniach FEBS Council
w Istambule (2006) i Atenach (2008)
oraz cztonek Prezydium, prof. Jolanta
Baranska, w Wiedniu (2007). Ponadto
cztonkowie Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego wchodzili w skitad
centralnych organéw FEBS, a mia-
nowicie prof. Jolanta Barariska spra-
wowata w latach 2005-2006 funkcje
vice-Przewodniczgcego a nastepnie
Przewodniczgcego (President) catej
Federacji, prof. Adam Szewczyk pekni
niezwykle odpowiedzialny urzad do-

4 Walne Zebranie w dniu 9 wrze$nia 2008 r.
uchwalito podniesienie od 2009 r. sktad-
ki cztonkowskiej petnej do 100 zt i sktadki
ulgowej do 50 zt rocznie.

radcy w sprawach kongresow FEBS
(Congress Counselor), prof. Maciej J.
Natecz jest przewodniczagcym Komisji
Stypendialnej, prof. Andrzej Dzugaj
jest cztonkiem Komisji do spraw Eu-
ropy Srodkowej i Wschodniej, a prof.
Mariusz Jaskdlski zostat wybrany w
2008 r. na cztonka Komisji Wydawni-
Czej.

W kazdym z dorocznych kongre-
sow FEBS uczestniczyto kilkudzie-
sieciu polskich biochemikéw (brak
doktadnych danych liczbowych), a w
towarzyszacych tym kongresom Fo-
rach Mtodych Naukowcéw (Young
Scientist Forum) od 6 do 10 os6b
rocznie. Catkowity koszt udziatu w
Forach Miodych (Yacznie z podrdza,
zakwaterowaniem oraz udziatem w
peinym kongresie FEBS) pokrywa-
ta Federacja. Ponadto miodzi polscy
biochemicy korzystali w okresie spra-
wozdawczym ze stypendiéw FEBS:

a) stypendia krotkoterminowe (do 3
miesiecy, short-term fellowships),
stypendia wakacyjne (summer fel-
lowships) i krotkie stypendia po-
pierajace wspoiprace (collaborative
experimental fellowships), razem
35 stypendiéw w latach 2005-2007;
0go6lny koszt ok. 150.000 EUR5

b) stypendia diugoterminowe (do
2 lat, long-term fellowships) — 2
stypendia;

¢) udziat w kursach FEBS na koszt Fe-
deracji —46 0s06b.

W 2006 r. odbyt sie w naszym Kkra-
ju kurs FEBS (Advanced Course) po-
Swiecony bioenergetyce, obejmujacy
zarowno wyktady jak i praktyczne
zapoznawanie sie ze wspoétczesnymi
metodami badawczymi. Organizato-
rem merytorycznym byt Instytut Bio-
logii Doswiadczalnej im. Nenckiego w
Warszawie. W kursie wzieto udziat 28
stuchaczy i 17 wyktadowcow z catego
Swiata. Wszystkie koszty organizacyj-
ne jak i udziat wiekszosci stuchaczy
pokryt FEBS.

prof. Lech Wojtczak,

Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w latach
2005-2008

5 Dane za 2008 rok nie sg jeszcze dostepne



INFORMACJA O POSIEDZENIU RADY FEBS

Doroczne posiedzenie Rady FEBS
(FEBS Council) odbyto sie w dniach
3-4 lipca 2008 r. w Atenach bezpo-
$rednio po zakonczeniu 33. Kongre-
su FEBS. Rada FEBS jest najwyzszg
witadzg FEBS i sktada sie z delegatéw
wszystkich zrzeszonych w Federa-
cji narodowych towarzystw bioche-
micznych oraz z cztonkéw Komitetu
Wykonawczego (Executive Commit-
tee). Dwudniowemu posiedzeniu
w Atenach przewodniczyt aktualny
Przewodniczagcy (Chairman) FEBS,
Nazmi Ozer z Turcji. Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne reprezentowat
jego Prezes, prof. Lech Wojtczak (Fot.
1). Ponadto z Polski uczestniczyli stali
cztonkowie Komitetu Wykonawczego
FEBS: prof. Maciej J. Natecz, przewod-
niczacy Komisji Stypendialnej, i prof.
Adam Szewczyk, doradca do spraw
kongresow (Congress Counselor).

Rada wystuchata sprawozdania
z przebiegu wtasnie zakonczonego
Kongresu, w ktérym wzieto udzial
okoto 2600 uczestnikoéw, w tym okoto
1700 z Europy. Zebrani z uznaniem
wyrazali sie o poziomie naukowym
i organizacji Kongresu. Uwagi kry-
tyczne dotyczyty dos$¢ skromnego
pod wzgledem liczby uczestnikdw
udziatlu zaproszonych prelegentow
z krajow s$rodkowej i wschodniej
Europy. Zalecono, by organizatorzy
przysztego Kongresu (w 2009 r. w
Pradze) zadbali o wiekszg liczbe wy-
ktadowcéw z tej czesci naszego kon-

W LIPCU 2008 ROKU

tynentu. Prof. Israel Pecht, Sekretarz
Generalny FEBS, w cieptych stowach
podkreslit wktad prof. Adama Szew-
czyka, doradcy do spraw kongresow,
pomagajgcego z ramienia Komitetu
Wykonawczego w sprawnym przy-
gotowaniu obecnego Kongresu.

Zebrani wystuchali rowniez rapor-
tu prof. J. Mowbraya, Skarbnika FEBS,
o stanie finanséw Federacji oraz spra-
wozdan poszczegdlnych przewodni-
czacych z dziatalnosci podlegtych im
komisji. Prof. Mowbray podkreslit, ze
FEBS opiera sie na solidnej podsta-
wie finansowej, a gtownym Zrdédiem
wptywoéw sa dochody z publikacji
trzech czasopism: FEBS Journal (daw-
ny European Journal of Biochemistry),
FEBS Letters i Molecular Oncology (wy-
chodzi od 2007 r.). Wprawdzie docho-
dy z wydawnictw spadty w ostatnich
latach na skutek wprowadzenia wer-
sji elektronicznych, jednakze nowe,
korzystne umowy z firmami wydaw-
niczymi pozwolity zrekompensowacé
te straty. Dzieki temu FEBS moze na
dotychczasowym poziomie utrzymac,
a nawet rozszerzy¢, akcje stypendial-
ng. Z tym ostatnim punktem wigzata
sie propozycja prof. Macieja Natecza,
przewodniczacego Komisji Stypen-
dialnej, aby wprowadzi¢ nowy rodzaj
stypendiéw, przyznawanych mto-
dym biochemikom z krajow czton-
kowskich FEBS, ktérzy uzyskawszy
stopien doktora w Europie, wyjechali
na staze podoktorskie poza Europa,

a nastepnie chca
wréci¢ do ktoé-
rego$ z Kkrajow
cztonkowskich
FEBS (nieko-
niecznie do kraju
swego pocho-
dzenia). Miatoby
to przeciwdzia-
taé »drenazo-
wi mozgow".
Propozycja ta
wywotata duze
zainteresowanie
i przyjeto ja tytu-
tem préby na naj-
blizszy rok, usta-
nawiajac cztery
takie stypendia.

Fotografia 1. Nasz delegat (prof. Lech Wojtczak) na posiedzeniu Rady FEBS w Atenach. Jed nym z wa-

runkow ubiegania sie o takie stypen-
dium bytoby utrzymanie cztonkostwa
W swoim macierzystym towarzystwie
biochemicznym, réwniez podczas po-
bytu poza Europg.

Waznym punktem programu ob-
rad byly wybory przewodniczacych
i cztonkéw poszczeg6lnych komisji
FEBS w przypadkach, gdy kaden-
cje obecnych przewodniczgcych lub
cztonkéw konczyly sie. Wobec upty-
wu trzyletniej kadencji prof. Adama
Szewczyka jako doradcy do spraw
kongreséw poddano pod gtosowanie
wniosek o wybranie go na to stano-
wisko na nastepng kadencje. Wniosek
zostat przyjety ogromna wiekszosciag
gtoséw. Rowniez wigkszoscig gtosow
na wakujgce stanowisko cztonka Ko-
misji Wydawniczej zostat wybrany
polski kandydat, prof. Mariusz Ja-
skolski.

Zebranie przychylito sie do wnio-
sku Towarzystwa Biochemicznego
Armenii, ktére dotychczas miato sta-
tus cztonka obserwatora, aby przyjaé
je na cztonka zwyczajnego.

Z uwaga wystuchano obszernej
prelekcji delegata Republiki Czeskiej,
przedstawiajgcego zarys organizacji
Kongresu FEBS w Pradze w lipcu 2009
r. Znacznie krocej i bardziej ogdlnie
mowit przedstawiciel Szwecji o Kon-
gresie FEBS, organizowanym wspol-
nie przez Szwedzkie i Norweskie To-
warzystwa Biochemiczne w 2010 r. w
Gdteborgu. Nastepnie przedstawicie-
le Wioch i Rosji wspotzawodniczyli o
prawo organizacji Kongresu FEBS w
2011 r. Po wystuchaniu obu prezenta-
cjiiprzeprowadzeniu dyskusji odbyto
sie tajne gtosowanie, w ktérym zwy-
ciezyt projekt powierzenia organizacji
Kongresu Wiloskiemu Towarzystwu
Biochemicznemu. Kongres odbedzie
sie w Turynie.

Peten tekst protokotu z posiedzenia
Rady FEBS jest dostepny na stronie
internetowej Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego pod adresem: http://
www.ptbioch.edu.pl/ menu: Informa-
cje —FEBS—>Council Meetings.

prof. Lech Wojtczak
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WYDARZENIA - OPINIE - KOMENTARZE

WIADOMOSCI KRAJOWE *Zesp6t dr hab. Andrzeja Chmury z

NIEKTORE WYDARZENIA W Katedry i Kliniki Chirurgii Ogdlnej i

NAUCE POLSKIEJ W 2008 ROKU: Transplantacyjnej AM w Warszawie
przeprowadzit nowatorski zabieg,

*Przeprowadzona w Centrum On- dzieki ktéremu pacjent moze unik-
kologii w Gliwicach rekonstrukcja na¢ cukrzycy. Choremu, ktéremu
tchawicy po usunigciu nawrotu no- usunieto trzustke, przeszczepiono
wotworu tarczycy, zajek% Il miejsce jednoczesnie do watroby wtasne
w dorocznym konkursie Amery- wysepki trzustkowe. Operacja trwa-
kariskiego Towarzystwa Chirurgii ta 10 godzin, natomiast przygotowa-
Rekonstrukcyjnej i Mikronaczynio- nia do niej —az 10 lat.

wej na najlepszy zabieg rekonstruk-
cyjny. Operacja, przeprowadzona
przez zespo6t pod kierownictwem dr
Adama Maciejewskiego, byta pierw-
szg takg w Polsce ijedng z kilkuna-
stu na Swiecie.

*Po raz pierwszy w Polsce przepro-
wadzono usuwanie guza mozgu
przy jednoczesnym obserwowaniu
funkcji wiékien nerwowych. Ope-
racja przeprowadzona zostala przez

) zespot prof. Mirostawa Zgbka z Kili-
*Badacze z Pracowni Neuromorfo- niki Neurochirurgii Szpitala Bréd-

logii oraz Pracowni Neurobiologii nowskiego w Warszawie.
Molekularnej  Instytutu  Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN ustalili, jak dochodzi do roz-
woju jednej z najczestszych odmian
padaczki - choroby, na ktérg cierpi
400 tys. Polakow i miliony ludzi na
catym Swiecie. Udato im sie zidenty-
fikowac odpowiedzialne za to biatko
- MMP-9.

*Nieznany dotad naturalny mecha-
nizm obrony przed wirusami, powo-
dujacymi m. in. raka szyjki macicy,
zostat odkryty przez zespo6t doktora
Macieja Lazarczyka podczas badan,
jakie naukowiec prowadzit dzieki
wsparciu FNP w Instytucie Pasteu-
ra w Paryzu. Artykut na ten temat
opublikowano na tamach ,Journal
of Experimental Medicine".

*Pierwsze w Polsce zabiegi wymia-
ny zastawki aortalnej serca metoda
przezskorna, bez otwierania klatki
piersiowej, przeprowadzili lekarze
w Slaskim Centrum Choréb Serca w
Zabrzu (Slaskie) oraz Klinice Chirur-
gii Serca, Naczyn i Transplantologii
Collegium Medicum UJ.

*Szczatki, znalezione w katedrze w
Kwidzynie, na 96 procent nalezg do
wielkich mistrzéw krzyzackich - po
blisko roku badan ustalili naukow-
cy z Uniwersytetu Medycznego w
todzi oraz Uniwersytetu Mikota-
ja Kopernika w Toruniu. Badacze
przeanalizowali DNA szczatkéw
znalezionych w 2007 r. w katedrze
$w. Jana Ewangelisty w Kwidzynie.
Okazato sie, ze to szkielety XIV-

‘W Centrum Zdrowia Dziecka w wiecznych wielkich mistrzow krzy-
Warszawie opracowano innowacyj- zackich - Wernera von Orselna, Lu-
ng terapig, ktéra pozwala uchronic dolfa Koéniga i Heinricha von Plau-
dzieci przed uwarunkowang gene- ena. To odkrycie na skale europejska
tycznie padaczka i uposledzeniem —w zadnym innym miejscu na kon-
umystowym. Zesp6t prof. Sergiusza tynencie nie natrafiono dotad na $re-
Jozwiaka jako pierwszy na swiecie dniowieczne pochowki najwyzszych
zastosowat zupeinie nowatorskie dostojnikéw zakonu krzyzackiego.
podejscie - w jego metodzie dzieci
ze stwardnieniem guzowatym pod- *Pierwsza wiazka czastek przeszia
dawane s3 badaniu EEG mézgu juz przez .obwéd akceleratora LHC
od 3. miesiaca zycia. Gdy naukowcy (Wielkiego Zderzacza Hadronow) w
wykryja jakiekolwiek zmiany w za- osrodku CERN pod Genewa. Uru-
pisie, whaczaja leczenie wigabatryna chomienie LHC zakoficzyto dwu-
jeszcze przed wystapieniem napadu, dziestoletnie prace nad budowg tego
co zmniejsza ryzyko padaczki i nie- najwiekszego na Swiecie urzadzenia
odwracalnego upo$ledzenia umy- badawczego, w ktérych duza role
stowego. Wstepne doniesienie na odegrali takze Polacy - twdrcy m.
ten temat ukazato sie w miedzyna- in. oprogramowania i symulacji oraz
rodowym czasopismie "Epilepsia”. aparatury i systemoéw wyzwalania.
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Przy budowie zderzacza pracowato
w sumie okoto 350 polskich fizykow
z Instytutu Problemdéw Jadrowych
w Warszawie, Uniwersytetu War-
szawskiego, Politechniki Warszaw-
skiej, Instytutu Fizyki Jadrowej PAN
w Krakowie, Akademii Goérniczo-
Hutniczej w Krakowie, Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego i Politechniki
Krakowskiej.

*Polak na czele ponad stu tysiecy fi-
zykéw — prof. Maciej Kolwas z In-
stytutu Fizyki PAN w Warszawie
zostat wybrany na prezesa Euro-
pejskiego Towarzystwa Fizycznego
(EPS). EPS zrzesza ponad sto tysiecy
fizykow z 40 krajowych towarzystw
fizycznych.

eAstronomowie odkryli nowy ukitad
planetarny, podobny do Uktadu Sto-
necznego, bedacy jego przeskalowa-
ng wersja. Kluczowa role w odkry-
ciu odegrat polski zesp6t kierowany
przez prof. Andrzeja Udalskiego z
Obserwatorium  Astronomicznego
UW, pracujacy w ramach projektu
OGLE (Optical Gravitational Len-
sing Experiment). Wykryty uktad
jest odlegty od Ziemi o 4500 Ilat
Swietlnych.

*Polski teleskop - robot zarejestrowat

najjasniejszy widziany przez czto-
wieka btysk optyczny, pochodzacy z
odlegtego wszechswiata. Wyniki ob-
serwacji ukazaty sie w prestizowym
czasopiSmie naukowym "Nature".
Obserwowana eksplozja byta odle-
gta o 7,5 miliardow lat Swietlnych
od Ziemi, w potowie odlegtosci do
krancow widzialnego Wszech$wia-
ta. To najjasniejszy rozbtysk zaob-
serwowany kiedykolwiek przez
cztowieka.

*14-letni mito$nik astronomii z Krap-

kowic znalazt komete na zdjeciach
wykonanych przez obserwatorium
stoneczne SOHO. Tym samym zostat
prawdopodobnie najmtodszym od-
krywcg komety w projekcie SOHO
Comets.

*Spektakularny sukces w konkur-
sie na najlepszy projekt akademicki
zwigzany z projektowaniem ukta-
dow elektronicznych odnidst stu-
dent Politechniki toédzkiej — tu-
kasz Kotynia. Laureat uczy sie na
piatym roku kierunku Elektronika i
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Telekomunikacja na Wydziale Elek-
trotechniki Elektroniki Informatyki i
Automatyki. Kotynia pokonat kon-
kurentow z catej Europy i zdobyt
gtdwna nagrode w kategorii pro-
jektéw studenckich, ktérg wreczono
mu podczas konferencji CDNLive w
Monachium.

Wydziat Lekarsko-Biotechnolo-
giczny i Medycyny Laboratoryjnej
powotano w Pomorskiej Akademii
Medycznej w Szczecinie. PAM jest
jedyna uczelnig ze specjalnos$cig bio-
technologia medyczna. W sktad no-
wego wydziatu weszty dwa kierunki:
biotechnologia ze specjalnoscig bio-
technologia medyczna i analityka me-
dyczna. Jednoczes$nie powotano jed-
nostki: katedry, zaktady idziewiec¢ sa-
modzielnych pracowni, w tym jedng
nowg - pracownie onkologii klinicz-
nej. Program nauczania na wydziale
obejmuje m.in. zajecia z przedmiotéw
ogo6lnych, onkologii, genetyki, pedia-
trii, biologii eksperymentalnej oraz z
biologicznych aspektow biotechnolo-
gii medycznej.

W witrynie internetowej tygo-
dnika ,,Science™ 8 stycznia b.r. uka-
zala sie publikacja, ktorej pierwszg
autorkg jest dr Joanna Wegrzyn,
absolwentka Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii UJ. Dok-
tor Wegrzyn od jesieni 2003 roku pra-
cuje w zespole prof. Andrew Larnera
na Virginia Commonwealth Univer-
sity w Richmond (USA). Zespo6t prof.
Lamera zajmuje sie prowadzeniem
badan nad mechanizmami regula-
cji ekspresji gendw przez cytokiny
i czynniki transkrypcyjne nalezace
do rodziny STAT. Opublikowana w
»Science" praca pt. ,,Function of mito-
chondrial Stat3 in cellular respiration™
dotyczy witasnie tego zagadnienia. Jej
wyniki stanowity podstawe rozprawy
doktorskiej, ktorg dr Wegrzyn obroni-
ta w Krakowie w pazdzierniku 2007
roku. Opublikowany artykut omawia

Fotografia 1. Central European Congress of Life
Science EUROBIOTECH 2008 - ceremonia otwar-
cia.
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Fotografia 2. Life Science Open Space.

nieznang wczesniej role STAT3 w re-
gulacji oddychania komorkowego.
Biatko STAT3 znane dotychczas jako
kluczowy mediator ekspresji wielu
gendéw pod wpitywem cytokin, spet-
nia te funkcje w jadrze komérkowym.
STAT3 wystepujacy w mitochon-
driach nie wptywa na ekspresje ge-
néw, ale reguluje zdolno$¢ komorki
do produkcji ATP. Odkrycie zespotu
prof. Larnera stanowi podstawe dla
dalszych badan funkcji tego biatka, a
badacze przypuszczaja, ze zaburzenia
w pracy STAT3 moga mie¢ zwigzek m.
in. z niewydolnos$cia serca czy prawi-
dtowga pracg uktadu odpornosciowe-
go. W gronie wspo6tautorow powyz-
szej publikacji znajduje sie takze kilku
innych pracownikéw Wydzialu Bio-
chemii, Biofizyki i Biotechnologii, tj.:
prof. J6zef Dulak oraz Marta Derecka,
Karol Szczepanek, Magdalena Szelag,
Agnieszka Gdrnicka i Joanna Cichy.
Rezultatem dotychczasowej wspot-
pracy miedzy zespotem prof Larnera
i badaczami z Krakowa jest juz kilka
publikacji, a obecnie przygotowywa-
ne sg kolejne rozprawy doktorskie,
(informacja od prof. Jozefa Dulaka,
kierownika Zaktadu Biotechnologii
Medycznej Wydziatu BBIB UJ, http://
www.sciencemag.org/cgi/content/abs-
tract/1164551).

Central European Congress of
Life Science EUROBIOTECH 2008.
W dniach 17-19 pazdziernika 2008
odbyta sie w Krakowie miedzyna-
rodowa impreza naukowa o nazwie
»Central European Congress of Life
Science EUROBIOTECH 2008" pota-
czona z targami (Fot. 1-3). Kongres
wspdtorganizowaty nastepujgce in-
stytucje:  Uniwersytet Jagiellonski
(Wydziat Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii [WBBIB] oraz Collegium
Medium [CM]), Uniwersytet Rolniczy
[UR] w Krakowie, Polska Federacja
Biotechnologii [PFG] oraz firma ,, Tar-
gi w Krakowie". Statymi cztonkami
Komitetu Organizacyjnego Kongresu

byli: prof. Kazimierz Strzatka (prze-
wodniczgcy, WBBIB, UJ), prof. Hen-
ryk Kotoczek (wice-przewodniczacy,
UR w Krakowie) oraz prof. Tomasz
Twardowski (PFB) i mgr Ewa Woch
(Targi w Krakowie). W sktad Komite-
tu wchodzili ponadto: prof. S. Bielecki
(Komitet Biotechnologii przy Prezy-
dium PAN), mgr P. Bfachno (Jagiel-
loriskie Centrum Innowacji, UJ), prof.
M. Biazewicz (Akademia Gorniczo-
Hutnicza), prof. A. Dembinska - Kie¢
(CM UJ), prof. J. Dulak (UJ), prof. K.
Kononowicz (CM UJ), prof. P. Laidler
(CM UJ), dr K. Murzyn (Cluster Life
Science, Krakow), prof. M. Pawlikow-
ski (Akademia Gorniczo-Hutnicza),
prof. P. Pisulewski (UR, Krakdw),
prof. R. Stomski (Instytut Genetyki
Cztowieka PAN) oraz prof. Z. Smo-
rag (Instytut Zootechniki w Balicach).
Honorowy patronat nad Kongresem
objeli: Minister Zdrowia, Wojewoda i
Marszatek Matopolski, Prezydent Kra-
kowa, Rektorzy Uniwersytetu Jagiel-
loriskiego i Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie, Polska Akademia Umie-
jetnosci, Stowacka Akademia Nauk,
Komitet Biotechnologii PAN, Polski
Urzad Patentowy, Konsul Generalny
Republiki Stowacji, Konsul Generalny
Republiki Czech oraz British - Polish
Chamber of Commerce, za$ w sktad
Honorowego Komitetu Naukowego
weszto 27 wybitnych uczonych z Pol-
ski, Litwy, Czech, Ukrainy, Niemiec,
Rosji, Stowacji oraz Biatorusi.

Kongres EUROBIOTECH 2008 sta-
nowit kontynuacje zakonczonej suk-
cesem ,First International Conferen-
ce: Biotechnology in Agriculture EU-
ROBIOTECH 2007", zorganizowanej
w Krakowie w kwietniu 2007. Tym ra-
zem tematyka Kongresu poswiecona
byta szerszej problematyce ,life scien-
ce" ze szczegblnym uwzglednieniem
biotechnologii czerwonej. Program
Kongresu zawierat 7 paneli tematy-
cznych: (1) Medical Biotechnology,
(20 Pharmaceutical Biotechnology,
(3) Food for Life - Nutrigenomics, (4)

Fotografia 3. Stoisko Stowackiej Akademii Nauk.
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Animal Biotechnology, (5) Biomate-
rials, (6) Intellectual Property Rights
and Red Biotechnology, (7) Searching
for Private Capital for Life Sciences
Projects. Dodatkowo, pod patronatem
Cluster Life Sciences Krakdéw, zorgani-
zowana zostata impreza ,,Life Science
Open Space", prowadzona przez mo-
deratoréw z Kanady i z Polski, ktorej
celem byta swobodna wymiana mysli
ipogladdéw na niektore problemy wig-
z3ce sie z biotechnologig. Kluczowym,
dyskutowanym, zagadnieniem byita
kwestia innowacyjnosci w obszarze
nauk o zyciu oraz sprawa przetamy-
wania barier we wdrazaniu osiggnie¢
naukowych do praktyki. Oprécz sesji
panelowych pos$wieconych réznym
dziedzinom biotechnologii, duzym
zainteresowaniem cieszyt sie panel
»Intellectual Property Rights and Red
Biotechnology”, a takze panel ,Se-
arching for Private Capital for Life
Sciences Project"”, co $wiadczy owzra-
stajgcym zainteresowaniu sprawami
transferu technologii miedzy nauka a
praktyka. W Kongresie uczestniczyto
okoto 480 os6b z 21 krajow, gtownie
europejskich, ale takze z Ameryki,
Azji i Australii. W trakcie Kongresu
wygtoszono 140 wyktadéw plenar-
nych i sesyjnych, zaprezentowano
okoto 190 posterow, za$ w czesci tar-
gowej uczestniczyto 31 firm polskich
i zagranicznych, ktorych oferta han-
dlowa dotyczyta w gtdwnej mierze
nowoczesnej aparatury naukowej,
odczynnikdw i materiatdw do badan
oraz literatury naukowej. W towa-
rzyszacej wystawie, oprécz firm z
sektora ,,biotech", uczestniczyty réw-
niez firmy patentowe, firmy doradcze
oraz fundusze inwestycyjne. Kongres
uzyskat pochlebng ocene oséb uczest-
niczgcych. Wybor 41 wybitnych spe-
cjalistow z poszczeg6lnych dziedzin
jako ,keyspeakeréow" gwarantowat
wysoki poziom naukowy paneli. Sta-
ty Komitet Organizacyjny, zachecony
sukcesem EUROBIOTECH 2007 oraz
EUROBIOTECH 2008, zdecydowat o
organizacji w roku 2010 w Krakowie
kolejnego Kongresu — Eurobiotech
2010, tym razem poswieconego biatej
biotechnologii. Juz teraz serdecznie
zapraszamy do uczestnictwa w tej
miedzynarodowej imprezie naukowej
(informacja przygotowana przez prof.
Kazimierza Strzatke).

Nagroda Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej, majaca opinie najwazniejszej
nagrody naukowej w Polsce, zwana
»Polskim Noblem", przyznana zo-
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stata po raz 17. Nagrode te otrzymac
moga wybitni uczeni za osiagniecia i
odkrycia (z ostatnich czterech lat), sta-
nowigce istotny wktad w zycie ducho-
we i postep cywilizacyjny kraju oraz
zapewniajgce Polsce miejsce w nauce
Swiatowej. Nagroda przyznawana
jest w czterech dziedzinach: nauk hu-
manistycznych i spotecznych, nauk
przyrodniczych i medycznych, nauk
$cistych oraz nauk technicznych. Uro-
czysto$¢ wreczenia nagrody odbyta
sie w Sali Wielkiej Zamku Krdlewskie-
go w Warszawie. W dziedzinie nauk
humanistycznych i spotecznych lau-
reatem nagrody zostat prof. Stani-
staw Mossakowski z Instytutu Sztuki
PAN w Warszawie za ,,wszechstron-
ng, interdyscyplinarng monografie
dotyczacag Kaplicy Zygmuntowskiej -
czotowego zabytku sztuki polskiego i
wioskiego Renesansu". W dziedzinie
nauk przyrodniczych i medycznych
nagrodzono prof. Jacka Oleksyna
(Fot. 4) z Instytutu Dendrologii PAN
w Koérniku, z wyksztatcenia lesnika,
za ,wkiad w odkrycie uniwersal-
nych biogeograficznych zaleznosci
miedzy cechami rodlin, istotnych dla
zrozumienia procesow ekologicz-
nych w skali globalnej". W dziedzi-
nie nauk Scistych nagrodzony zostat
prof. Ryszard Horodecki z Instytu-
tu Fizyki Teoretycznej i Astrofizyki
Uniwersytetu Gdanskiego za ,,wktad
w stworzenie podstaw informatyki
kwantowej". Prof. Horodecki zbadat
zjawisko splatania kwantowego, kto-
re, wg jury jest jednym z najtrudniej-
szych do zrozumienia fenomenow we
wspodiczesnej fizyce. Prof. Andrzej
Jajszczyk z Katedry Telekomunikacji
Akademii Gdrniczo-Hutniczej w Kra-
kowie otrzymat nagrode FNP w dzie-
dzinie nauk technicznych za ,bada-
nia w zakresie teorii weztdw szybkich
sieci telekomunikacyjnych, stanowig-
cych podstawe budowy internetu
nowej generacji". W tym roku kazdy
z laureatow nagrody FNP otrzymat
200 tys. zt.

W 1V edycji konkursu ,,Skompli-
kowane i proste. Mtodzi uczeni o
swoich badaniach™ mgr Michat P.
Heller (Fot. 5) z Instytutu Fizyki UJ
zdobyt | nagrode. Naukowiec zostat
doceniony za artykut ,,Wibrujace stru-
ny, spadajace jabtka i najdoskonalszy
ptyn w przyrodzie", popularyzujacy
badania nad zastosowaniami teorii
strun. Konkurs na artykut popular-
nonaukowy pod hastem ,,Skompliko-
wane i proste. Mtodzi uczeni o swo-

Fotografia 4. Prof. Jacek Oleksyn (trzeci od lewej).

ich badaniach"”, objety honorowym
patronatem Ministra Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego, organizowany jest
od 2005r. przez redakcje miesiecznika
»Forum Akademickie". Biorg w nim
udziat mtodzi naukowcy do 35 roku
zycia, gtéwnie doktoranci. Il nagrode
otrzymata mgr inz. Marta Grabiec
z Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego w Warszawie za
artykut ,Neurogeneza — do czego
stuzg nowe neurony w mozgu doro-
stych zwierzat", poswiecony bada-
niom rozwoju mdzgu torbaczy. Il
nagroda przypadta mgr inz. Joannie
Brzeskiej z Katedry Chemii i Towaro-
znawstwa Przemystowego Akademii
Morskiej w Gdyni za artykut ,,Syn-
teza nowych poliuretanéw do celow
medycznych”. Autorka poszukuje
tworzyw sztucznych, ktdére nadaja sie
na implanty. Wyréznienia otrzymali:
mgr inz. Stawomir Boncel z Katedry
Chemii Organicznej, Bioorganicznej i
Biotechnologii Politechniki Slaskiej w
Gliwicach za artykut ,,Czarna sukien-
ka", popularyzujacy badania wdkien
z nanorurek weglowych; dr Norbert
Duda z Instytutu Biologii Uniwersy-
tetu w Biatymstoku za artykut ,,Komu
podrzuci¢ witasne dziecko? Dylematy
ptasiej mamy", poSwiecony pasozyt-
nictwu legowemu mewy $mieszki;
mgr inz. Przemystaw Krakowiak z
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o
Zywnosci Politechniki t6dzkiej za
artykut ,Jak nie meczy¢ mikrobiolo-
ga". Autor badat obecnos$¢ bakterii w
toaletach publicznych; mgr inz. Agata
Pacek z Wydziatu Ogrodniczego Uni-
wersytetu Przyrodniczego w Lublinie
za artykut ,Thusty sposéb na owa-
da", o kwiatach storczyka, z ktérych
pszczoty zbierajg... thuszcz. Wreczenie
nagréd odbyto sie 12 lutego 2009 r.,
w Warszawie, w gmachu Minister-
stwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
podczas obrad Rady Gidwnej Szkol-
nictwa Wyzszego. Nagrodzone i wy-
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Fotografia 5. Mgr Michat P. Heller.

réznione artykuty publikuje ,,Forum
Akademickie".

Marcin  Andrychowicz, Maciej
Klimek i Marcin Koscielnicki (Fot. 6)
— studenci informatyki Uniwersy-
tetu Warszawskiego, ktérzy wygra-
li mistrzostwa Europy Srodkowej
(CEPC'08) w programowaniu zespo-
towym (druzyna ,Warsaw Swifts
08") otrzymali stypendia naukowe.
Uroczysto$¢ wreczenia stypendiow
odbyta sie 6 stycznia w Patacu Kazi-
mierzowskim w Warszawie.

Prof. dr hab. Stanistaw Lech Wo-
ronowicz z Wydziatu Fizyki UW
otrzymat niezwykle prestizowg na-
grode naukowg Fundacji Aleksandra
von Humboldta. Humboldt Research
Aivard otrzymujag wyrdzniajacy sie
naukowcy, spoza Niemiec, ktérych
badania, teorie lub odkrycia miaty
znaczacy wptyw na rozwdj danej dys-
cypliny naukowej. Tak nagrodzeni
naukowcy sa zapraszani do popro-
wadzenia na jednym z niemieckich
uniwersytetow wiasnego projektu na-
ukowego. Prof. Woronowicz bedzie
prowadzit badania na Georg- August-
Universitat Gottingen, wspdtpracujac
z prof. Ralfem Meyerem z Instytutu
Matematyki oraz prof. Detlevem Bu-
chholzem z Instytutu Fizyki Teore-
tycznej. Badania prof. Woronowicza
od blisko 30 lat skupiajg sie na zagad-
nieniach zwigzanych z teorig grup
kwantowych; przez wielu uznawany
jest za jednego z wspotworcow tejze
teorii. Wczesniej prof. Woronowicz
zajmowat sie aspektami matematycz-
nymi teorii kwantow i aksjomatycznej
kwantowej teorii pola oraz algebra
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operator6w. Badania prof. Worono-
wicza sg uznawane za wybitne na ca-
tym Swiecie. Wspotpracuje on m.in. z
Institute for Advanced Study w Prin-
ceton, Centr de Physique Théorique
CNRS w Marsylii, Zentrum fir Inter-
disziplinere Forschung w Bielefeld,
Institut fir Theoretische Physik ETH
w Zurychu oraz Research Institute
for Mathematical Study Kyoto Uni-
versity. Jest laureatem wielu nagrod,
m.in.: Nagrody im. Stefana Banacha
Polskiego Towarzystwa Matematycz-
nego, Nagrody Fundacji Alfreda Ju-
rzykowskiego oraz Nagrody Fundacji
na rzecz Nauki Polskiej w dziedzinie
nauk S$cistych. W latach 1977-1984
prof. Woronowicz byt prodziekanem,
a nastepnie dziekanem Wydziatu Fi-
zyki UW; w latach 1993-1996 petnit
funkcje kierownika Katedry Metod
Matematycznych Fizyki UW, ktorej
pracownikiem jest do dnia dzisiejsze-
go (wg Nauka w Polsce).

Na Wydziale Biologii Uniwersy-
tetu Warszawskiego ogtoszono wy-
niki Konkursu Prac Mtodych Na-
ukowcow Unii Europejskiej 2009.
Jury pod przewodnictwem prof. Jana
Madeya przyznato dziewie¢ nagréd.

Fotografia 6. Panowie Marcin Andrychowicz, Ma-
ciej Klimek i Marcin Koscielnicki (wymienieni w
kolejnosci od lewej).

Z uwagi na ograniczenia regulami-
nowe Polske we wrze$niu w Paryzu
bedg reprezentowaé trzy najlepsze
prace. Trzy pierwsze nagrody otrzy-
mali: Anna Kornakiewicz (Fot. 7) stu-
dentka | roku Wydziatu Lekarskiego
Warszawskiego Uniwersytetu Me-
dycznego — za prace dotyczaca roz-
woju opornosci na cyprofloksacyne u
bakterii Escherichia coli. Badania lau-
reatki dotyczg doboru dawki, ktéra
pozwala wyleczy¢ pacjenta, a jedno-
cze$nie nie prowadzi do powstania
opornych szczepéw bakterii. Monika
i Michatl Turscy — rodzenstwo, kto-
re bierze udzial w eliminacjach juz
po raz trzeci. Monika jest uczennica
Il klasy | Liceum Ogo6lnoksztatcgcego

im. Stanistawa Staszica w Lublinie,
a Michat ukonczyt to samo liceum i
studiuje na pierwszym roku Szkoty
Gtoéwnej Handlowej w Warszawie.
Ich wspdlne badania dotyczyty obie-
gu w przyrodzie kwasu kinurenino-
wego — tajemniczej substancji, ktorg
w XIX wieku odkryto w moczu psa.
Okazato sie z czasem, ze kwas wy-
stepuje zaréwno w roslinach, jak i
organizmach zwierzat. Jak wykazaty
badania rodzeristwa z Lublina, szcze-
gblnie duzo kwasu kinureninowego
zawierajg ziota o korzystnym dzia-
taniu na uktad pokarmowy (dziura-
wiec, melisa, lipa, pokrzywa). Zgadza
sie to z doniesieniami o tym, ze kwas
kinureninowy pobudza trawienie, a
jednocze$nie zapobiega wrzodom.
Aleksander Kubica, student Miedzy-
wydziatowych Indywidualnych Stu-
diow Matematyczno-Przyrodniczych
Uniwersytetu Warszawskiego oraz
Wiktor Pilewski, student | roku Wy-
dziatu Elektrycznego Politechniki Po-
znanskiej badali wtdérne ogniska spi-
ralnych soczewek dyfrakcyjnych. Te
ptaskie soczewki mozna wydrukowaé
na przezroczystej folii — wystarczy
drukarka laserowa o duzej rozdziel-
czosci. Przeprowadzone za pomoca
starego skanera i aparatu cyfrowego
badania pozwolity zbada¢ nietypowy
ksztatt ognisk wtérnych tych socze-
wek. Spiralne soczewki dyfrakcyjne
moga znalez¢ zastosowanie m. in. w
skupianiu promieni rentgenowskich
oraz budowie optycznej ,pesety" do
przemieszczania mikroskopijnych
obiektow. Wyjatkowag witasciwoscia
spiralnej soczewki jest to, ze ,,zakreco-
ne" przez nig $wiatto umozliwia takze
obracanie, np. bakterii. Trzy nagrody
drugie otrzymali: Joanna Ko$micka
z Bydgoszczy — za prace o wpty-
wie obrdbki termicznej na zawartosé
witaminy C w ziemniakach; Martha
Ubik z Krakowa — za prace o punk-
tach charakterystycznych na prostej
Eulera i Michat CieSlewicz z Gizycka

waranzansrsleduld

Fotografia 7. Pani Anna Kornasiewicz.
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— za badania wptywu cztowieka na
roznorodnosé gatunkowga porostow
w Gizycku. Trzecig nagrode ex aequo
zdobyli: Joachim Jelisiejew z Biatego-
stoku — za prace w dziedzinie ma-
tematyki, Rafat Sarniak z Wioctawka
— za badania fizyczne oraz Tomasz
Trzeciak z Rzeszowa — za badania
w dziedzinie chemii. W finale — za
prace w dziedzinie biologii — znala-
zty sie takze: Katarzyna Czajkowska z
Warszawy, Joanna Grzbiela z Gliwic
oraz Katarzyna Niedziela z Gostynia.
Polscy mtodzi naukowcy co roku od-
noszg sukcesy w ogoélnoeuropejskim
konkursie, pokonujgc konkurentéw
z Unii Europejskiej, a takze z krajow
spoza UE, m. in. z Chin i Rosji. W
Kopenhadze, w roku 2008, Magda-
lena Bojarska z Warszawy zdobyta |
nagrode i nagrode specjalng za prace
,Cykle Hamiltona w uogdlnionych
grafach Halina" (matematyka), za$
Pawet Maryniak z Prudnika — na-
grode specjalng rzadu duniskiego za
prace dotyczaca szybkos$ci uczenia sie
izapamietywania uktadu obiektow w
przestrzeni u karaczana madagaskar-
skiego w zaleznos$ci od pici (samice
gorzej sobie z tym radzg). Polskie eli-
minacje do konkursu organizuje Kra-
jowy Fundusz na rzecz Dzieci (wg inf.
w witrynie Nauka w Polsce).

Krzysztof Cichy z Wydziatu Fi-
zyki UAM w Poznaniu, Aneta Ku-
rzepa z Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN oraz
Dariusz Sobolewski z Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskie-
go (Fot. 8) zostali laureatami | edycji
nagréd dla wybitnych mitodych na-
ukowcoéw, przyznanych przez Wy-
dawnictwo Naukowe Elsevier B.V.
oraz Fundacje Edukacyjng ,,Perspek-
tywy". Krzysztof Cichy studiowat na
Akademii Ekonomicznej w Poznaniu,
itam w wieku 27 lat otrzymat stopien
doktora. Potem zostat laureatem |
edycji konkursu Prezesa NBP za pra-
ce z dziedziny teorii wzrostu gospo-
darczego. Obecnie pracuje w Kate-
drze Ekonomii Matematycznej AE w
Poznaniu oraz jest doktorantem sta-
cjonarnych studiéw doktoranckich na
Wydziale Fizyki UAM. W badaniach
z zakresu ekonomii wykorzystuje m.
in. wiele metod symulacyjnych opra-
cowanych przez fizykéw. Zaintere-
sowania laureata z dziedziny fizyki
dotycza tzw. chromodynamiki kwan-
towej na sieci. W badaniach tych dr
Cichy tworzy efektywne algorytmy,
implementuje je oraz wykorzystu-
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je napisane przez siebie i przez inne
osoby programy na najpotezniejszych
na $wiecie superkomputerach. Aneta
Kurzepa jest absolwentkg chemii na
Politechnice Wroctawskiej i studentkg
drugiego roku studidw doktoranckich
w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN. Jej praca pole-
ga na badaniach bakteriofagéw, moze
to w przysztosci skutkowaé opraco-
waniem skutecznej metody zwalcza-
nia wielu choréb. Prowadzi witasny
projekt badawczy w dziedzinie inte-
rakcji fagow z organizmami ssakow,
ma na swym koncie liczne publikacje
naukowe, zaréwno jako wspétautor-
ka, jak i samodzielny autor. Dariusz
Sobolewski jest pracownikiem na-
ukowo-dydaktycznym Uniwersytetu
Gdanskiego, zatrudnionym na stano-
wisku adiunkta w Katedrze Syntezy
Organicznej Wydziatu Chemii UG. W
ciggu ostatnich kilku lat pracy opubli-
kowat blisko 30 prac naukowych. Jego
badania dotycza prob znalezienia m.
in. silnych i selektywnie dziatajgcych
analogéw hormondéw neuroprzysad-
kowych, ktére moglyby znalez¢ za-
stosowanie w leczeniu takich chociaz-
by choréb jak np. moczdwka prosta,
zaburzen zwigzanych z zatrzymywa-
niem wody w organizmie czy pew-
nych rodzajow nadcisnienia. Do | edy-
cji nagrody dla mtodych naukowcdéw
zakwalifikowato sie 10 0s6b z réznych
polskich uczelni, reprezentujacych
medycyne, technologie, biochemig,
genetyke i biologie molekularna, fi-
zyke i astronomie, chemie, inzynierie
materiatowag, rolnictwo i biologie, na-
uki spoteczne, nauke o Srodowisku i
informatyke. Nagroda dla trojki zwy-
ciezcdw jest uczestnictwo w wybranej
przez laureata konferencji naukowej
za granicg (kazdemu zostang opta-
cone bilety lotnicze, pokéj w hotelu
oraz uczestnictwo). Organizatorami
konkursu i fundatorami nagrod byli
Wydawnictwo Naukowe Elsevier

Fotografia 8. Dr Krzysztof Cichy, mgr Aneta Ku-
rzepa i dr Dariusz Sobolewski (wymienieni w ko-
lejnosci od lewej).

B.V. oraz Fundacja Edukacyjna ,,Per-
spektywy".

W dniach 26-31 pazdziernika
2008 r. w Manchesterze odbyto sie
Manchester International Science
Festiwal, czyli kolokwium dyrekto-
réw festiwali nauki z calego $wiata.
Ze strony polskiej udziat w spotkaniu
wzieli prof. Magdalena Fikus z Festi-
walu Nauki w Warszawie oraz prof.
Kazimierz Orzechowski z Dolno$la-
skiego Festiwalu Nauki. Pozostali
uczestnicy kolokwium pochodzili
m.in. z: Afryki Pid., Arabii Saudyj-
skiej, Brazylii, Chin, Chorwacji, Danii,
Hiszpanii, Japonii, Jemenu, Kuby, Li-
twy, Niemiec, Rosji, Singapuru, Taj-
wanu i Ukrainy. Ich rozmowy skupia-
ty sie wokot zagadnien o charakterze
pytan: ,Dlaczego organizujemy Festi-
wale Nauki?", ,Jak organizujemy Fe-
stiwal Nauki?", ,Kiedy organizujemy
Festiwal Nauki?", Co i kto organizuje
Festiwale Nauki?" oraz ,,Gdzie or-
ganizujemy Festiwal Nauki?", oraz
,Darwin 200 — imprezy i obchody
200-lecia urodzin Darwina". Wszy-
scy uczestnicy kolokwium przedsta-
wiali wiasne Festiwale. Prezentacjom
towarzyszyta ozywiona dyskusja. Z
wnioskéw wyptywato jedno zasadni-
cze stwierdzenie, iz cel organizatorow
poszczegblnych festiwali byt zazwy-
czaj ten sam, jednak dopiero w trakcie
wypowiedzi okazywato sie, jak wiele
rézni festiwal w Chinach od festiwalu
brazylijskiego czy licznych festiwali
brytyjskich. Rozmaito$¢ doswiadczen
organizatoréw festiwali i mozliwos¢é
ich wymiany stanowita o najwiekszej
wartosci tego kolokwium. Cztonko-
wie kolokwium mieli takze okazje
uczestnictwa w trwajagcym w tym cza-
sie w Manchesterze Festiwalu Nauki.
Obejrzeli ciekawe pokazy (,,Jak zostaé
wynalazcg?" ,Uliczny pokaz zjawisk
naukowych", , Ekspozycje Muzeum
Nauki i Technologii"), wzieli udziat
w debacie o konsekwencjach szcze-
pien profilaktycznych noworodkow
i dzieci oraz obejrzeli film ,,Kosmicz-
na Afryka" potaczony z debatg na
temat potozenia mniejszosci etnicz-
nych w Wielkiej Brytanii. Zaprosze-
ni naukowcy obecni byli réwniez na
wreczeniu nagrody dla brytyjskiego
popularyzatora festiwalowego 2007.
Uczestnictwo w Kolokwium sfinanso-
wato w catosci British Council.

Dzieki zainstalowaniu nowoczesnej
kamery w catorocznej Polskiej Stacji
Polarnej IGF PAN na Spitzbergenie, in-
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temauci moga $ledzi¢ polarny krajobraz
tacznie ze zwierzetami. Przystosowana
do pracy w najtrudniejszych warunkach
nowoczesna kamera (35-krotne powiek-
szenie i 12-krotny zoom cyfrowy) zostata
zainstalowana przez wyprawe z udziatem
Witolda Kaszkina, a obrazy z polarnej
stacji (z mozliwos$cig monitorowania od-
legtych obiektéw) sg dostepne w sieci od
przetomu listopada i grudnia 2008. Ob-
raz z kamery dostepny jest pod adresem:
http://homsund.com/. Wg Unii Europej-
skiej, polska stacja na Spitzbergenie jest
jednym z szesciu flagowych miejsc ide-
alnych do badan biologicznych i geogra-
ficznych na kontynencie europejskim. Od
blisko 50 lat organizowane sg ekspedycje
badawcze w ten rejon Ziemi (wg inf. Na-
uka w Polsce).

Naukowcy, instytucje nienaukowe
i dziennikarzy zachecani sa do popu-
laryzowania osiggnie¢ polskiej nauki
i przyblizania $wiata badan nauko-
wych osobom, ktére na co dzien nie
maja z nimi kontaktu.

W 2009 roku rozpoczyna sie
nowa edycja konkursu ,,Populary-
zator Nauki'. Do 15 pazdziernika
bedg przyjmowane zgtoszenia do
konkursu, obejmujace zaréwno
kandydatury nowe, jak i te z lat
poprzednich. Przedstawiciele orga-
nizatora, korzystajac z prawa selekciji,
wybiorg wséréd nadestanych zgtoszen
kandydatow, ktérzy wezmag udziat w
Scistym finale i bedg rekomendowani
do nagrody gtéwnej. Z grupy finato-
wej jury wytoni laureatow konkursu.
Tytut ,Popularyzatora Roku 2009"
zostanie przyznany w dwoch kate-
goriach gtdwnych — ,Naukowiec i
instytucja naukowa" oraz ,Dzienni-
karz, redakcja, instytucja nienauko-
wa". Wyrdznienia otrzymajg najlep-
sze prezentacje wszystkich przyszto-
rocznych festiwali nauki. Kandydaci
wytonieni spos$réd wszystkich zgto-
szen do udziatu w finale, otrzymaja
prestizowe dyplomy uczestnictwa w
konkursie.

Serwis ,,Nauka w Polsce" ogtosi
termin rozpoczecia procedury kwali-
fikacyjnej.

Institute of International Educa-
tion (11E) zaprasza w imieniu King
Abdullah University of Science
and Technology (KAUST), na pro-
gram stypendialny dla studentéw
kierunkéw inzynierskich i tech-
nologicznych. Krél Arabii Saudyj-
skiej Abdullah bin Abdulaziz Al Saud
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stworzytnawschodnim brzegu Morza
Czerwonego unikalny miedzynarodo-
wy uniwersytet KAUST. O stypendia
ubiegac sie moga studenci ostatnich lat
studiéw licencjackich i magisterskich
nastepujacych kierunkéw: Informaty-
ka, Matematyka Stosowana, Chemia,
Biotechnologia, Elektronika, Ochrona
Srodowiska, Inzynieria Srodowiska,
Inzynieria Procesowa, Informatyka,
Elektronika, Inzynieria materiatowa,
Mechanika, Oceanografia oraz Kkie-
runkéw pochodnych. O stypendia
moga sie stara¢ takze polscy studen-
ci. Po ukoniczeniu studiow w Polsce,
student bedzie kontynuowal nauke
w KAUST w ramach programu magi-
sterskiego rozpoczynajacego sie jesie-
nig 2010 lub 2011 roku. Stypendium

e Cells'modular components
» Social Life of the Cell
¢ Organism, the Network

Of Interactions

Life's Molecular Interactions

obejmuje: optacenie studiéw w Polsce
do ukonczenia aktualnego progra-
mu, atrakcyjne stypendium podczas
nauki w KAUST (optata za studia, za-
kwaterowanie oraz pokrycie kosztow
utrzymania, kosztéw podrézy, pomo-
cy i sprzetu dydaktycznego (laptop,
podreczniki), kosztéw przejazdu do
Arabii Saudyjskiej oraz podrozy do
domu podczas przerw $wigtecznych).
Szczegbtowe informacje na temat sty-
pendium oraz formularze aplikacyjne
dostepne sg na stronach: www.per-
spektywy.pl/kaust oraz www.kaust.edu.
sa/discovery.

Pod redakcjag Teresy Wesotowskiej
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PROTEAZY RETROWIRUSOWE PO 20

LATACH:

Mariusz Jaskdlski

Zaktad Krystalografii, Wydziat Chemii
UAM i Centrum Badan Biokrystalograficz-
nych, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu

Zaktad Krystalografii, Wydziat Chemii Uni-
wersytetu im. Adama Mickiewicza, ul. Grun-
waldzka 6, 60-780 Poznan; tet.: (061) 8291274,
email: mariuszj@amu.edu.pl

Kronika wydarzeA zwigzanych z
odkryciem struktury proteazy wirusa
HIV] pierwszego zbadanego struktu-
ralnie biatka retrowirusowego, musi
rozpocza¢ sie u progu 1988 roku. Przy
okazji mozna odnotowac ciekawg
zbieznos¢ dat: 20-lecie odkrycia struk-
tury proteazy retrowirusowej przypa-
da prawie doktadnie w 50. rocznice
ogtoszenia drukiem przez Johna Ken-
drew w roku 1958 pierwszej w histo-
rii struktury przestrzennej biatka [1].
Tytutem przypomnienia warto nad-
mieni¢, ze w 1988 roku, w pie¢ lat po
odkryciu, ze jest on przyczyng AIDS,
biologia i genetyka retrowirusa HIV-1
byta juz dobrze rozpracowana. Wie-
dziano, ze w jego genomie RNA sg
tylko 3 geny, gag, poi i env, kodujace,
w postaci poliprotein, odpowiednio
biatka strukturalne, enzymy i gliko-
proteiny ptaszcza. Najciekawszy byt
sktad poliproteiny poi, zawierajacej
sekwencje proteazy, odwrotnej trans-
kryptazy (przepisujacej retrowiru-
sowy RNA na DNA) oraz integrazy
(wbudowujacej wirusowy DNA do
genomu zainfekowanej komarki). O
ile dwa ostatnie enzymy zwigzane sg
Scisle ze specyfika retrowirusa, prote-
aza mogta byé podobna do znanych
enzymow pochodzenia komoérkowe-
go. Jej obecnos¢ jest jednak kluczowa

1 Wykaz skréotéw: AIDS — zesp6t nabytego
niedoboru odpornos$ci; EIAV — wirus nie-
dokrwistos$ci zakaznej koni; FIV — wirus
upos$ledzenia odpornosci kotéw; HIV —wi-
rus upo$ledzenia odpornosci cztowieka;
HTLV —wirus ludzkiej biataczki z komérek
T, MIR —metoda podstawienia izomorficz-
nego; rmsd — $rednio —kwadratowe od-
chylenie; RSV (dawny skrét, obecnie ASV)
—wirus miesaka ptakéw; SIV —wirus upo-
$ledzenia odporno$ci matp
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dla cyklu zyciowego i infekcyjnosci
HIV, gdyz tylko wtasny enzym retro-
wirusa potrafi precyzyjnie podzieli¢
(w trakcie opuszczania zainfekowanej
komorki T4 uktadu odpornosciowe-
go) niedojrzate poliproteiny retrowi-
rusowe na bhiatka docelowe.

Zesp6t krystalograféw majacych
zmierzy¢ sie ze strukturg proteazy re-
trowirusowej zostat sformowany we
Frederick Cancer Research Facility w
USA przez majacego polskie korzenie
Alexandra Wlodawera. Obok Marii
Miller (réwniez polskiego pochodze-
nia) i Mohany Rao, takze ja miatem
szczeScie znalez¢ sie w skiadzie tego
zespotu (Rye. 1). Z zespotem naszym
wspoOtpracowal wazny partner na
Uniwersytecie Case Western Rese-
rve w Cleveland (USA), Jonathan
Leis, ktory dostarczyt biatko do ba-
dan, proteaze wirusa sarkomy Rousa
(RSV), znanego roéwniez jako ASV
(ang. avian sarcoma virus). Uzyskanie
w tamtych czasach biatek retrowirusa
HIV, szczeg6lnie w ilosciach wyma-
ganych przez krystalografie, nie byto
tatwe, wiec decyzja by rozpracowac
enzym ze spokrewnionego wirusa
drobiu byta bardzo racjonalna. Biatko
to, ze wzgledu na jego mase, nazwali-
smy pl5. Jak sie p6zniej okazato, pra-
ce nad strukturg autentycznego biat-
ka wirusa HIV-1 biegty rownolegle w
laboratoriach firmy Merck Sharp and
Dohme w New Jersey. Na poczatku
1988 roku Maria Miller potrafita juz
uzyskiwa¢ monokrysztaty proteazy
RSV (Ryc. 2a); dane dyfrakcyjne na-
ptywaty powoli, ale systematycznie,
najpierw o rozdzielczo$ci 3 A, potem
2.7 A i ostatecznie 2 A.

a

-

REMINISCENCJE

Rycina 1. Zesp6t krystalografow (w 1988 r.) z Fre-
derick Cancer Research Facility (NCI, USA), ktéry
jako pierwszy ustalit strukture proteazy retrowiru-
sowej. Od lewej: Alexander Wlodawer, Maria Mil-
ler, Mariusz Jaskélski, Mohana Rao.

WiedzieliSmy oczywiscie, z jakim
biatkiem mamy do czynienia. Ztozone
byto ze 124 reszt aminokwasowych i
zachowywato sie jak proteaza aspar-
tylowa, np. jego aktywnos$¢ ulegata
zahamowaniu przez pepstatyne, ktora
jest standardowym inhibitorem pep-
syny; lecz inne szczeg6ty nie byty tak
oczywiste. Spogladajagc wstecz mozna
sie dziwié, ze mielismy tak mato za-
ufania do informacji, ktora juz byla
dostepna. Jednak cata ta sprawa wy-
gladata tak niewiarygodnie - przede
wszystkim dlatego, ze sam retrowi-
rus wydawat sie obiektem nie z tej
planety. Wazng przestankg przema-
wiajacg za hipotezg proteazy aspar-
tylowej byta obecno$¢ w sekwencji
aminokwasowej badanego enzymu
charakterystycznego motywu DTG
(lub DSG w przypadku RSV). Jednak
motyw ten wystepowat tylko raz, a
nie dwa razy, jak w enzymach produ-
kowanych przez komérki; biatko byto
3 razy mniejsze niz proteazy pepsy-

Rycina 2. Monokrysztaty proteazy RSV (a) i HIV-1 (b) wyhodowane przez dr Marie Miller.
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Rycina 3. Pierwotna mapa gestosci elektronowej w
centrum aktywnym proteazy RSV. Wida¢ nukleofi-
lowg czgsteczke wody (0428) zwigzang przez gru-
py karboksylowe asparaginianéw D37 i D237 obu
podjednostek enzymu.

nopodobne. Juz wéwczas znane byty
prace Jordana Tanga i wspOtpracow-
nikow [2], ktérzy postulowali, ze pep-
synopodobne proteazy organizmow
wyzszych mogly powsta¢c w wyniku
duplikacji znacznie mniejszego genu-
przodka kodujagcego enzym homodi-
meryczny. Kiedy zsekwencjonowano
proteazy pierwszych retrowiruséw,
Laurence Pearl i William Taylor opu-
blikowali w 1987 r. pierwszy bardzo
hipotetyczny model strukturalny
oparty na tej przestance [3]. Bylo to
bardzo karkotomne przedsiewziecie,
gdyz og6lne podobiefAstwo sekwen-
cji enzyméw produkowanych przez
komérki i retrowirusy jest znikome.
Oczywiscie model Pearla i Taylora byt
nam znany iintelektualnie stymuluja-
cy, jednak zaufanie do niego byto nie-
wielkie; nie braliSmy go powaznie pod
uwage jako modelu dla metody pod-
stawienia czasteczkowego. Jednym z
powodow tego sceptycyzmu byt (jak
sie potem okazato — pozorny) brak
symetrii niekrystalograficznej; innym
stosunkowo ograniczone mozliwosci
metody podstawienia czgsteczkowe-
go w latach 80. Jednak nawet przy
dzisiejszym postepie w tym zakresie
oraz nieporéwnywalnej mocy obli-
czeniowej komputerow, wcale nie jest
oczywiste, czy model Pearla i Taylora
bytby dostatecznie doktadny dla osig-
gniecia sukcesu przy zastosowaniu tej
metody.

W tej sytuacji jedyng dostepng
wowczas metoda doswiadczalng byta
metoda MIR zwana ,metoda ciez-
kiego atomu". W sprawnych rekach
Marii  Miller doswiadczenia dery-
watyzacyjne doprowadzity do uzy-
skania kilku pochodnych biatka w
postaci krystalicznej z atomem ciez-
kim. W$rdd nich szczegdlnie wazny

16

miat sie okazaé krysztat nasgczany
w roztworze octanu uranylu. Znako-
mite umiejetnosci Mohany Rao jako
programisty pozwolity wycisng¢ z
pochodnych catg informacje do roz-
wigzania krystalograficznego proble-
mu fazowego. W efekcie, rodzace sie
w bélach mapy gestosci elektronowej
zaczety w koncu ukazywaé rozpo-
znawalne cechy. W S$wietle tego, co
potem miato miejsce, zaskakujace jest,
ze wsrdd pierwszych rozpoznanych
elementow struktury byty dwa frag-
menty helikalne. Zidentyfikowalismy
réwniez gesto$¢ elektronowa wokot
zwigzanego jonu uranylu jako dwie
reszty aspartylowe w konfiguracji ty-
powej dla pepsyny (Ryc. 3). Gdy uwie-
rzyliSmy w koncu, ze sg to literki D w
symetrycznej parze motywow DSG
w centrum aktywnym, wszystkie ele-
menty tej skomplikowanej uktadanki
szybko znalazty sie na swoich miej-
scach i w pazdzierniku 1988 r. model
doswiadczalny struktury przestrzen-
nej proteazy RSV byt gotowy (Ryc. 4).
Cho¢ nie byt on w 100% kompletny,
od razu pokazat, ze przewidywania
Tanga byty stuszne: mieliSmy oto
na ekranie komputera dimeryczng
proteaze aspartylowa, przypomina-
jaca monomeryczng dwudomenowg
pepsyne. Centrum aktywne miato te
samg architekture, tacznie z charakte-
rystycznym ,,siodetkiem strazackim"
uformowanym przez dwa motywy
DSG; centrum aktywne usadowione
byto w tatwo rozpoznawalnym ukia-
dzie petli o ksztatcie litery Th Pomie-
dzy katalitycznymi resztami aspara-
ginianow zwigzana byla czgsteczka
wody — charakterystyczny czynnik
nukleofilowy w katalizowanej przez
enzym reakcji. Podobienstwo do
pepsyny byto tak duze, ze moglisSmy
nazwaé¢ wszystkie elementy struktu-
ry drugorzedowej biatka zgodnie z
obowiazujaca terminologia, tacznie z
odzwierciedleniem kolejnego, gteb-
szego poziomu symetrii, widocznego
pomiedzy N- i C-koncowymi rejona-
mi naszego biatka.

Ale byly tez powazne odstepstwa
od struktury pepsyny. Z powodu sy-
metrii, oba wydatne elastyczne ramio-
na byty w postaci petli. Cho¢ nie moz-
na byto wymodelowacé ich zakonczen,
widaé byto, ze sg uniesione ponad pu-
stym centrum katalitycznym. Kolejna
rozhiezno$¢ w stosunku do pepsyny
dotyczyta arkusza P w obszarze kon-

taktu obu podjednostek, ktory utwo-
rzony byt ze wszystkich czterech za-
konczen tancuchéw biatkowych A i B
w kolejnosci NA-CB-CA-NB.
Wspotrzedne krystalograficzne
struktury proteazy RSV zostaty na-
tychmiast wykorzystane przez lIrene
Weber do zbudowania homologiczne-
go modelu proteazy HIV-1. Model ten
wygladat bardzo przekonujaco. Miat
oczywiscie wszystkie cechy wzorca, a
réznice udato sie ograniczy¢ do petli
0 niskim stopniu homologii sekwen-
cji. Struktura proteazy RSV zostata
ogtoszona w Nature na poczatku lute-
go 1989 r. [4], Tydzien p6zniej, w tym
samym czasopi$mie, Manuel Navia,
Paula Fitzgerald i wspdipracownicy
z Merck Sharp and Dohme opisali
strukture krystaliczng proteazy HIV-
1 [5]. Rbwnoczes$nie na tamach Science
Irene Weber ogtosita swéj model [6].

Krétki moment euforii i rado$ci z
osiggnietego sukcesu szybko przesto-
nita konsternacja: struktury Kkrysta-
liczne proteaz RSV i HIV-1, mimo ze
podobne w ogo6lnym zarysie, posia-
daty tez istotne rdznice, szczegdlnie w
czesci C-koncowej biatka. W miejscu
wyraznej helisy w strukturze prote-
azy RSV, model HIV-1 posiadat pro-
Sciutenki tancuch p, catkowicie inna
byta tez topologia miedzyczastecz-
kowego arkusza p. Zamiast przeplo-
tu z trzema miedzyczasteczkowymi
powigzaniami p, w strukturze prote-
azy HIV-1 byt motyw spinki P i tylko
jeden obszar kontaktu podjednostek
oraz nieuporzagdkowany koniec ami-
nowy (Ryc. 5). Miato to powazne kon-
sekwencje dla wyjasnienia trwatosci
dimeru i dla pogladéw na to, w jaki
sposOb proteaza retrowirusowa jest w
stanie uwolnic¢ sie z poliproteiny gag-
pol. Co wiecej, nie byt to tylko dyle-
mat czysto akademicki, poniewaz bez

Rous Sarcoma Virus Protease

Rycina 4. Pierwszy model struktury krystalogra-
ficznej proteazy retrowirusa RSV. Rysunek wyko-
nany odrecznie przez Jane Richardson (Duke Uni-
versity).

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

poprawnego modelu proteazy HIV-1
nie byto mowy o racjonalnym projek-
towaniu inhibitoréw, ktére mogtyby
sta¢ sie lekami oczekiwanymi przez
chorych na AIDS. Przypomnijmy, w
tamtym czasie zapadniecie na AIDS
rownato sie wyrokowi $mierci, a $wiat
przerazony byt perspektywa epidemii
mogacej stanowi¢ zagrozenie w skali
globalnej.

Warto nadmieni¢, ze proteaza re-
trowirusowa ulega translacji jako
cze$¢ ogromnej poliproteiny zawie-
rajgcej biatka strukturalne (produkty
genu gag) oraz enzymy (produkty
genu poi). W trakcie dojrzewania czg-
stek wirusowych wszystkie te biatka,
w tym sama proteaza, muszg zostac
uwolnione z prekursoréw. Za proces
dojrzewania odpowiedzialna jest wia-
$nie proteaza retrowirusa, co stwarza
zaskakujaca zagadke, jak biatko to,
kiedy jeszcze jest czesScig poliproteiny,
moze ulec zwinigeciu, uformowaé ak-
tywny dimer i w koncu odcigé swoj
wiasny tancuch, dziatajac na dodatek
w mikroskopijnej przestrzeni czastki
wirusowej, bo w niej wtasnie proces
dojrzewania ma miejsce. Nieuporzad-
kowanie kofica aminowego proteazy
sugerowane przez model Mercka da-
watoby ciekawag mozliwo$¢ w tym za-
kresie, dopuszczajac wyciecie prote-
azy nie tylko w procesie trans ale i cis\

Analizujagc organizacje poliprote-
iny retrowirusa dostrzegamy niezwy-
kte wiasciwosci proteazy, ktéra musi
precyzyjnie rozcig¢ catg game réznych
sekwencji substratowych. Tracac po-
winowactwo chocby do jednej z tych
sekwencji, retrowirus utracitby réw-
nocze$nie mozliwos$¢ dojrzewania, a
tym samym przestatby by¢ infekcyjny.
Dlatego wiasnie efektywne inhibitory
proteazy sg doskonatymi kandydata-
mi na leki przeciwko infekcji HIV. Z
drugiej strony wirus potrafi w btyska-
wicznym tempie zmutowac do formy
opornej na lek. Mutacje te sg bardzo
czesto zlokalizowane w sekwencji
proteazy, ale moga roéwniez dotyczyé
miejsc proteolitycznych. Rozwazajac
cechy genetyczne i enzymatyczne re-
trowirusow zaskoczeni jesteSmy ich
,05zczednos$cig" potgczong z efektyw-
noscig. Nie tylko zminimalizowaty
one liczbe genéw poprzez produkcje
poliprotein wraz z narzedziem do ich
pociecia, ale i samo narzedzie zostato
genialnie zminiaturyzowane poprzez
ztozenie dwoch identycznych czesci.
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Rycina 5. Poréwnanie topologii arkusza B utworzonego
z koricowych tafdcuchéw obu podjednostek w modelu
proteazy RSV oraz modelu proteazy HIV-1 [5],

Wracajgc do sytuacji z lutego 1989
r. trzeba podkresli¢, ze byta ona oso-
bliwie ktopotliwa. Ktéry model pro-
teazy HIV-1 nalezato uzy¢ do projek-
towania lekdw przeciw AIDS? Ktéry
model byt prawdziwy? Dylemat mégt
by¢ rozstrzygniety tylko na drodze
eksperymentalnej. Problemem byto,
skad wzig¢ biatko do badari? Pomoc
nadeszta nieoczekiwanie. Stephen
Kent w CalTech pracowat nad meto-
dyka chemicznej syntezy biatek. Wraz
z Jensem Schneiderem dostarczyli
mikroskopijna ilos¢ (0.2 mg) prote-
azy HIV-1, a Maria Miller w krotkim
czasie wyhodowata odpowiednie mo-
nokrysztaty (Ryc. 2b). Byto to samo
w sobie przetomowym osiggnieciem,
gdyz po raz pierwszy wykazano,
ze tancuchy biatkowe moga zwijaé
sie poprawnie (i krystalizowac) bez
uprzedniego kontaktu ze S$rodowi-
skiem biologicznym. Z prébki biatka
dostarczonej z CalTech Maria Miller
zdotata takze uzyskaé krysztaty dery-
watyzowane metalami ciezkimi.

I oto z map gestosci elektronowej
wytonit sie ostateczny obraz struktury
proteazy HIV-1, zgodny z modelem

biatka RSV i z modelem Irene Weber
(Ryc. 6). Dimer posiadat dobrze zde-
finiowane, uniesione ku gorze petle
ramion, $ci$le przepleciony miedzy-
czasteczkowy arkusz (3 C-kohAcowa
helise oraz wyraznie widoczng w
centrum aktywnym czasteczke wody.
Struktura ta zostata opublikowana w
Science w sierpniu 1989 r. [7],

Kolejnym celem badan byta struk-
tura proteazy retrowirusowej w kom-
pleksie z inhibitorem. Wybor pierw-
szych inhibitoréw byt oczywisty
- oligopeptydy o sekwencji substrato-
wej, posiadajgce w miejscu ciecia nie
ulegajacy hydrolizie analog wigza-
nia peptydowego, np. zredukowane
wigzanie peptydowe lub rozmaicie
hydroksylowane ugrupowanie etyle-
nowe. Podobnie mozna byto wyko-
rzysta¢ istniejgce inhibitory proteaz
aspartylowych, np. pepstatyne. Jed-
nak inhibitory proteazy retrowiruso-
wej stosowane jako leki nie powinny
zaktéca¢ funkcjonowania enzymoéw
gospodarza. Dlatego projektanci le-
kéw powinni prébowac¢ osiagnac
wybiorczos$¢, przez wykorzystanie
unikatowych cech proteazy HIV-1,
takich jak idealna symetria miejsca
wigzania, istnienie dwoch ramion,
czy obecnos¢ strukturalnej czasteczki
wody na granicy inhibitor-ramiona
(Ryc. 7). Czasteczke wody, zakotwi-
czong tetraedrycznie za pomocg wig-
zan wodorowych, zaobserwowata po
raz pierwszy Maria Miller w struktu-
rze kompleksu proteazy HIV-1 z inhi-
bitorem MTV-101 [8] (Ryc. 6). P6zniej,
wykorzystano jg w szkielecie cyklicz-
nego mocznika stanowigcego podsta-
we catej klasy inhibitorow. Jeszcze
p6zniej wynaleziono jeszcze bardziej
egzotyczne inhibitory, np. pochodne
metallokarborenéw. Niektore z tych

Rycina 6. Pierwszy poprawny model proteazy HIV-1 [7] (z lewej) oraz pierwszy model struktury proteazy
HIV-1 w kompleksie z inhibitorem [8] (z prawej). Podjednostki enzymu zaznaczone s réznymi kolorami. W
formie apo (z lewej) petle ramion uniesione sg ku g6rze nad pustym centrum aktywnym, ktére zaznaczone jest
poprzez dwie reszty aspartylowe motywéw DTG. W formie holo (z prawej), ramiona sg opuszczone, zamyka-
jac substrat/inhibitor (model van der Waalsa) we wnece katalitycznej.
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Rycina 7. Czgsteczka peptydowego inhibitora (kolor turkusowy) zwigzana w centrum aktywnym proteazy
HTLV-1 (kolor zielony). Dtugosci niektérych wigzan wodorowych podane sg w A. Grupy karboksylowe reszt
aspartylowych D32 i D32' w gérnej czesci ryciny wigzg grupe OH inhibitora, ktéra nasladuje nukleofilowg
czasteczke wody. Inna czasteczka wody (WI) posredniczy w kontaktach petli ramion (na dole ryciny) z inhi-

bitorem.

inhibitorow daly poczatek skutecz-
nym lekom przeciwko infekcji HIV.
Pierwszy z tych lekéw, saquinavir
(Ryc. 8), zostat dopuszczony do uzyt-
ku w grudniu 1995 r. Byto to zaledwie
sze$¢ lat od opublikowania pierwszej
struktury kompleksu inhibitorowego
proteazy i niecate siedem lat od mo-
mentu, gdy pierwszy model struktu-
ry tego biatka ujrzat swiatto dzienne.
llustruje to bezsprzeczny tryumf bio-
logii strukturalnej, ktédra ma obecnie
wystarczajagcg moc, by w krotkim
czasie wypracowaé skuteczng terapie
dla choroby, ktora zaledwie kilka lat
wczesniej uchodzita za zagrozenie w
skali globu. Jak dotagd 11 inhibitorow
proteazy znalazto sie na liscie lekéw
przeciwko infekcji HIV (w USA).
Wszystkie te czgsteczki sa inhibitora-
mi kompetycyjnymi, tj. wspétzawod-
niczag o centrum aktywne enzymu
z substratami. Pierwszy inhibitor z
tej grupy, MVT-101, dla ktérego wy-
znaczono strukture w kompleksie z
proteazg, charakteryzowal sie stalg
dysocjacji w zakresie submikromolo-
wych stezen. W wyniku optymalizacji
dopasowania do enzymu uzyskano
inhibitory o powinowactwie w zakre-
sie stezeh pikomolowych. Teoretycz-
nie, inhibicja kompetycyjna nie jest
jedyng opcja. Mozna wyobrazi¢ sobie
inhibitory modyfikujgce nieodwracal-
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nie centrum aktywne lub wigzace sie
z dala od niego, np. utrudniajgc ruch
ramion czy zaktécajagc dimeryzacje.
Jednak wszystkie te drogi inaktywacji
enzymu, nawet jesli byty podejmowa-
ne, nie doprowadzity do uzytecznych
specyfikéw farmakologicznych.

Przyci$niety do muru przez sku-
teczny lek, wirus kontratakuje po-

przez wytwarzanie opornosci, albo
przez selekcje istniejacych szczepdw
lekoopornych, albo przez nowe muta-
cje. Waznym zadaniem wcigz trwaja-
cych badan strukturalnych tego ciagle
umykajgcego frontu ,wys$cigu zbro-
jen" jest stworzenie jeszcze skutecz-
niejszych inhibitoréw lub ich kombi-
nacji. Inny obszar aktywnosci dotyczy
struktury proteaz rdznych retrowi-
ruséw. Oprocz biatek RSV i HIV-1,
zbadano réwniez enzymy HIV-2, SIV
(ang. simian immunodeficiency virus),
FIV (ang.feline immunodeficiency virus)
i EIAV (ang. equine infectious anemia
virus). Biatka te posiadajg oczywiscie
ten sam zwdj i organizacje domenowg
(Ryc. 9). Jednak wiedza o wystepuja-
cych roznicach strukturalnych, szcze-
golnie w kontek$cie komplekséw z
inhibitorami, jest rowniez wazna dla
zrozumienia opornosci na leki zwig-
zanej ze zmianami sekwencji. Alla
Gustchina zgromadzita niezwykle
bogaty zaséb informacji w tej dzie-
dzinie. Ostatnio zbiér struktur prote-
az retrowirusowych powiekszyt sie o
enzym wirusa HTLV-1 (ang. human
T-cell leukemia virus) wywotujgcego
biataczke. Niespodziewanie wiec wy-
sitki w kierunku wspomaganej struk-
turalnie terapii AIDS i raka znalazly
punkt wspoélny [9]. Kiedy rozwigzano
strukture proteazy HTLV-1 wyjasnito
sie, dlaczego leki przeciw AIDS po-
dawane pacjentom z infekcja HTLV-1
byty nieskuteczne (Ryc. 10). Warto tu

Rycina 8. Czasteczka pierwszego leku przeciw AIDS dziatajacego jako inhibitor proteazy (saquinavir, po pra-
wej). Po lewej, w dwéch rzutach, pokazana jest struktura kompleksu leku z proteazg HIV-1. Kulkami zaznaczo-
ne reszty aminokwasowe, ktérych mutacje powodujg opornos$¢ proteazy na leki-inhibitory.
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dodaé, ze chociaz sam wirus HTLV
zostat odkryty przed HIV (w istocie
poczatkowo biednie przypisano wi-
rusowi HIV nazwe HTLV), to struk-
tura jego proteazy diugo nie mogta
zosta¢ rozwigzana z powodu réznych
komplikacji krystalograficznych.
Dla przyktadu odchylenia rms (ang.
root-mean-square) pomiedzy atomami
Ca proteazy HTLV-1 i biatek innych
retrowirusOw osiggaja (RSV) 1.93 A
($rednio 1.72 A), komplikujac podsta-
wienie czasteczkowe i ujawniajac, ze
w praktyce napotykamy na znaczne
odchylenia w ramach kanonu pofat-
dowania proteazy retrowirusowej. Co
ciekawe, podobne wartosci odchylen
rms uzyskujemy dla poréwnan z pep-
syna. Jesli natomiast skupimy uwage
na poréwnaniu atomoéw w obrebie
centrum aktywnego, podobienstwo
jest niemal idealne, a wartosci odchy-
leri rms nie przekraczajg 0.5 A, przy
zestawieniu proteaz retrowirusowych
Z pepsyna.

Badania strukturalne szerokiej
gamy proteaz retrowirusowych dajg
nam dodatkowg mozliwo$¢ spojrze-
nianatrudnosci iwaskie gardta z innej
perspektywy. Jedna z takich trudnosci
wigze sie z dwuznaczng zaletg syme-
trii homodimeru proteazy retrowiru-
sowej. W przypadku proteazy HIV-1
skutkowato to kilopotami z ustale-
niem grupy przestrzennej krysztatow
oraz prowadzito do nieuporzadko-
wania inhibitorow w szczelinie wig-
zacej. Ten ostatni mankament zostat
wyzyskany w pozytywnym aspekcie,
gdy udato sie zaprojektowac inhibi-

Rycina 10. Trzy leki stosowane jako inhibitory pro-
teazy w terapii AIDS: saquinavir (czarny), indina-
vir (czerwony), ritonavir (zielony) ,wmodelowane"
we wneke katalityczng proteazy HTLV-1 (turkuso-
wy). Wida¢, ze wiagzanie tych inhibitoréw nie jest
mozliwe, gdyz prowadzitoby do kolizji z atomami
enzymu.
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Rycina 9. Natozenie $ladéw Ca proteazy wirusa HIV-1 (zielony), HIV-2 (niebieski), SIV (oliwkowy), RSV (rézowy),
FIV (czerwony), EIAV (pomarariczowy) i HTLV-1 (turkusowy). Poniewaz wspdtrzedne atomowe enzyméw pochodza
z ich komplekséw z inhibitorami, petle ramion zamykaja od géry wneke katalityczna, ktéra w tych strukturach zajmuje

inhibitor (nie pokazany).

tory o symetrii (lub pseudosymetrii)
C2zgodnej z symetrig enzymu. Wie-
le inhibitoréw centrum aktywnego,
tacznie z pepstatyng, ma swoj ,ro-
dowdd" w mechanizmie Kkatalitycz-
nym w tym sensie, ze posiadajg one
grupe hydroksylowga, ktéra nasladu-
je nukleofilowg czasteczke wody w
trakcie formowania tetraedrycznego
stanu przejsciowego. Jeden z takich
inhibitoréw, LP130 (Ryc. 11), zostat
zbadany strukturalnie w kompleksie
z calg plejadg proteaz r6znych retro-
wirusow. Powaznym problemem,
jak z kazda proteazg, jest autodegra-
dacja w trakcie inkubacji. Ktopot ten
mozna zaniedba¢, gdy krystalizujemy
proteaze wraz z inhibitorem. Innym
wyjsciem jest mutacja centrum aktyw-
nego, zwykle D—N. W najprostszym
wariancie podejscie to prowadzi do
jednoczesnego zastgpienia obu katali-
tycznych reszt aspartylowych. Jednak
mozliwe sg takze asymetryczne muta-
cje dzieki pomystowemu trickowi in-
zynierii genetycznej polegajagcemu na
potgczeniu obu podjednostek w jeden
tancuch biatkowy za pomoca tacznika
CA-NB.

Badania strukturalne proteaz re-
trowirusowych ostatnich 20 lat sta-
ty sie silnym bodzcem dla rozwoju
biologii strukturalnej oraz dostar-
czyty wprost niewiarygodnej ilosci
informacji. Proteaza HIV jest dzi$
najlepiej przebadanym strukturalnie
biatkiem we WszechSwiecie. Liczba
okreslonych struktur obejmuje wiele
setek; nie sposob jej juz nawet ustalic,

mimo préb katalogowania struktur w
dedykowanej bazie danych. Przytia-
czajaca wiekszos¢ struktur pochodzi
z badan krystalograficznych, cho¢ sg
rowniez modele okreslone metoda
spektroskopii NMR, w tym struktu-
ra biatka monomerycznego. Proteaza
HIV przyczynita sie do postepu bio-
logii strukturalnej na wielu frontach.
Wspomniatem juz o tym, ze catkowita
synteza chemiczna moze by¢ zrédtem
biatka do badan strukturalnych. Me-
toda syntezy chemicznej zostata wy-
korzystana przez Stephena Kenta do
uzyskania enancjomeru D proteazy
HIV-1 i do wykazania, ze ten lustrza-
ny blizniak enzymu naturalnego za-
chowuje sie identycznie w Swiecie "po
drugiej stronie zwierciadta". Niedaw-
no uzyskano ogromne monokrysztaty
proteazy HIV-1 z zamiarem wyko-
rzystania ich w dyfrakcji neutronow
[10], ktéra przez wizualizacje atomow

Rycina 11. Jeden z inhibitoréw proteazy, LP130,
wykrystalizowano w kompleksie z enzymami réz-
nych retrowiruséw (m.in. HIV, EIAV, FIV). Na ryci-
nie pokazano, ze w wyniku natozenia tych struktur
uzyskujemy zawsze identyczny sposdb wigzania
inhibitora. Jego grupa hydroksylowa tworzy wig-
zania wodorowe z asparaginianami centrum ak-
tywnego (D25, D25").
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wodoru moze wreszcie wyjasni (cig-
gle nie do kofca zrozumiate) tajniki
mechanizmu Kkatalitycznego. Prote-
aze HIV-1 zbadano strukturalnie z
zapierajacg dech rozdzielczoscig 0.84
A [11].

Istnieje zgodna opinia, ze proteaza
HIV-1 stata sie platforma, dzieki ktorej
strategia racjonalnego projektowania
lekdw zmienita sie z ulotnej mrzonki
w codzienng rzeczywisto$¢. Fakt, ze
dzieki temu podejSciu powstaty leki
zdolne skutecznie zwalcza¢ jeszcze
do niedawna nieuleczalng chorobe
nalezy do najwiekszych osiggnie¢ na-
ukowych ubiegtego stulecia. Na suk-
ces ten ztozyto sie kilka sprzyjajacych
okolicznosci. Osobiscie bardzo cenie
jedng z nich, nie zawsze dostrzegang.
Chodzi o niezwyk}a otwarto$¢ badan
i che¢ dzielenia sie wynikami z catym
Swiatem naukowym, jaka cechuje la-
boratorium Alexandra Wlodawera.
To wtasnie dzieki m.in. takiej otwar-
tosci udaje sie szybko korygowacé bte-
dy, ktére sa przeciez nieuniknione, i
osiggac sukces, ktérego beneficjenta-
mi jesteSmy wszyscy.
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LIST DO REDAKCJI

Prof. Stawomir Pikula

Redakcja ,,Postepéw Biochemii"
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Warszawa, 23 lutego 2009

Wielce Szanowny Panie Profesorze!

Z uwagga przeczytatam list do Redakcji zamieszczony w ,,Postepach Biochemii"
54/4: 347-349 (2008). Catkowicie zgadzam sie ze stowami wstepu prof. Edwarda
Bankowskiego: ,,... Postepy Biochemii sgjedynym czasopismem polskojezycznym,
poswieconym.... [biochemii] (...). Majg by¢ autorytetem w zakresie terminologii
biochemicznej i Zrédtem nowoczesnej wiedzy, przede wszystkim dla mtodych
biochemikdw iinnych adeptoéw szeroko pojetej biologii." Redakcja zamie$cita ten
dtugi list w catosci, co Swiadczy jak wielkg wage przywigzuje do zadan czasopi-
sma okreslonych wyzej. Jednak dtuga lista razgcych uchybien przytoczona przez
prof. Bankowskiego zawiera merytoryczne btedy. Przytocze dwa z nich, aby nie
by¢ gotostowna:

1) ,Nie ma choroby zwanej artretyzmem®". Termin ,artretyzm" figuruje w pol-
skich stownikach medycznych rébwnowaznie z terminami ,,dna, skaza moczano-
wa", a takze w anglojezycznych stownikach ,arthritis, a disease...".

2) ,Nie ma skrzepow wewnatrznaczyniowych...". Krzepniecie krwi jest pro-
cesem, ktdry przebiega w trzech etapach opisanych m.in. w Biochemii Harpera,
PZWL, 2004, str. 938-939; we wczesnym etapie procesu krzepniecia uprawnione
jestuzywanie terminu ,,skrzep wewnatrznaczyniowy"; skrzeplina jest koncowym
etapem tego procesu.

Uwazam, ze nadzdr merytoryczny nad polszczyzng w czasopi$mie nie moze
by¢ dzietem jednej osoby. Redakcja ,,Postepow Biochemii” posiada wspaniatych
redaktorow o czym Swiadczy poziom pisma, ktory niestychanie sie podniést w
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Benzonaza® —mozliwosci praktycznych zastosowan

STRESZCZENIE

B enzonaza znajduje zastosowanie w efektywnym obnizaniu lepkosci i usuwaniu kwa-
sow nukleinowych z roztworéw biatkowych. Zbadano w praktyce jej mozliwosci apli-
kacyjne w oczyszczaniu biatek rekombinantowych wigzacych jednoniciowe DNA (ang. SSB
—single stranded DNA binding protein).

WPROWADZENIE

Izolacja materiatu biologicznego z réznego rodzaju organizmoéw prokario-
tycznych i eukariotycznych wymaga zastosowania odmiennych metod. Ogél-
nie, techniki ekstrakcji biatek polegaja na rozbiciu komdrek i ich oddzieleniu od
innych struktur komoérkowych, gtéwnie czasteczek DNA i RNA oraz na zabez-
pieczeniu ich stabilno$ci i péZniejszym oczyszczaniu i zageszczaniu.

Standardowy proces oczyszczania biatka rekombinowanego, uzyskanego w
hodowli, sktada sie z 3 lub 4 etapow: ekstrakcji i klaryfikacji, oczyszczania wta-
$ciwego (ang. capture) i doczyszczania (ang. polishing). Czasem wymagany jest
etap posredniego oczyszczania (ang. intermediate purification).

Pierwszy etap oznacza zazwyczaj koncentracje biomasy, dezintegracje ko-
morek w celu uwolnienia produktu, odrzucenie pozostajacych ,resztek" ko-
morkowych oraz koncentracje ekstraktu. Drugi etap, oczyszczanie wiasciwe, to
najwazniejszy etap oczyszczania polegajacy na oddzieleniu produktu od biatek
gospodarza. Ostatni etap polega na zastosowaniu metod chromatograficznych
(zazwyczaj innych niz na etapie oczyszczania witasciwego), ktére pozwolg na
usuniecie resztkowych zanieczyszczen (endotoksyny, kwasy nukleinowe) oraz
substancji podobnych pod wzgledem chemicznym do produktu (enancjomery,

agregaty).

Dezintegracje komoérek mozna przeprowadzi¢ metodami fizycznymi, np. po-
przez naprzemienne zamrazanie i rozmrazanie komorek, przez wywotywanie
szoku osmotycznego, zastosowanie ultradzwiekow lub metodami chemiczny-
mi (np. z zastosowaniem detergentéw niejonowych lub jonowych, jak np. SDS,
sarkozyl czy Triton X-100, rozpuszczalnikéw organicznych, roztwordw alkalicz-
nych - gtéwnie wobec komérek bakteryjnych). W przypadku drozdzy efektywna
jest takze dezintegracja mechaniczna, jak np. rozcieranie z tlenkiem glinu lub pe-
retkami szklanymi czy wykorzystanie zjawiska ekstruzji z zastosowaniem prasy
French'a. Czesto stosowany jest takze lizozym, lizostafyna, chitynaza lub inne
specyficzne do stosowanych mikroorganizmoéw enzymy trawigce $ciang komar-
kowg. Metody te muszg by¢ na tyle "delikatne", by nie powodowa¢ powazniej-
szych uszkodzen, czy denaturacji docelowych biatek. Jednoczes$nie w zasadzie
zadna z nich w znaczacy sposdb nie powoduje usuniecia kwaséw nukleinowych
w trakcie wstepnych etapow oczyszczania, co wptywa znacznie na obnizenie
wydajnosci na dalszych etapach [1],

Metody stosowane do usuwania kwaséw nukleinowych, takie jak ekstrakcja
czy precypitacja, nie sa metodami specyficznymi. Ponadto zaréwno denaturacja
jak i precypitacja wptywajg na obnizenie wydajnosci oczyszczania biatek. Stoso-
wanym do tej pory alternatywnym rozwigzaniem byto wykorzystanie enzyméw
DNAzy i RNAzy.

Docelowo podczas izolacji w celu degradacji DNA stosuje sie réznego ro-
dzaju DNAzy. Poniewaz enzymy te ulegajg aktywacji w obecnos$ci dwuwarto-
Sciowych jonéw metali, dlatego hydrolize DNA prowadzi sie w obecnos$ci tych
jonéw. Analogicznie, usuniecie kwasu rybonukleinowego z otrzymanych pre-
paratéw prowadzi sie zazwyczaj metodg enzymatyczng przez inkubacje probek
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z RNAzg lub poprzez sgczenie molekularne czy wirowanie
w gradiencie gestosci.

Deoksyrybonukleazy (DNAzy) enzymy hydrolityczne
(hydrolazy) katalizujgce rozpad tancucha DNA na krétsze
tancuchy lub pojedyncze nukleotydy, nalezag do nukleaz,
np. DNAza typu | (endonukleaza) wykonuje naciecia w
réznych pozycjach obu nici DNA, generujgc wolne 3' konce
[2,3].

Rybonukleazy (RNAzy) to enzymy z klasy nukleaz hy-
drolizujgce czasteczki RNA na krdétsze tancuchy lub poje-
dyncze nukleotydy przez hydrolize wigzan fosfodiestro-
wych. Endorybonukleazy prowadzg reakcje trawienia
czasteczek RNA wewnatrz tancucha, a egzorybonukleazy
odtgczajg nukleotydy od 3' lub 5' korica RNA [4],

CHARAKTERYSTYKA ENZYMU

Benzonaza jest otrzymang na drodze inzynierii genetycz-
nej endonukleazg pochodzacg z Serratia marcescens. Enzym
sktada sie z dwdch podjednostek o wielkosci 30 kDa kazda
i wymaga okoto 1-2 mM jondw Mg2-do wykazania swojej
petnej aktywnosci. Degraduje wszystkie formy DNA i RNA
(jednoniciowe, dwuniciowe, liniowe i koliste, w tym su-
perzwiniete). Nie wykazano preferowania w trakcie hydro-
lizy zadnego typu par zasad. Benzonaza, podobnie jak inne
endonukleazy, hydrolizuje wigzania fosfodiestrowe obecne
w kwasach nukleinowych. W warunkach optymalnych,
wszystkie obecne w roztworze kwasy nukleinowe zostaja
zredukowane do zakonczonych na 5' koricu monofosfooli-
gonukleotydow o dtugosci od 3 do 8 par zasad. Endonukle-
aza nie wykazuje aktywnosci proteolitycznej i charaktery-
zuje sie wysokga aktywnoscig wtasciwa.

Optymalng temperaturg do degradacji kwaséw nukleino-
wych przez benzonaze jest 37°C. Enzym wykazuje jednak
proporcjonalnie nizszg aktywno$¢ w zakresie od 0 do 42°C.
Cechuje sie wysokg stabilnosScig w czasie przechowywania.
W zakresie temperatur -20 do -80°C jego aktywno$¢ nie
ulega znaczacej zmianie w okresie do 45 miesiecy. Enzym
wykazuje 90% aktywno$¢ po roku w przypadku przecho-
wania w 4°C i po okoto 8 miesigcach w temperaturze 37°C.

Wedtug producenta benzonaza degraduje zar6wno DNA
jak i RNA w szerokim zakresie warunkéw: w obecnosci de-
tergentéw jonowych jak i niejonowych, czynnikéw reduku-
jacych oraz mocznika (Tab. 1).

Poza odczynnikami przedstawionymi w Tabeli 1 zbada-
no takze wptyw jonéw manganu, Tritonu X-100, SDS, mocz-
nika, siarczanu amonu, PMSF, EDTA, chlorowodorku gu-
anidyny na aktywno$¢ dziatania benzonazy (dane dostepne
w materiatach producenta).

Benzonaza wykazuje wyzsza aktywnos$¢ wiasciwg w sto-
sunku do DNAZz oraz szersze spektrum dziatania (hydroliza
zarowno DNA jak i RNA). Cechuje ja takze wieksza toleran-
cjg na warunki w jakich prowadzona jest reakcja hydrolizy.
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Tabela 1. Optymalne warunki zastosowania benzonazy®.

? Parametr Warunki optymalne* Mozliwy zakres2*
Temperatura 37°C 0-42°C
PH 8,0-9,2 6,0-10,0
Ditiotreitol (DTT) 0-100 mM Powyzej 100 mM
P-merkaptoetanol 0-100 mM Powyzej 100 mM
Stezenie jonow
jednowarto$ciowych 0-20 mM 0-150 mM
(np. Na+ K+
Stezenie PO/ 0-10 mM 0-100 mM
Stezenie Mg2+ 1-2mM 1-10 mM

"benzonaza wykazuje 90% i wiecej aktywnosci whasciwej, 2benzonaza zachowuje
powyzej 15% aktywnosci wiasciwej.

ZASTOSOWANIA

Podstawowg korzysciag w zastosowaniu benzonazy w
trakcie oczyszczania biatek jest obnizenie poziomu lepko-
§ci m.in. poprzez efektywng degradacje dtugotancucho-
wych kwasow nukleinowych w roztworze. Efektem tego
jest polepszenie wydajnos$ci oczyszczania biatek z ekstrak-
téw komorkowych i mozliwo$é skrocenia czasu procedury
oczyszczania. Enzym hydrolizuje kwasy nukleinowe do
5'ufosforylowanych oligonukleotydéw o wielkosci frag-
mentow od 3 do 8 par zasad doskonale nadajac sie do usu-
wania kwaséw nukleinowych w trakcie oczyszczania biatek
rekombinantowych.

Potencjalne zastosowania benzonazy:

obnizenie lepko$ci probki w bakteryjnych idrozdzowych
ekstraktach bezkomdrkowych oraz podwyzszenie efek-
tywnosci oczyszczania biatka docelowego,

obnizenie lepkosci prébek otrzymanych na drodze eks-
presji w komérkach owadzich oraz podwyzszenie efek-
tywnosci oczyszczania biatka docelowego,

zwiekszenie wydajnosci oczyszczania biatek z ciatek in-
kluzyjnych oraz skrécenie czasu procedury,

zapobieganie tworzeniu skupisk przez komérki ssakéw

51,

* w metodzie Western Biotielektroforezie dwukierunkowej
(2D) zastosowanie benzonazy utatwia nanoszenie probek
i polepsza rozdzielczo$¢ uzyskanych prazkéw/punktow
na zelach poprzez obnizenie wptywu natadowanych frag-
mentéw DNA,

e wzrost do ok. 25% wydajnosci na dalszych etapach
oczyszczania w warunkach produkcyjnych oraz w przy-
padku zastosowania filtracji cross-flow [6-8].

Otrzymana do badarn benzonaza moze by¢ dostarczona
przez producenta w dwdch réznych stopniach czystosci
99% i 90%. Produkt nie zawiera stabilizujagcych biatek al-
buminy wotowej ani zelatyny ijest zawieszony w 50% roz-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

tworze glicerolu majagcym na celu ochrone preparatu przed
zamarzaniem w trakcie przechowywania.

Dob6r optymalnych warunkéw do hydrolizy DNA i
RNA przez benzonaze polega na zbadaniu wptywu trzech
zmiennych: czasu i temperatury inkubacji oraz ilosci uzytej
benzonazy.

MATERIALY | METODY

Postanowiono sprawdzi¢ przydatnos$¢ enzymu do degra-
dacji DNA i RNA w trakcie oczyszczania biatek SSB. Biatl-
ka te ze wzgledu na funkcje petniong w komorce (wigzanie
jednoniciowego DNA) w przypadku badan oddziatywan
termodynamicznych wykazuja znaczgco inne wiasciwosci
w obecnosci jednoniciowego DNA. Utrudnia to uzyskanie
wiarygodnych, poréwnywalnych wynikéw, np. w bada-
niach skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC, ang. dif-
ferential scanning calorymetry).

Rekombinowane biatko otrzymywano zgodnie z opraco-
wang wczesniej procedurg polegajacg na nadekspresji genu
w bakteryjnym uktadzie ekspresyjnym, wydzielaniu biat-
ka z zastosowaniem chromatografii jonowej i w kolejnym
etapie z zastosowaniem chromatografii powinowactwa do
zoza zawierajgcego jednoniciowe DNA [9],

W celu potwierdzenia i doboru warunkéw optymalnych
hydrolizy DNA i RNA przez benzonaze wyizolowano ge-
nomowe DNA E. coli z zastosowaniem zestawu Genomie
Mini, zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta.
Wyizolowane DNA genomowe zawieszono w 25 mM NacCl
i 10 mM buforze fosforanowym o pH 8,0 i 2 mM MgCfi.
Wyizolowane DNA poddano reakcji hydrolizy z zastoso-

Rycina 1. Rozdziat produktéw hydrolizy genomowego DNA E. coli Benzonaza®
w warunkach 37°C, 2 godziny. 2% zel agarozowy barwiony bromkiem etydyny,
wizualizowany w $wietle UV. Sciezka: 1) rozdziat produktéw trawienia geno-
mowego DNA 2U benzonazy/ml, 2) 4U/ml, 3) 8U/ml, 4) 16U/ml, 5) 32U/ml, 6)
nukleotydowy marker wielko$ci 100-3000 par zasad.
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waniem benzonazy w ilosci od 0do 32U/mL przez 2 godzi-
ny w temperaturze 37°C. Hydrolizaty naniesiono na 2% zel
agarozowy. W celu detekcji DNA zastosowano bromek ety-
dyny iwizualizowano przy pomocy $wiatta UV. Na podsta-
wie dobranych warunkow zastosowano roztwor benzonazy
w celu usuniecia DNA i RNA w oczyszczonym biatku. Tak
uzyskany preparat zastosowano w badaniach oddziatywan
termodynamicznych biatek z uzyciem techniki skaningowej
mikrokalorymetrii r6znicowe;j.

WYNIKI

Wykazano, ze w warunkach wymaganych do dalszych
badan benzonaza degraduje DNA do poziomu niewykry-
walnego za pomocg techniki elektroforetycznej z uzyciem
bromku etydyny w warunkach hydrolizy prowadzonej w
roztworze 25 mM NaCl i 10 mM bufor fosforanowy o pH
8,0 i 2 mM MgCI,, w temperaturze 37°C i czasie inkubacji
rébwnym 2 godziny (Ryc. 1, $ciezka 5).

Zbadano takze efektywnos¢ dziatania benzonazy w tem-
peraturze 8°C i 25°C (dane niepublikowane) — otrzymane
wyniki byty podobne, z wyjatkiem nizszej temperatury,
gdzie dla uzyskania takiego samego efektu konieczne byto
wydtuzenie czasu inkubacji do ok. 8 godzin. Nie stwier-
dzono takze aktywnos$ci proteolitycznej otrzymanego pre-
paratu benzonazy z zastosowaniem techniki SDS-PAGE i
barwienia kumasyng w stosunku do oczyszczanych biatek
(dane niepublikowane).

Zastosowanie preparatu benzonazy pozwolito otrzymacé
wysokiej jakosci probki biatek SSB do badan mikrokalory-
metrycznych (potwierdzajg to wyniki uzyskane w trakcie
doswiadczen - dane niepublikowane). Wyniki doSwiadczen
nad oddziatywaniami termodynamicznymi biatek wykona-
ne z zastosowaniem skaningowej mikrokalorymetrii rézni-
cowej zostang opublikowane w najblizszym czasie.
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ABSTRACT

Benzonase nuclease degrades all forms of DNA and RNA while having no photolytic activity. In this study we check possibility of use this
reagent to prepare proteins to microcalorymetric experiments.
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Uracyl w DNA —przyjaciel czy wrog?

STRESZCZENIE

racyl moze by¢ obecny w DNA w niewielkich ilosciach, jako efekt spontanicznej de-
U aminacji cytozyny i/lub efekt wstawienia dUMP podczas replikacji DNA. Powstawanie
uracylu poprzez enzymatyczng deaminacje cytozyny zwigzane jest z procesem réznicowa-
nia przeciwciat podczas ekspresji genéw Ig i zwalczania zakazen powodowanych przez re-
trowirusy. Deaminacja DNA jest procesem obserwowanym w ontogenezie ssakow i w tym
przypadku zmiany w genomie sg wynikiem modyfikacji deoksycytydyny. W artykule doko-
nano przegladu aktualnego piSmiennictwa dotyczacego: \] Zrédet i pochodzenia uracylu w
DNA, ii/funkcji enzymu AID (indukowanej aktywacja limfocytéw B deaminazy cytydyny),
z udziatem ktdérego zachodzi deaminacja C w genach Ig limfocytéw B, iii/ charakterystyki
enzymow odpowiedzialnych za wycinanie uracylu z DNA i roli tego zjawiska w procesie
réznicowania przeciwcial. Omawiana jest takze rola zaburzen aktywnosci AID, jako czynni-
ka w procesie kancerogenezy.

WPROWADZENIE

Uracyl, ktdry jest zasadg typowa dla czasteczki RNA, wystepuje takze w
niewielkich ilosciach w DNA. Jest to wynik spontanicznej lub enzymatycznej
deaminacji cytozyny (w efekcie pojawiajg sie btednie sparowane zasady U:G)
lub wynik wtaczania dUMP zamiast dTMP podczas replikacji DNA (pojawiaja
sie pary U: A). Nie ma watpliwosci, ze obecnos$¢ par U:G moze by¢ przyczyng
mutacji C—T. Nie wiadomo jednak, na ile obecno$¢ par U:A moze wplywac
destabilizujgco na strukture i funkcje DNA. Para U :A jest energetycznie mniej
stabilna od pary A:T. Mimo parowania U z A, nie zmieniajg si¢ jednak wta-
Sciwosci helisy DNA [1], Poniewaz uracyl w DNA nie jest zasadg kanonikal-
ng, a jego obecno$¢ moze skutkowaé pojawieniem sie mutacji, jest on zwykle
rozpoznawany i usuwany przez glikozylazy dziatajagce w ramach mechanizmu
naprawy przez wycinanie zasad (BER, ang. Base Excision Repair). W komaérkach
ssakdw wystepujg cztery biatka enzymatyczne o aktywnosci glikozylazy uracy-
lowej: UNG, SMUG, TDG i MBD4 [2], Enzymy te petnig unikalne, specyficzne
funkcje, ale prawdopodobnie moga takze wzajemnie uzupetnia¢ swoje dziatanie
[3], Niespodziankg okazaty sie niedawne odkrycia, ktére ujawnity, ze obecnos¢
uracylu w DNA limfocytéw Bjest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania
uktadu immunologicznego ito zarébwno w przypadku rozwoju odpornosci swo-
istej, jak i nieswoistej. Co wiecej, na przetomie XX i XXI wieku odkryto gen, kto-
rego biatkowy produkt petni funkcje deaminazy cytozyny, przeksztatcajgcej w
czagsteczce DNA limfocytéw B cytozyne w uracyl (AID, ang. Activation-Induced
Cytidine Deaminase, indukowana aktywacjg limfocytow B deaminaza cytydyny)
[4]. Obecnos¢ uracylu w genach kodujgcych immunoglobuliny (Ig) jest jednym
z mechanizmdw prowadzacych do réznorodnos$ci przeciwciat i petni wazng
funkcje zaréwno przy powstaniu somatycznych hipermutacji (SHM, ang. Soma-
tic Hypermutation), jak i somatycznej rekombinacji prowadzacej do przetgczania
izotypow przeciwciat (CSR, ang. Class Switch Recombination).

Przedmiotem artykutu jest opis udziatu proceséw prowadzacych do pojawia-
nia sie uracylu w DNA w przebiegu dojrzewania i réznicowania przeciwciat, a
takze opis konsekwencji pojawiania sie¢ uracylu w innych niz geny Ig miejscach
genomu iinnych typach komérek niz limfocyty B, co prowadzi¢ moze do kance-
rogennych zmian w komdrkach irozwoju nowotworow.

ZRODEA OBECNOSCI URACYLU W DNA

SPONTANICZNA DEAMINACJA CYTOZYNY

Zasady azotowe tworzagce DNA moga ulega¢ w komdrce spontanicznej de-
aminacji. Z badan przeprowadzonych in vitro wynika, ze gtdwnym substratem
takiej reakcji jest czasteczka cytozyny, ktora jest przeksztatcana w uracyl. Rezul-
taty doSwiadczen prowadzonych in vivo, analizujgcych mozliwo$¢ deaminacji
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pojedynczej czasteczki cytozyny w genie lacZ bakterii £. coli,
potwierdzity, ze okres pditrwania cytozyny w jednonicio-
wym DNA (ssDNA) wynosi okoto 200 lat ijest nieco krotszy
niz okres pottrwania dla zasad purynowych. W dwunicio-
wym DNA (dsDNA) cytozyna jest zdecydowanie bardziej
odporna na deaminacje ijej okres pottrwania wynosi okoto
30000 lat [5], Taka réznica znajduje odzwierciedlenie w réz-
nym stopniu deaminacji cytozyny w komaérkach, zaréwno S.
cereoisiae, jak i E. coli. Deaminacja w przypadku drozdzy S.
cerevisiae jest czterdziestokrotnie szybsza prawdopodobnie
dlatego, ze okres trwania transkrypcji utrzymujgcej DNA w
postaci jednoniciowych czasteczek jest w tych komdérkach
dtuzszy.

Przypuszcza sig, ze w komorce cztowieka w przeciggu
doby okoto 100 do 500 czasteczek cytozyny moze zostac
przeksztatconych w uracyl. Szacunkowe ustalenia wska-
zuja, ze jest to ilo$¢ zblizona do warto$ci okres$lajacej endo-
genny poziom przeksztatcania guaniny w 8-oksyguanineg
(8-oksyGua). Jak sie wydaje obie te modyfikacje mogg by¢
gtéwnym zrodtem zmian odpowiedzialnych za endogennie
indukowane mutacje [5],

WEACZANIE dUMP DO DNA

dUMP jest niezbednym zwigzkiem uczestniczacym w
procesie syntezy tymidylanu. W reakcjach katalizowa-
nych przez syntaze tymidylanowg (TS), w ktérych dono-
rem grupy metylowej i rownowaznikow redukcyjnych jest
N510 metylenotetrahydrofolian (meTHF), z dUMP powstaje
dTMP, przeksztatcany nastepnie w dTTP. W zwigzku z tym
w komorce znajduje sie odpowiednia pula dUMP (dUMP
powstaje w wyniku deamiancji deoksycytydylanu przez
deaminaze deoksycytydylanowg). Bioragc pod uwage sto-
sunek puli dUTP/dTTP [6] oraz stwierdzony fakt, ze poli-
merazy DNA uczestniczgce w procesie replikacji mogg wta-
czaé dUMP z podobng wydajnoscig jak dTMP, obliczono,
ze w trakcie replikacji DNA jedna czgsteczka dUMP moze
by¢ wiaczna do DNA na 105witgczanych czasteczek dTMP
[7.8].

Z niektorych przeprowadzonych badan wynika, ze nie-
prawidtowe wigczenie uracylu w procesie replikacji jest
wydajniejszym zrédtem obecnosci tej czasteczki w DNA niz
zjawisko spontanicznej deaminacji cytozyny [9].

5-fluorouracyl (5FU) jest jednym z najczeSciej stosowa-
nych lekéw w przypadku terapii raka jelita grubego. Zwig-
zek ten znajduje takze zastosowanie w leczeniu raka piersi i
nowotworow gtowy i szyi. Sugeruje sie, ze hamowanie ak-
tywnosci syntazy tymidylanowej moze by¢ podstawowym
mechanizmem cytotoksycznosci 5-FU. Zaobserwowano, ze
hamowaniu syntazy towarzyszy wzrost poziomu dUTP i
wigczanie uracylu do DNA [9],

Innym powodem hamowania aktywnos$ci syntazy ty-
midylanowej, potgczonym z wigczeniem uracylu do DNA,
moze by¢ niedobér folianéw. Stwierdzono, ze niedob6r fo-
lianéw (ponizej 3 ng/ ml osocza) jest jedna z najczestszych
form awitaminozy i wystepuje u okoto 10% oséb w popu-
lacji Stanéw Zjednoczonych. Z badan epidemiologicznych
wynika, ze niski poziom folianéw moze zwiekszaé ryzyko
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wystapienia raka jelita i macicy, a ich uzupetnianie zmniej-
sza ryzyko wystgpienia stanéw przednowotworowych.

Wyjasnieniem zwiagzku miedzy niedoborem folianow i
kancerogenezg moga by¢ wyniki niektérych badan, sugeru-
jace, ze deficyt folianow moze by¢ bezposrednio zwigzany
ze zwiekszong pulg dUTP [10] i podwyZszeniem poziomu
uracylu w DNA. Wzrost poziomu uracylu moze z kolei wy-
nika¢ ze spadku wydajnosci reakcji katalizowanych przez
TS, ktorych kofaktorem sg pochodne folianow (patrz wyzej)
[11].

JAKI JEST ENDOGENNY POZIOM URACYLU W DNA?

W Swietle przedstawionych powyzej danych literaturo-
wych oczywistym wydaje sie fakt wystepowania pewnej
»puli uracylu” w DNA prawidtowej komorki (jest to tzw.
endogenny, podstawowy poziom). Jest on wyrazem réwno-
wagi istniejgcej pomiedzy procesami metabolicznymi odpo-
wiedzialnymi za pojawianie sie uracylu w DNA i usuwa-
niem tej czasteczki z DNA przez swoiste enzymy. Problemy
metodologiczne nie pozwalajg jednak udzieli¢ precyzyjnej
odpowiedzi na pytanie, jak wysoki jest endogenny poziom
uracylu w DNA. Ro6zne stosowane techniki analityczne daja
wartos$ci w zakresie od kilku —do kilku tysiecy czgsteczek
uracylu/106par zasad [12], Zdecydowana wigkszo$¢ metod
stosowanych do analizy zawartos$ci tej zasady w DNA opie-
ra sie na enzymatycznym wycinaniu uracylu z DNA przez
UNG i poOzniejszej analizie uwolnionej czasteczki techni-
kami GC/MS lub LC/MS [12], Rézne wartosci uzyskiwa-
nych wynikéw moga by¢ powodowane, w tym przypadku,
stosowaniem enzymu. Uzywany w tych analizach UNG
wycina preferencyjnie uracyl z jednoniciowego DNA, a ak-
tywnos$¢ enzymu moze réwniez zalezeé od kontekstu zasad
wystepujacych w sasiedztwie uracylu [13,14]. Aktywnos¢
UNG zalezy takze od obecnosci jonow Mg i temperatury, a
wiec od warunkow inkubacji [15,16]. Mozliwe wiec, ze w /w
techniki podajg wartos$ci zanizone.

Opracowana w naszym laboratorium technika analizy
zawartego w DNA uracylu opiera sie na enzymatycznej
degradacji DNA do nukleozyddw i p6zniejszej analizie dU
metodg LC/MS/MS. Uzyskane przez nas wartosci sg nieco
wyzsze niz przecietne, opisane w ostatnio opublikowanych
artykutach (opierajacych sie na technikach wykorzystujg-
cych UNG) i oscylujg na poziomie 40 czasteczek dU na 106
nukleozydéw w DNA izolowanym z leukocytdw cztowieka
(Gackowski D, Olinski R —dane niepublikowane).

Zasadne w tym konteks$cie jest pytanie - czy ,komoérka
moze tolerowa¢" w warunkach fizjologicznych duzg ilo$¢
uracylu w DNA? Szacunkowa ilo$¢ innej, powszechnie wy-
stepujacej w DNA modyfikacji, 8-oksydG, jest zblizona do
wartosci 1 czasteczka na 106nukleozydéw [17],

Jak zaznaczono powyzej uracyl powstajacy w wyniku
deaminacji cytozyny (pojawiajg sie wtedy btednie sparo-
wane zasady U:G) jest potencjalnie mutagenny i powinien
by¢ efektywnie usuwany z DNA. Natomiast, jak sie wydaje,
rozproszone w genomie pary U:A, powstajagce w wyniku
wiaczania dUMP zamiast dTMP podczas replikacji DNA,
moga by¢ przez komdrke ,tolerowane"”. Dane literaturowe
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wskazujg, ze zastgpienie pary T:A parg U:A, nie wpltywa
na strukture DNA [18]. Nawet przy zatozeniu, ze para A:U
jest energetycznie mniej stabilna od pary A:T [1], trudno
przypuszczaé aby stanowita centrum destabilizacji w DNA
zawierajagcym tysigce par G:Ci A:T).

Warto wspomnie¢ w tym miejscu, ze w czasteczce DNA
faga PBS2 (fag Bacillus subtilis) wszystkie czasteczki tyminy
sg zastgpione uracylem [19], a zastgpienie w DNA E. coli 10%
tyminy przez uracyl pozwala na funkcjonowanie komérki
bakteryjnej [20]. Odnotowano takze fakt okoto 100-krotne-
go wzrostu zawartosci uracylu w DNA myszy 17NG_/“bez
towarzyszacych temu zjawisku zmian patologicznych we
wczesnych okresach zycia tego gryzonia [21].

URACYL W DNA, HIPERMUTACJE A
ROZNICOWANIE PRZECIWCIAL

Organizmy kregowcow, w tym cztowieka, zdolne sg do
wytwarzania duzego zestawu przeciwciat (Ig) w odpowie-
dzi na obecnos$¢ réznego typu antygenéw. Organizm wy-
twarza Ig zdolne do wigzania kazdego antygenu, nawet
jesli wczesniej nie miat z nim kontaktu, zarébwno w przebie-
gu filogenezy, jak i ontogenezy. Nie da sie zatem wyttuma-
czy¢ tak duzego potencjatu réznorodnosci w produkcji Ig
wytacznie adaptacjg ewolucyjna. Liczbe réznych przeciw-
ciat jakie moze produkowac nasz organizm podczas catego
okresu zycia szacuje sie na 109 co przewyzszatoby, w relacji
do liczby znanych genéw, mozliwosci kodowania genomu
cztowieka. Tak jednak nie jest, a duza réznorodnos$¢ prze-
ciwciat wydaje sie by¢ raczej wynikiem procesu somatycz-
nej dywersyfikacji (r6znicowania) genow.

Zrdznicowanie przeciwcial wynika, miedzy innymi, z
réznorodnosci ich czeSci zmiennych V (variable). Pomiedzy
segmentami Vi C gendw Ig (C koduje obszar staty przeciw-
ciata, tzw. ramie efektorowe), zlokalizowane sg sekwencje
kodujace segmenty tgczace J (joining) oraz segmenty rézno-
rodnosci D (diversity). DNA kodujacy fragment przeciwcia-
fa rozpoznajgcy antygen jest sktadany poprzez rearanzacje
genu we wczesnej fazie dojrzewania limfocytéw B. Scalenie
segmentéw V, D iJ immunoglobulin prowadzi do powsta-
nia pierwotnej réznorodnosci i specyficznosci przeciwciat.
Ksztattowanie tej r6znorodnosci pochodzi zardwno z wy-
boru pierwotnej linii segmentow V, D, J genéw Ig podczas
integracji (zréznicowanie rekombinacyjne), jak i integracji
miejsc V, D, J powiazanej z delecjami i insercjami nukleoty-
dow, co generuje réznorodno$¢ tych potaczen (Ryc. 1).

Geny kodujagce przeciwciata podlegajg réznicowaniu w
procesie somatycznej hipermutacji (SHM). Region zmienny
V przeciwciat jest stabilny tylko do momentu aktywacji lim-
focytu B. Zwigzanie antygenu indukuje proces mutacji so-
matycznych w regionie V, co prowadzi do wiekszego zroz-
nicowania rejonéw zmiennych. Efektem jest pojawienie sie
w trakcie odpowiedzi immunologicznej przeciwciat o coraz
wiekszym powinowactwie do antygenu. Czestotliwo$¢ tych
mutacji szacuje sie na 103par zasad rejonu V na jedno poko-
lenie komdérkowe. Jest to czesto$¢ 103104razy wieksza niz
w przypadku mutacji spontanicznych w innych genach. Do
niedawna nie byto pewnosci jaki mechanizm doprowadza
do tak duzej czestoSci mutacji w tym Scisle okreslonym re-
jonie genu.
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Rycina 1. Réznicowanie gendw kodujacych przeciwciata. Pomiedzy segmentami
V i C gendéw Ig zlokalizowane sg sekwencje kodujace segmenty taczace J oraz
segmenty réznorodno$ci D. DNA kodujacy fragment przeciwciata rozpoznajacy
antygen jest sktadany poprzez rearanzacje genu we wczesnej fazie dojrzewania
limfocytéw B. Scalenie segmentéw V, D iJimmunoglobulin skutkuje tworzeniem
pierwotnej r6znorodnosci i specyficznosci przeciwciat. Ksztattowanie tej rézno-
rodno$ci pochodzizwyboru pierwotnej linii segmentéw V, D, Jgen6éw Ig podczas
scalenia, jak i scalenia miejsc V, D, J powiazanego z delecjami i insercjami nukle-
otydow (zréznicowanie rekombinacyjne), co skutkuje powstaniem ré6znorodnosci
tych potaczen. Geny kodujace przeciwciata podlegajg réznicowaniu réwniez w
procesie somatycznej hipermutacji (SHM), uzaleznionej od powstawania uracylu
w segmentach V (objasnienia w tekscie). Na podstawie [28], zmienione.

Obecnie zaktada sie, ze hipermutacje somatyczne sg wy-
nikiem deaminacji cytozyny w segmentach V genu Ig pod-
czas r6znicowania i dojrzewania przeciwciat [22], Hipermu-
tacje te zachodzg z udziatem AID (indukowanej aktywacja
limfocytow B deaminaza), enzymu katalizujgcego deamina-
cje czasteczek cytozyny w DNA. Dziatanie AID powoduje
powstawanie par typu U:G, determinujgcych rézne pod-
stawienia zasad obserwowane w procesie somatycznych
hipermutacji.

BIALKO AID JEST ODPOWIEDZIALNE ZA
PRZEKSZTALCANIE C-AU W GENACH
IMMUNOGLOBULIN (IG)

Odkrycie AID i p6zniejsza charakterystyka witasciwosci
tego enzymu nie pozostawiajg watpliwosci, ze obecnosé ura-
cylu w specyficznych segmentach genu Ig jest zjawiskiem
odgrywajagcym podstawowag role w procesie réznicowania
przeciwciat. Pojawienie sie uracylu jest wynikiem deami-
nacji cytozyny w enzymatycznym procesie katalizowanym
przez indukowang aktywacjg limfocytow B deaminaze cy-
tydyny. Enzym ten zostat po raz pierwszy opisany w roku
1999 przez Honjo i wspétpracownikéw [4]. Prace nad cha-
rakterystyka AID utatwit znaczny stopien jej homologii z
biatkiem APOBECL1, ktore jest katalitycznym komponentem
tkankowo specyficznego kompleksu deaminujacego C do U
w pozycji 6666 RNA, ktory koduje biatko apolipoproteiny B.
To z kolei jest zwigzane z utworzeniem kodonu stop, wcze-
$niejszego zakonczenia translacji i syntezy krétszej formy
apolipoproteiny [23].

Oba enzymy sg ze sobg blisko spokrewnione i nalezg
do wiekszej rodziny deaminaz cytozyny (APOBEC), ktore
przeprowadzajg reakcje deaminacji cytozyny w DNA lub/i
RNA [24], Substratem dla tych enzymow jest cytozyna obec-
na w nici polinukleotydowej - nie deaminujg one wolnej cy-
tozyny badz odpowiednich wolnych nukleozydéw czy nu-
kleotydow. W badaniach przeprowadzonych in vitro wyka-
zano, ze jedynym substratem dla oczyszczonego biatka AID
jest ssDNA (Ryc. 2). Prawdopodobnie jest to powigzane z
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Rycina 2. Schemat procesu deaminacji C do U z udziatem AID. Biatko AID przy-
tacza sie jako dimer do ssDNA. Nastepnie AID deaminuje cytozyne w DNA w
konsensusowej sekwencji WRCY (gdzie W = A/T, R=A/G, Y =C/T). Na pod-
stawie [22], zmienione.

procesem transkrypcji, poniewaz AID wspotwytraca sie z
polimerazg Il RNA, a czesto$¢ indukowanych przez AID
mutacji jest proporcjonalna do aktywnosci transkrypcyjnej
[25,26], Wyniki badan przeprowadzonych in vivo sugerujg
natomiast, ze preferowanym przez AID substratem jest nie
transkrybowana ni¢ DNA [27],

Nie stwierdzono natomiast deaminacji RNA przez AID.
Ciekawe, ze biatko APOBECL1, ktérego fizjologicznym sub-
stratem jest RNA, moze w warunkach in vitro deaminowac
takze DNA, chociaz nie moze bra¢ udziatu w procesie roz-
nicowania przeciwciat [28], Uwaza sie, ze biatka rodziny
APOBEC uczestniczag w deaminacji cytozyny intermedia-
téow replikacyjnych lentiwiruséw, co moze by¢ jednym ze
sposobow eliminacji tych wiruséw z organizmu [29-31].

Mutacje w genach Ig powstajg w waskim przedziale cza-
sowym, przede wszystkim w rejonie V genow lg, 150 nukle-
otyddéw w kierunku 3' od promotora IgV i obejmujg ponad
2 tysiace par zasad [32-34].

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 1 i na
rycinie 3, powstawanie mutacji, ktore sg efektem dziatania
AID, dotyczy w réwnej mierze par C:G, jak i A:T .Wedtug
niektérych danych nawet okoto 60% mutacji dotyczy par
A:T [35], Stwierdzono jednak, ze u myszy pozbawionych
genu MSH2 wachlarz mutacji jest zmieniony, ze znacznym
spadkiem ilosci podstawien w parach A:T. W zwigzku z
tym zaproponowano hipoteze, zgodnie z ktdrg hipermuta-
cje somatyczne powstajg w dwdch etapach: pierwszym, za-
leznym od aktywnosci AID, ktérego celem sg pary zasad C:
G, idrugim, zaleznym od biatek naprawy (UNG2, MSH2/6,
a takze polimeraz typu TLS), ktére rozpoznawatyby uszko-
dzenia indukowane w etapie pierwszym i w trakcie napra-
wy przyczyniaty sie do powstawania mutacji w genach Ig
[22,28],

ENZYMY USUWAJACE URACYL Z DNA

GLIKOZYLAZA URACYLOWA - UNG

Glikozylaza uracylowa —UNG jest podstawowym enzy-
mem usuwajgcym czgsteczki uracylu z DNA. UNG jest naj-
bardziej aktywna wtedy, kiedy substratem jest ssSDNA, ale
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wykazuje takze aktywno$¢é wobec dsDNA, niezaleznie od
tego czy U tworzy pary zasad z G czy z A [36]. Niektore po-
chodne uracylu (alloksan, kwas izodialurowy i 5 hydroksy-
uracyl), bedace wynikiem oksydacyjnej modyfikacji, sg tak-
ze rozpoznawane iusuwane przez UNG [37], W genie UNG
zakodowana jest informacja dotyczaca zar6wno mitochon-
drialnej (UNGL1), jak ijadrowej (UNGZ2) glikozylazy uracy-
lowej. Obie formy réznig sie domenami N-koncowymi, co
jest efektem rozpoznawania alternatywnych promotorow
oraz splicingu i dojrzewania mRNA. Domeny N- kohcowe
przede wszystkim decyduja o lokalizacji enzymow [38].

Najsilniejszg ekspresje genu kodujgcego mRNA dla
UNG?2 zaobserwowano w tkankach szybko rosngcych ta-
kich narzadow, jak jadra i jelita. Wysoki stopien ekspresji
mRNA dla UNG2 obserwuje sie takze w aktywowanych
limfocytach B. Stopien ekspresji jest zalezny od przebie-
gu cyklu komoérkowego, a najwyzszy poziom mRNA dla
UNG2 wykrywa sie w poznej fazie G 1/S cyklu [3], Komdrki
nie namnazajace sie, szczeg6lnie z duzg liczbg mitochon-
driéw, sg wzbogacone w UNG1. Poziom mRNA dla UNG1
wzrasta takze w fazie Scyklu komérkowego, ale w znacznie
mniejszym stopniu niz dla enzymu jagdrowego.

Matrycowy RNA dla UNG2 koduje biatko ztozone z
313 reszt aminokwasowych, ktére po zsyntetyzowaniu jest
przemieszczane do jadra komdrkowego. W jadrze gtdéwna
frakcja tego biatka jest zlokalizowana w kompleksie repli-
kacyjnym i oddziatuje z biatkiem PCNA poprzez konsen-
susowg sekwencje Qxx/IxxFF i z biatkiem RPA poprzez
N- kofAcowe miejsca wigzgce [3]. Taki kompleks naprawczy
zawiera takze biatko XRCC1. Uwaza sie, ze UNG?2 jest biat-
kiem replikacyjnym, przesuwajacym sie¢ zgodnie z ruchem
widetek replikacyjnych [24],

Glikozylaza UNG2 bierze udziat zaré6wno w krotkim
(podstawowym), jak i dtugim (alternatywnym) szlaku na-
prawy DNA typu BER. W kompleksie reperacyjnym, cha-
rakterystycznym dla obu tych szlakdw, oprécz biatek wy-
mienionych powyzej wystepujg takze biatka APE1, Pol @i
Pol 5 oraz ligaza [39].

Tabela 1. Procentowy udziat zmian mutacyjnych prowadzacych do podstawiania
zasad podczas somatycznych hipermutacji w komérkach myszy i cztowieka.

zasady
pirymidynowe

zasady
purynowe ¢

C G A
7 4 2 13
zasady n
pirymidynowe |
C 16 2 4 22
G 7 6 15 28
purynowe
A 3 12 22 37

Mutacje opisane jako tranzycje zaznaczono kolorem czerwonym. Procentowy
udziat mutacji dotyczacy wszystkich czterech zasad opisano z prawej strony ta-
beli (na podstawie [28], zmienione).
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SMUG (ang. SINGLE STRAND-SELECTIVE
MONOFUNCTIONAL URACYL DNA GLYCOSYLASE)

Pomimo swej nazwy, glikozylaza uracylowa specyficzna
dla jednoniciowego DNA, enzym ten, przynajmniej w przy-
padku cztowieka, wykazuje preferencje dla dsDNA [40,41],
Jego aktywno$c¢ nie zalezy od przebiegu cyklu komorko-
wego i w przeciwienstwie do UNG2 czasteczka SMUG nie
jest zwigzana z kompleksem replikacyjnym podczas fazy S
cyklu. Nie zidentyfikowano dotychczas mitochondrialnej
formy tego enzymu. Preferowanym substratem dla SMUG
w dsDNA sg pary zasad U:G. Enzym usuwa takze wydajnie
z DNA 5-hydroksymetylouracyl, jedng z gtéownych oksy-
dacyjnych modyfikacji tyminy, nie rozpoznawang przez
UNG2. Zaréwno SMUG, jak i UNG2 rozpoznaja i usuwaja
wigczany do DNA lek przeciwnowotworowy, jakim jest 5-
fluorouracyl [42],

Wydaje sie, ze SMUG moze uzupetnia¢/zastepowac
dziatanie UNG2 podczas usuwania uracylu z par U:G, ale
nie wykazuje specyficznosci w stosunku do par U :A. Przy-
puszcza sie, ze w przypadku obnizonej aktywnosci lub
braku UNG2 (komérki wng_ /"), SMUG moze usuwaé uracyl
z obu substratow. W komoérkach pozbawionych jednego
z dwoéch gendow, UNG2 lub SMUG, wykrywa sie wzrost
czestosci mutacji odpowiednio 5, i 2,5-krotny, natomiast
komérki pozbawione obu genéw narazone sg na 10 krotny
wzrost czesto$ci wystepowania mutacji. Przewazajacg for-
ma takich zmian mutacyjnych sa tranzycje GC —AT [42],

GLIKOZYLAZA TYMINOWA TDG | GLIKOZYLAZA MBD4

Preferowanym substratem dla TDG jest btednie sparo-
wana para zasad U:G, chociaz enzym ten moze takze usu-
waé tymine (produkt deaminacji 5-metylocytozyny) z par
G:T. Podobnie jak w przypadku UNG2, aktywnos¢ gliko-
zylazy tyminowej jest zalezna od faz cyklu komoérkowego.
Komorki wchodzace w faze S cyklu eliminujg ten enzym
na szlaku zaleznej od ubikwityny degradacji przebiegajacej
w proteasomach. TDG nie wystepuje w komorce do chwili
ukonczenia replikacji DNA. Uwaza sie, ze degradacja cza-
steczki TDG jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu
fazy S cyklu komorkowego i podziatu komérki, co z kolei
sugeruje, ze TDG moze negatywnie wptywac¢ na kluczo-
we etapy replikacji DNA [43], Uderzajaca jest wzajemna,
negatywna, regulacja aktywnosci TDG i UNG2 w cyklu
komérkowym. Poziom ekspresji genu UNG2 wzrasta do-
ktadnie w chwili, gdy ekspresja genu TDG ulega represji
i odwrotnie. Wskazuje to na precyzyjng regulacje kontroli
poziomu uracylu w DNA zalezng od Zrédta pochodzenia
tej zasady. UNG2 jest aktywna w trakcie replikacji, gdy do
DNA moze byé wiaczana czasteczka dU naprzeciwko ade-
niny, natomiast wzrost aktywnosci TDG powigzany jest z
deaminacjg cytozyny i mozliwoscig wzrostu zawartosci par
U:G. Zasadne jest pytanie, dlaczego czasteczka TDG, mimo
swej aktywnosci glikozylazy uracylowej, jest eliminowana
z komorki w fazie S cyklu komérkowego w procesie skoor-
dynowanym z replikacjag DNA. Wydaje sie, ze przynajmniej
czesciowg odpowiedzig na to pytanie sg wiasciwosci tego
enzymu; niska wydajno$¢ w korygowaniu par U :A w pota-
czeniu z wysokim powinowactwem do miejsc AP mogtyby
prowadzi¢ do zahamowania ruchu widetek replikacyjnych
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i zaktdcaé proces replikacji [43]. Inng witasciwoscig TDG,
ktéra moze zaktdcac¢ proces replikacji DNA, jest zdolnos¢
do wycinania T z par G:T. Chociaz ta wtasciwos¢ zapobie-
ga mutacjom wynikajacym z deaminacji 5metC, moze by¢
jednoczesnie zrodtem biedow replikacyjnych, wtedy kiedy
btedne pary zasad G:T sg wynikiem btedéw polimerazy.
Poniewaz TDG nie jest w stanie odrdzni¢ nici macierzystej
i nowo zsyntetyzowanej, usuwanie T z matrycy moze pro-
wadzi¢ do utrwalenia tranzycji C—T. Wydajnym mechani-
zmem zabezpieczajacym komorke przed takimi mutacjami
jest poreplikacyjna naprawa przez wycinanie btednie spa-
rowanych zasad.

MBD4, podobnie jak TDG, nalezy do grupy glikozylaz
DNA typu I. Enzym ten wykazuje specyficzne dziatanie wo-
bec reszt tyminy i uracylu, powstatych w wyniku deamina-
cji 5MeC i C, sparowanych z guaning (U:G i T:G), co moze
odgrywac role w utrzymywaniu stabilnosci metylowanych
sekwencji CpG w DNA. Jak wykazano, MBD4 to enzym,
ktéry sktada sie odpowiednio z domeny wigzacej zmetylo-
wane CpG idomeny C-koncowej, o aktywnosci glikozylazy
specyficznej dla nieprawidtowo sparowanych zasad DNA.
Metylacja reszt C wystepuje wytgcznie w sekwencjach CpG
genomoéw ssaczych i odgrywa istotng role w procesach wy-
ciszania gendw i regulacji transkrypcji (patrz takze: [44]).

ROLA URACYLU ORAZ MECHANIZMOW
NAPRAWCZYCH TYPU BER | MMR W
POWSTAWANIU SOMATYCZNYCH
HIPERMUTACJI (SHM) | ROZNICOWANIU IG

Z licznych badan wynika, ze w procesie r6znicowania
przeciwciat i indukcji somatycznych hipermutacji podsta-
wowg role odgrywajg dwa biatka: AID i UNG2. Badania
prowadzone na myszach pozbawionych genu UNG2, a w
przypadku cztowieka, z udziatem pacjentdw z mutacjami
w obu allelach genu UNG2, wykazaty, ze aktywno$¢ UNG2
jest niezbedna w dwoch fundamentalnych procesach towa-
rzyszacych réznicowaniu przeciwciat. Sa to: powstawanie
peknie¢ nici DNA niezbednych do somatycznej rekombi-
nacji prowadzacej do przetgczania izotypow przeciwciat
(CSR), jak i proces hipermutacji [45,46]. Jak wiadomo ura-
cyl jest substratem dla kilku enzyméw, w zwigzku z tym,
zasadne jest pytanie, dlaczego inne glikozylazy, przede
wszystkim SMUG, nie moga zastapi¢ UNG2 w procesie ge-
nerujagcym SHM.

CzeSciowej odpowiedzi na to pytanie udzielajg wyniki
eksperymentow, w ktérych wykazano, ze: i/ w przeciwien-
stwie do SMUG w aktywowanych limfocytach Bindukowa-
na jest ekspresja genu UNGZ2, ii/ AID aeaminuje cytozyne w
ssDNA, ktéry jest faworyzowanym substratem dla UNG2,
iii/ biatko RPA, ktére posredniczy w wigzaniu AID z DNA,
oddziatuje takze z UNG2. Nalezy jednak doda¢, ze w ko-
morkach z nadekspresjag genu SMUG biatko to moze wyci-
na¢ uracyl indukowany dziataniem AID. Prawdopodobnie
jednak w tym przypadku zamiast sprzyjac ré6znicowaniu lg,
przyczynia sie raczej do wolnej od btedédw naprawy [3],

Jak zaznaczono powyzej UNG2 odgrywa takze zasadni-

czg role w procesie rekombinacji somatycznej. W tym wy-
padku miejsca AP musza by¢ przetwarzane w taki sposob,
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Rycina 3. Mechanizm powstawania hipermutacji. AID deaminuje czasteczke cy-
tozyny podczas transkrypcji w ssDNA. Pojawiajaca sie¢ btednie sparowana para
U:G moze ulega¢ przemianom przy udziale r6znych szlakéw metabolicznych: A
—w wyniku bezposredniej replikacji w jednej z komdrek potomnych pojawiaja
sie w miejsce par C:G, pary T:A (faza la). B—po usunieciu przez UNG uracylu
pozostaje miejsce AP, ktére moze by¢ rozpoznane przez polimerazy typu TLS i
uzupetnione dowolnym nukleotydem (faza Ib). C — mechanizm naprawy typu
MMR rozpoznaje pare U:G ini¢ DNA z uracylem zostaje cze$ciowo zdegrado-
wana. Monoubikwitylowany PCNA rekrutuje nastepnie polimerazy replikujace
uszkodzony DNA (TLS), ktére wypetniajg luke, co w konsekwencji moze prowa-
dzi¢ do licznych transwersji i tranzycji (faza 2). Na podstawie [22], zmienione.

zeby powstaly podwojne pekniecia nici DNA. Nie wiado-
mo, czy do procesu CSR wymagana jest replikacja DNA.
W procesie tym biorg natomiast udziat UNG2 oraz biatka
uczestniczace w naprawie typu MMR (MSH2/6) [47],

AID, wytwarzajgc btednie sparowane zasady (U:G), do-
starcza typowego substratu dla biatek uczestniczacych w
naprawie typu MMR. Przytgczenie sie biatek uczestnicza-
cych w szlaku MMR zapoczatkuje proces syntezy DNA,
ktory jest odpowiedzialny za wprowadzenie dodatkowych
mutacji, prowadzacych do podstawienia par A:T (drugi
etap hipermutacji) (Ryc. 3). W komorkach pozbawionych
biatek MSH2/6 akumulacja tego typu mutacji jest w znacza-
cy sposob obnizona [48,49], Natomiast w przypadku jedno-
czesnego braku biatek UNG2 i MSH2/6 (Ibzg2_/~i Ms/z2/6 I
podstawienia par A:T zostajg w ogole zniesione. U takich
transgenicznych zwierzat nie obserwuje sie takze CSR, a
powodowana biatkiem AID deaminacja cytozyny i poja-
wienie sie uracylu prowadzi w tym wypadku wytgcznie do
tranzycji C—Ti G—>A [50], Tak wiec wydaje sig, ze podczas
nieobecnosci biatek UNG i MSH pary zasad U:G nie sg roz-
poznawane jako uszkodzenia i sa bezposrednio replikowa-
ne (w komérkach potomnych wytwarzane sg wowczas pary
T: A). Nie wiadomo, czy szlaki naprawy, w ktéry uczestni-
czg UNG i biatka MMR rywalizujg ze sobg przy rozpozna-
waniu uracylu, czy tez zaangazowane sg w rozpoznawanie
tej czasteczki podczas r6znych faz cyklu komérkowego.
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UDZIAL POLIMERAZ REPLIKUJACYCH USZKODZONY
DNA (ang. TLS-TRANSLESION DNA SYNTHESIS) W
PRZETWARZANIU ZMIAN Z UDZIALEM URACYLU

Wydaje sie, ze lokalizacja biatka UNG2 na poczatku wi-
detek replikacyjnych jest niezwykle wazna z punktu widze-
nia roli, jakg moze odgrywac ten enzym zaréwno w proce-
sie powstawania hipermutacji, jak i somatycznej rekombi-
nacji [3]. Powstawanie miejsc AP po wycieciu uracylu przed
widetkami replikacyjnymi jest odpowiedzialne za zahamo-
wanie procesu replikacji i zainicjowanie homologicznej re-
kombinacji bgdz rekrutacji wyspecjalizowanych polimeraz
typu TLS, ktére charakteryzuje niska wiernos$¢ replikacji.
Taki model, ograniczajacy aktywno$¢ UNG do fazy S cyklu
komoérkowego, pozostaje jednak w sprzecznosci z ostatnio
wysunieta hipotezg zaktadajaca, ze udziat UNG w procesie
réznicowania przeciwciat ograniczony jest do fazy Gj i G*
cyklu komérkowego.

W ostatnich latach scharakteryzowano kilka polimeraz
TLS, a niektére z nich mogg bra¢ udziatl w procesach zwig-
zanych z inicjowaniem somatycznych hipermutacji. Jed-
nym z takich enzymow jest transferaza deoksycytydylowa
(Revi), ktora uczestniczy w syntezie DNA z miejscami AP
w genach lg. Transferaza Revi preferencyjnie wigcza czga-
steczki deoksycytydyny do nowo syntetyzowanej nici, co
moze by¢ bezposrednio zwigzane z transwersjami C—G i
G—C [51,52], Ten typ podstawien jest w znacznym stopniu
ograniczony podczas réznicowania genéw Igw komdrkach
pozbawionych biatka Revi [53,54], Jak sie wydaje, takze
polimeraza r| z grupy TLS jest odpowiedzialna za wytwa-
rzanie szerokiego wachlarza mutacji w parach A:T, zwigza-
nego z procesem SHM, poniewaz zaobserwowano znaczny
spadek zmian mutacyjnych w parach A:T zaréwno u my-
szy pozbawionych genu polimerazy r|, jak i w komdrkach
cztowieka pobranych od pacjentéw chorych na Xeroderma
pigmentosum (XP) (grupa komplementacyjna XP-V z uszko-
dzonym genem polimerazy 1] [55]). Niektére dane sugerujg
takze udziat polimeraz 0 oraz i w powstawaniu hipermuta-
cji w genach Ig [56,57].

DLACZEGO OBECNOSC URACYLU W DNA PODCZAS
ROZNICOWANIA PRZECIWCIAL ZWIAZANA

JEST Z WYTWARZANIEM MUTACJI, ANIE Z
PRAWIDEOWA NAPRAWA USZKODZEN ?

W tym miejscu warto wrdci¢ do pytania, w jaki sposdb
biatka uczestniczace w procesach wolnej od btedéw napra-
wy (BER i MMR) sg wykorzystywane do zwiekszania po-
tencjatu mutagennego zwigzanego z obecnoscig uracylu w
DNA w trakcie réznicowania przeciwciat.

Jezeli do wyciecia uracylu z nici DNA dojdzie tuz przed
przejsciem widetek replikacyjnych, bez mozliwos$ci prawi-
dtowej reperacji, to utworzone miejsce AP bedzie pozba-
wione matrycowej informacji i, w zwigzku z tym, moze
powodowac powstanie poreplikacyjnych mutacji. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze brak jest bezposrednich eksperymen-
talnych dowoddw potwierdzajacych taka hipoteze (patrz:
ponizej opisane zastrzezenia dotyczace roli BER i MMR w
okreslonych fazach cyklu komérkowego). Inna propozycja
wyjasnienia obecnos$ci hipermutacji i CSR, zaktada udziat
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kompleksu biatek Mrell-NBS-Rad50 w powstawaniu pek-
nie¢ w miejscu AP w obrebie genéw Ig oraz p6zniejszym
udziatem mechanizmoéw z niskg wiernoscig naprawy. Moz-
liwe jest wtedy powstawanie peknie¢ dwuniciowych w go-
racych miejscach regionu S genu Ig, w ktorych biatko AID
wprowadza duzg ilos¢ uracylu do obu nici DNA. Ostatnio
wykazano mozliwos¢ specyficznego taczenia sie biatka
Mrell (zamiast API) z miejscami AP w rejonach rearanzacji
genu Ig limfocytéw B [58].

Nie mozna wykluczyé, chociaz brak w tym przypadku
doswiadczalnego potwierdzenia, ze czeSciowym wyttuma-
czeniem przedstawionych powyzej dylematow jest potran-
slacyjna modyfikacja biatek bioragcych udziat w usuwaniu
uracylu z DNA, powigzana z pézniejszymi zjawiskami od-
powiedzialnymi za procesy SHM i SCR. Takie modyfikacje
mogtyby prowadzi¢ do powstawania przejsciowych kom-
plekséw zaangazowanych w r6zne procesy metaboliczne
[47].

Wyniki badan uzyskane w ostatnich latach pozwalajg
na lepsze zrozumienie w jaki spos6b mechanizm naprawy
typu BER, uczestniczagc w usuwaniu z DNA uracylu indu-
kowanego dziataniem AID, przyczynia sie do powstawania
mutacji.

Po usunieciu z DNA uracylu przez UNG moga by¢ na-
stepnie inicjowane dwie niezalezne Sciezki naprawy typu
BER, a sg to Sciezka podstawowa (krétka) i alternatywna
(dtuga) (Ryc. 3). Nie wyjasniono dotychczas jakie zjawi-
ska sg odpowiedzialne za wykorzystanie jednej lub drugiej
Sciezki naprawy typu BER w powstawaniu somatycznych
hipermutacji. Przypuszcza sie, ze w procesie réznicowania
przeciwciat wykorzystywane sg oba szlaki naprawy [22,59].
Wydaje sig, ze co najmniej dwa biatka odpowiedzialne sg za
wybor jednego lub drugiego szlaku naprawy w przypad-
ku usuwania uracylu z DNA. Czynnikiem decydujgcym o
wyborze $ciezki naprawy moze byé stezenie skiadnikéw
uczestniczagcych w naprawie. Obecno$¢ wysokiego stezenia
PCNA w miejscu uszkodzenia wptywa na wybor szlaku al-
ternatywnego. Rekrutacja polimerazy @w miejscu AP, po
dziataniu UNG, decyduje o wyborze $ciezki podstawowej
[22,60]. Od niedawna wiadomo, ze monoubikwitylowany
PCNA bierze udziat w procesie powstawania somatycznych
hipermutacji [61-64]. Z kolei ubikwitylacja PCNA moze de-
cydowac o rekrutacji sktonnych do btedéw polimeraz typu
TLS, ito zaréwno w trakcie naprawy typu BER, jak i MMR.
[22].

W badaniach in vitro wykazano jednoczesnie, ze w ko-
morkach BL2, w procesie wytwarzania SHM, dochodzi do
hamowania aktywnos$ci polimerazy [3 biorgcej udziat w
podstawowym szlaku naprawy BER, co umozliwia napra-
we uszkodzen przez polimerazy TLS (nie obserwowano
jednak modulacji aktywnosci polimerazy p w trakcie proce-
su CSR) [22,65],

Wyniki dotychczasowych badan udowadniaja, ze w pro-
cesie SHM bierze udziat system naprawczy typu BER, jak
i MMR. Nierozstrzygniety pozostaje jednak problem dla-
czego mechanizmy, ktére charakteryzuje wysoka wiernos¢
naprawy i odpowiedzialno$¢ za utrzymanie stabilnoSci
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genomu, powigzane sg, w aktywowanych limfocytach B, z
powstawaniem zmian mutacyjnych. Jedng z hipotez, ktdra
probuje ttumaczy¢ to zjawisko jest zatozenie, ze aktywnos¢
enzymOw uczestniczagcych w naprawie zwiazanej z usu-
waniem uracylu z DNA towarzyszacej réznicowaniu prze-
ciwciat (zarowno UNG, jak i MSH2/6) jest ograniczona do
fazy G, i G2cyklu komérkowego. Hipoteza ta jednoczes$nie
zaktada, ze wolna od btedéw naprawa zwigzana z obecno-
$cig uracylu w DNA powigzana jest z procesem replikacji
[22,66], Ciekawa jest rdwniez hipoteza zaktadajgca, ze w
indukcji hipermutacji w kompleksach naprawczych uczest-
niczg specyficzne biatka, modyfikujace dziatanie enzymow
naprawczych [22].

CZY WZROST POZIOMU URACYLU W DNA
INDUKOWANY NIEPRAWIDLOWA EKSPRESJA AID
MOZE BYC PRZYCZYNA KANCEROGENEZY ?

Transformacja nowotworowa jest rezultatem nagroma-
dzenia sie dostatecznie duzej liczby mutacji, w wyniku
czego komdrka staje sie niepodatna na dziatanie mechani-
zmoéw regulujgcych procesy wzrostu i roznicowania. Dla-
tego obecnos$¢ potencjalnie mutagennego uracylu, ktéry nie
zostat usuniety przed replikacjag DNA, moze prowadzi¢ do
zmian mutagennych i, w konsekwencji, do rakowacenia
komorki. Szczego6lnie niebezpieczna moze by¢ nadmierna
aktywnos$¢ badz niewtasciwa lokalizacja biatka AID, co w
konsekwencji moze prowadzi¢ do powstania duzej ilosci
btednie sparowanych zasad (U:G), niebezpiecznych zwitasz-
cza w komorce z uposledzonymi mechanizmami naprawy
DNA. W warunkach fizjologicznych ekspresja genu AID
ograniczona jest do aktywowanych limfocytéw B, a doktad-
niej, do odpowiednich segmentéw (segmenty V) gendéw Ig.
Nieprawidtowa ekspresja zwigzana moze by¢ jednak z aku-
mulacjg mutacji w innych genach, co z kolei moze prowa-
dzi¢ do kancerogenezy [67],

W tym kontekscie bardzo ciekawie przedstawiajg sie
wyniki badafA uzyskane przez grupe badawcza kierowa-
ng przez prof. Chiba z Japonii [68,69], ktére wskazujg na
zwigzek miedzy nieprawidtowg ekspresjg genu AID i no-
wotworami zotgdka oraz watroby. Wspomniana grupa ba-
daczy wykazata, ze zakazenie btony $luzowej zotgdka bak-
terig H. pylori, ktéra moze by¢ odpowiedzialna za indukcje
raka zotadka, prowadzi do nadmiernej syntezy AID (Ryc.
4). Z kolei taka produkcja AID powigzana jest z duzg liczbg
mutacji genu p53 w komérkach nabtonkowych, a efekt ten
znikat po wyciszeniu genu AID za pomocg odpowiedniego
siRNA. Co ciekawe, takie mutacje wykryto w guzie juz we
wczesnych fazach rozwoju raka zotgdka. Jak stwierdzono,
ekspresja genu AID byta zalezna od aktywacji czynnika
NFkB i indukcji prozapalnych cytokin. W ostatnich latach
znacznie wzrosta nasza wiedza dotyczgca roli i znaczenia
indukowanych stanéw zapalnych w procesie kancerogene-
zy [70]. Cytowani autorzy zaproponowali do$¢ intrygujacy
model, ktéry wskazuje na nowe czynniki wigzace stany za-
palne z kancerogenezag. W wyniku zakazenia H. pylori do-
chodzi do wydzielania prozapalnych cytokin (TNF-la, II-
1P), ktére mogg decydowac o przeniesieniu NFkB do jadra
komdrkowego i przytaczeniu sie do DNA, co z kolei moze
bezposrednio odpowiadaé za ekspresje genu AID w docelo-
wych komérkach. Nieprawidtowa ekspresja genu AID, pro-
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Rycina 4. Wptyw bakterii H. pylori na ekspresje genu kodujgcego AID. W wyniku
zakazenia H. pylori dochodzi do wydzielania prozapalnych cytokin (TNF-Ila, II-
1P), ktére mogg decydowac o przeniesieniu czynnika NFkB do jadra komédrko-
wego i przytaczeniu sie do DNA, co z kolei moze bezposrednio odpowiadaé za
ekspresje genu AID w komdrkach docelowych (komérki nabtonkowe zotadka).
Nieprawidtowa ekspresja genu AID, prowadzaca do syntezy biatka deaminazy,
moze powodowac hipermutacje w niektérych genach, takich jak np.p53. Na pod-
stawie [69], zmienione.

wadzgca do syntezy biatka deaminazy, powodowataby hi-
permutacje w niektérych genach, takich jak p53 (Ryc. 4). Po-
twierdzeniem przedstawionego powyzej modelu sg wyniki
badan, w ktérych wykazano indukcje ekspresji genu AID
w kulturach hodowlanych hepatocytow cztowieka [68]. Po-
dobnie jak w przypadku komdrek nabtonkowych zotadka,
indukcja AID powigzana byta ze szlakiem sygnalizacyjnym
NFkB iwydzieleniem prozapalnych cytokin. Jednak w tym
przypadku nieprawidtowa ekspresja genu AID prowadzita
do gromadzenia mutacji w genach c-myc i pim.

Konstytutywng ekspresje genu AID zwigzang z muta-
cjami genu c-myc, wykryto w chtoniakach wywodzgcych
sie z limfocytéw T. Taki sam typ ekspresji w limfocytach B
prowadzi do rozwoju chtoniakéw nieziarniczych i biataczki
limfatycznej przewlektej [71].

Warto takze zauwazy¢, ze nieprawidtowg ekspresje ge-
noéw innych deaminaz cytozyny (APOBEC3G) stwierdzono
w przypadku pacjentow z nowotworami, takimi jak gruczo-
lakorak i chtoniak Burkitta [71].

UWAGI KONCOWE

Deaminacja cytozyny w DNA ssakéw jest jedynym, jak
do tej pory poznanym, zaprogramowanym mechanizmem,
w wyniku ktérego zostaje zmienione znaczenie kodu gene-
tycznego przez zamierzong modyfikacje jednej z jego liter.

Mimo prawie dziesieciu lat, jakie uptywaja od czasu od-
krycia AID i potwierdzonej roli uracylu w procesie réznico-
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wania przeciwciat, wiele kluczowych dla tego procesu za-
gadnien pozostaje nadal nierozstrzygnietych. Niewyjasnio-
na zostaje, sygnalizowana powyzej, kwestia wykorzystania
naprawy DNA na drodze BER i MMR, ktdre charakteryzuje
wysoka wierno$¢ naprawy i odpowiedzialno$¢ za utrzyma-
nie stabilnosci genomu, z powstawaniem zmian mutacyj-
nych w aktywowanych limfocytach B. Hipoteza ttumaczaca
tg pozorng sprzecznos$é ekspresjg gendw biatek uczestnicza-
cych w usuwaniu uracylu indukowanego AID w fazach cy-
klu komdrkowego niezwigzanych z replikacja, nie ma jesz-
cze wystarczajagcych dowodow eksperymentalnych.

Jednym z ciekawszych pytan, wcigz pozostajacych bez
odpowiedzi, jest to, w jaki sposéb tak duza liczba mutacji
jest indukowana w niewielkim regionie genu lg, podczas
gdy pozostata cze$¢ tego genu i innych, ktére w aktywo-
wanych limfocytach B ulegajag w tym czasie ekspresji jest
w znacznym stopniu od mutacji wolna. Z drugiej strony,
wyniki ostatnich badan sugeruja, ze ubocznym skutkiem
aktywacji AID mogg by¢ mutacje w innych genach limfocy-
tow B [72,73], To z kolei rodzi nastepne pytanie dotyczace
rzeczywistej ilosci genomowych uszkodzen indukowanych
podczas aktywacji limfocytow B. Jak sie wydaje, liczba ta-
kich uszkodzen obecnych w innych niz gen Ig czesciach ge-
nomu, moze by¢ znaczaca [66,74,75].

Jak zaznaczono powyzej, w komdrce cztowieka w prze-
ciggu doby okoto 100 do 500 czgsteczek cytozyny moze zo-
sta¢ spontanicznie przeksztatconych w uracyl, a wigksza
liczba czasteczek uracylu moze by¢é do DNA wiaczana pod-
czas replikacji. W zwiagzku z tym rodzi sie kolejne istotne,
pozostajgce nadal bez odpowiedzi pytanie, czy i ewentual-
nie, w jaki sposéb takie uszkodzenia sa rozrézniane od tych
indukowanych dziataniem AID. Sg to znaczace kwestie,
poniewaz dla prawidtowego funkcjonowania limfocytu B z
jednej strony powinny zachodzié¢ procesy roéznicowania (a
wiec i hipermutacje w rejonie V genu 1g), z drugiej za$ stro-
ny pozostatg czes¢ genomu musi charakteryzowac¢ wysoka
stabilno$¢, niezbedna do tworzenia potomnych komérek
(plazmocytéw), wyspecjalizowanych w wydzielaniu specy-
ficznych immunoglobulin.

Jakiekolwiek zaktdcenie kontroli tych proceséw moze
bezposrednio prowadzi¢ do rozwoju chtoniakow wywo-
dzacych sie z limfocytéw B (ang. B cells lymphoma).

Pojawiajacy sie w genomie, w miejscu cytozyny, uracyl
jest jednym z najbardziej pierwotnych uszkodzerih DNA.
Wydaje sie, ze w przebiegu ewolucji uktad immunologicz-
ny cztowieka i innych kregowcow ,wykorzystat" obecnosé
uracylu, gromadzac takie potencjalne uszkodzenie we wta-
snym genomie, co prowadzi do r6znicowania przeciwciat
lub w genomach atakujacych komorke wiruséw, w celu ich
skutecznej eliminacji.

Niestety, poniewaz gen AID, ale takze geny innych bia-
tek z rodziny APOBEC, moga ulegaé¢ niewtasciwej ekspre-
sji i wprowadza¢ zmiany mutacyjne w wielu sekwencjach
DNA, mozna zaktada¢, ze dodatkowym, ubocznym kosz-
tem jaki organizm ptaci za wyrafinowane procesy roznico-
wania przeciwciat i mozliwos$¢ kontroli rozwoju retrowi-
rusow, moze by¢ zwiekszone ryzyko pojawienia sie¢ zmian
prowadzacych do kancerogenezy.
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Powszechnie akceptowang obecnie hipotezg jest, ze pier-
wotnym materiatem genetycznym na Ziemi byt RNA. W
zwigzku z tym, do konca nie jest jasne, dlaczego w trakcie
ewolucji uracyl zostat zastgpiony w DNA przez tymine.
Jedno z prawdopodobnych zatozen jest takie, ze w trakcie
ewolucji tymina zastgpita uracyl w DNA w parach z ade-
ning, aby zapobiec mutagennym skutkom spontanicznej
deaminacji cytozyny. Powstajagcy w tym procesie uracyl
moze byé wtedy rozpoznany jako ,,uszkodzenie" i usuwa-
ny przez odpowiednie glikozylazy. Wspomniany powyzej
fag PBS2 bytby wiec pierwotnym ,reliktem ewolucji". W
tym kontekscie ciekawa wydaje sie hipoteza zaktadajgca
regulacyjng funkcje uracylu w parach A:U. Sekwencje bo-
gate w pary A:T (ang ,,A-tracts”) mogg mie¢ wptyw na eks-
presje genetyczng [76], formowanie nukleosoméw i moga
odpowiada¢ za potgczenia z macierzg jadrowga. Zastgpie-
nie tyminy uracylem w sekwencjach bogatych w pary A:T
moze wptywac¢ zardwno na rozpoznanie tych sekwencji
przez czynniki transkrypcyjne [76], jak i na stabilno$¢ helisy
DNA (obecnos$¢ grupy metylowej reszty tyminy stabilizuje
oddziatywania warstwowe w DNA) [1]. W zwigzku z tym
mozna zatozyé, ze obecnos¢ uracylu w miejscu tyminy mo-
gtaby wptywac na funkcje genomu.
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ABSTRACT

Uracil may arise in DNA, in small quantities as a result of spontaneous cytosine deamination or/and misincorporation of dUMP during DNA
replication. However, just recently uracil formation via enzymatic deamiantion of cytosine, has been found to underlies diversification of Ig
genes and inhibition of retroviral infection. DNA deamination is the only known programme in mammalian development in which the cod-
ing capacity of the genome is changed by targeted modification of deoxycitidine. In this paper we will review: i/sources of the origin of uracil
in DNA, ii/ the function of activation induced cytidine deaminase (AID) the enzyme which is responsible for cytidine deamination in Ig genes
of B cell clones iii/ some properties of the enzymes responsible for the excision of uracil. The role of uracil and above mentioned enzymes in
Ig diversification process, which comprises somatic hypermutation and class switch recombination will also be discussed. Finally, we will
discuss possible involvement of aberrantly expressed AID and presence of uracil in DNA, in carcinogenesis.
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STRESZCZENIE

cztowieka naprawa DNA przez niehomologiczne tgczenie koncéw (NHEJ) jest podsta-

wowym szlakiem naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA (DSBs), ktére moga stanowi¢
zagrozenie dla zycia komorki. W NHEJ nastepuje bezposrednie potaczenie koncow frag-
mentéw DNA powstatych wskutek DSBs. System ten odgrywa kluczowa role w rozwoju
uktadu odpornosciowego u kregowcoéw, poprzez udziat w rekombinacji V(D)J. W klasycz-
nym szlaku NHEJ u kregowcéw uczestniczy kompleks biatek Ku, podjednostka katalitycz-
na kinazy biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PKGC), Artemis, Cernunnos-XLF i kompleks
XRCC4/ligaza DNA 1V. Klasyczny NHEJ moze by¢ jeszcze wspomagany przez polimerazy
DNA p i\. Ostatnie dwa lata przyniosty nowe informacje dotyczace biatek, funkcji i zna-
czenia tego szlaku naprawy DNA. W 2006 roku odkryte zostato biatko Cernunnos-XLF, ma-
jace zasadnicze znaczenie w NHEJ. Zostaly takze opisane szlaki, w ktérych nie uczestnicza
wszystkie kluczowe biatka klasycznego NHEJ, za to pojawiaja sie inne czynniki, takie jak
BRCAL1, 53BP1, hPNK, WRN czy MDC1. Wyniki dotychczas wykonanych badan sugeruja,
ze nie wszystkie kluczowe elementy NHEJ i mechanizmy jej dziatania zostaly juz zidentyfi-
kowane. Dalszych badan wymaga okre$lenie roli tego systemu naprawy DNA w procesach
starzenia, transformacji nowotworowej, rozwoju systemu odpornosciowego i podstawowym
metabolizmie.

WPROWADZENIE

Dwuniciowe pekniecia DNA (DSBs) sg najpowazniejszymi uszkodzenia-
mi DNA, ktére, jezeli nie bedg naprawione lub zostang ,naprawione"” biednie,
mogg zagrazac¢ zyciu komdrki. Niekiedy jedno nienaprawione takie pekniecie
moze powodowac wigczenie programowanej smierci komérki. U wyzszych eu-
kariontow DSBs podlegajg naprawie przez niehomologiczne faczenie koncow
(NHEJ), rekombinacje homologiczng (HRR) i, okazjonalnie, przez dopasowanie
fragmentéw jednoniciowych (SSA). NHEJ wydaje sie by¢ szlakiem naprawy
preferencyjnie wykorzystywanym w komaérkach ssakéw, przynajmniej w fazach
cyklu komérkowego GO, G1 i p6znej S. [1], Moze to by¢ uwarunkowane tym, ze
genomy ssakOw zawierajg w wiekszosci sekwencje powtdrzone, co powoduje,
ze, za wyjatkiem fazy S, wybér partnera homologii w szlaku HRR moze by¢
utrudniony. Moze to prowadzi¢ do crossing-over podczas naprawy, skutkujacego
translokacjami chromosomalnymi, tworzeniem gendéw fuzyjnych, kodujgcych
czesto biatka promujace transformacje nowotworowga. Podstawowy mechanizm
NHEJ wydaje sie prosty: przygotowanie koncéw uszkodzonego DNA do ligacji i
sama ligacja. Jednoznaczny mdégtby sie wydawaé rowniez dobor ,,gtéwnych ak-
toréw na scenie NHEJ": kompleks biatek Ku, podjednostka katalityczna kinazy
biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PKCS), Artemis, Cernunnos-XLF i kompleks
XRCC4/ligaza DNA V. Wyniki badan przeprowadzonych w ostatnich latach
jednoznacznie wskazujg, ze NHEJ moze przebiega¢ poprzez rézne szlaki, za-
lezne od tylko niektérych z tych biatek i z udziatem biatek dodatkowych. Szlaki
te okre$la sie jako ,,alternatywny NHEJ". Ponadto, regulacja NHEJ, przynajm-
niej w niektérych jej etapach, wydaje sie by¢ jeszcze stabo poznana. Wreszcie,
mechanizm wyboru pomiedzy NHEJ i HRR, przede wszystkim w fazach cyklu
komérkowego: pdznej S i G2 jest prawie nieznany. Dlatego celowe wydaje sie
blizsze spojrzenie na przebieg alternatywnych szlakéw NHEJ i kwestie ich re-
gulacji. Rozwazania beda dotyczy¢ NHEJ u kregowcéw, gdyz u drozdzy, roslin
i bezkregowcdw naprawa ta przebiega nieco inaczej ze wzgledu na brak DNA-
PKCS lub biatka Artemis. Przynajmniej w cze$ci tych organizmdw aktywnos¢
nukleazowa moze by¢ przypisana do kompleksu Rad50/Mrell/Xrs2, odpo-
wiednika kompleksu MRE11/RAD50/NBS1 (MRN) u cztowieka [2],

KLASYCZNA NHEJ
Obecnie mozna rozwaza¢ 7 gtownych sktadnikéow biatkowych NHEJ: he-

terodimer Ku70 i Ku86 (znanego rowniez jako Ku80, faktycznie Ku83), DNA-
PKCS Artemis, Cernunnos-XLF i kompleks ligaza IV/XRCC4. Heterodimer Ku
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Rycina 1. Klasyczna naprawa DNA przez niehomologiczne taczenie koricow. 70 i
80 — biatka, odpowiednio, Ku70 i Ku80, PK —podjednostka katalityczna kinazy
biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PKC), Art — biatko Artemis, XLF — biatko
Cernunnos-XLF, Lig IV —ligaza DNA IV.

taczy sie z koicami DNA i rekrutuje DNA-PK”, ktora jest
kinazg serynowo-treoninowg. DNA-PKGtworzy kompleks
funkcjonalny z biatkiem Artemis, majgcym wewnetrzng ak-
tywnos$¢ egzonukleazy 5 — 3'. DNA-PK” fosforyluje i sty-
muluje aktywno$¢ endonukleolityczng Artemis, co pozwala
temu biatku nacina¢ struktury drugorzedowe, w tym struk-
tury szpilki do wtoséw. Artemis, wykazujgce po fosforylacji
aktywno$¢é zaréwno egzo-, jak i endonukleazy, moze przy-
gotowywacé korice DNA do ligacji. Ligacja jest specyficzna
dla NHEJ i przeprowadzana jest przez kompleks ligaza IV/
XRCC4 przy udziale biatka Cernunnos, znanego takze jako
XLF (ang. XRCC4-likefactor) lub XLF/Cernunnos.

Wiekszos¢ DSBs w komérkach kregowcow moze by¢é
usuwana przez NHEJ zalezna od DNA-PK”, obejmuja-
€3 €O najmniej trzy zasadnicze czynniki: Ku70/80, DNA-
PKCIArtemis, ligaze 1IV/IXRCC4, wspomagang przez Cer-
nunnos-XLF i charakteryzujgcg sie szybkg kinetykg reakcji
naprawczej (t1/7 5-30 min) [3]. Szlak ten, dla zaznaczenia
jego zaleznosci od DNA-PK”, nazywa sie czasem D-NHEJ.
Gdy szlak ten ulegnie inaktywacji, komérki ciggle moga
naprawia¢ DSBs przez alternatywng, niezalezng od DNA-
PKCS NHEJ, charakteryzujaca sie wolniejsza kinetyka (t1/2
2-20 h), sktonng do bteddw i nazywang niekiedy B-NHEJ
(ang. backup-NHEJ) [4], W szlaku tym moze wystepowac
ligaza DNA IlIl w potgczeniu z polimerazg poli(ADP-ry-
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bozy)-l (PARP-1) i biatkiem XRCC1, tworzgc kompleks
PARP-1/XRCC1/ligaza DNA Ill. Kompleks ten moze braé
takze udziat w naprawie peknie¢ jednoniciowych [5]. Prze-
bieg klasycznej reakcji NHEJ jest przedstawiony na rycinie
1. D-NHEJ dziata efektywnie we wszystkich fazach cyklu
komoérkowego, z niewielkimi fluktuacjami aktywnosci po-
miedzy GI, Si G2 [6]. Wieksze réznice mozna obserwowac
pomiedzy efektywnoscig D-NHEJ w komérkach w fazie in-
tensywnego wzrostu i fazie stacjonarnej. Wyniki niektérych
badan sugeruja, ze istnieje bezposredni zwigzek pomiedzy
stanem wzrostu i naprawg DSBs, poprzez udziat receptora
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) w szlaku sygnali-
zacji aktywnosci DNA-PKts [7], Zwigzek pomiedzy stanem
wzrostu i D-NHEJ nasuwa pytanie czy zwigzek taki istnieje
takze dla B-NHEJ. Odpowiedz na to pytanie brzmi: tak, i
dosSwiadczalne Swiadectwa tego zwigzku nalezy uznac za
nie budzace watpliwosci, jednakze mechanizm lezacy u
jego podstaw jest jeszcze nieznany.

NHEJ A REKOMBINACJA V(D)J

Podstawowym zadaniem systemu odpornosciowego
cztowieka jest identyfikacja oraz likwidacja patogenow wni-
kajacych do jego organizmu, ktére majg miejsce w wyniku
odpowiedzi niespecyficznej lub specyficznej (adaptacyjnej).
Limfocyty B oraz T odpowiedzialne za odpowiedz adapta-
cyjng usuwajg patogeny z organizmu cztowieka przez zwia-
zanie ich z receptorami znajdujacymi sie na ich powierzchni.
Rdéznorodnos¢ tych receptoréw, pozwalajgca na usuniecie
mozliwie jak najwiekszej liczby ré6znorodnych patogendw,
jest uzyskiwana w procesie rekombinacji V(D)J.

Rekombinacja V(D)J zachodzi w szpiku kostnym oraz
grasicy i jest procesem koniecznym do produkcji dojrza-
tych limfocytéw. Proces ten polega na taczeniu segmentéw
zmiennego V (ang. variable), r6znorodnego D (ang. diversity)
oraz tgcznikowego J (ang. joining) genéw kodujacych biatka
receptorowe. Segmenty te wystepuja w genomie cztowieka
w duzej ilosci kopii i s3 potozone powyzej czesci statej C
(ang. constant) tych genéw. Rekombinacje V(D)J mozna zde-
finiowac jako typowa, dwuetapowg reakcje typu ,,wytnij i
wklej". W pierwszym etapie w czgsteczce DNA powstajg
pekniecia dwuniciowe w miejscu wystepowania sekwencji
sygnatowych RSS (ang. recombination signal sequences), ktore
nastepnie sg naprawiane przez NHEJ. Sekwencje RSS znaj-
dujg sie powyzej oraz ponizej kazdego segmentu V, D oraz
J. Sktadajg sie one z dwoch sekwencji Scisle zdefiniowanych
o dtugosci 7 (CACAGTG) i 9 (ACAAAAACC) par zasad
rozdzielonych fragmentem DNA o wielko$ci 12 lub 23 pz o
niespecyficznej sekwencji.

Rekombinacja V(D)J jest zapoczatkowywana przez biat-
ka RAGI, RAG2 oraz HMGBL. Biatka te tworzg kompleks
przecinajacy ni¢ DNA na koncu sekwencji RSS przylega-
jacych do segmentéw V iJ lub D iJ. Efektywna rekombi-
nacja zachodzi tylko pomiedzy sekwencjami RSS zawie-
rajagcymi 12- i 23-nukleotydowe sekwencje przedzielajace.
Przeciecie nici przez kompleks zbudowany z biatek RAGI:
RAG2:HMGB1 powoduje powstanie koica DNA 3' z grupg
hydroksylowg i 5'z resztg fosforanowg, przy czym koniec
3' znajduje sie zawsze po stronie segmentu V, D lub J [8].
Grupa hydroksylowa na zakoriczeniu nici DNA 3' bierze
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udziat w ataku nukleofilowym prowadzonym przez kom-
pleks biatkowy RAG1:RAG2:HMGB1 na komplementarng
ni¢ DNA, w wyniku ktérego dochodzi do wytworzenia na
koncach DNA zawierajacych segmenty kodujace V, D lub
J struktury szpilki do wtoséw oraz tepych zakonczen frag-
mentu DNA otoczonego przez sekwencje sygnatowe RSS.
Struktury szpilki do wioséw sg rozcinane przez kompleks
biatkowy Artemis:DNA-PKcs [9], a powstate w ten sposéb
konce DNA sg modyfikowane w celu zapewnienia jak naj-
wiekszej réznorodnosci receptorow (Ryc. 2). Modyfikacje
moga polega¢ na usunieciu sekwencji (delecja), wstawie-
niu nowej sekwencji (insercja) lub podwojeniu sekwencji
palindromowej (duplikacja). Do tej pory zidentyfikowano
jedynie kilka elementéw biatkowych uczestniczacych w
tym procesie: transferazy TdT i DNTT, polimerazy po (i i
polA, egzonukleaza Exol [10-12]. Ze wzgledu na szeroki wa-
chlarz modyfikacji koncow segmentéw kodujacych, wydaje
sie, ze w procesie tym bierze udziat znacznie wiecej biatek.
Segmenty kodujace po modyfikacji koAcdw 3' sg nastepnie
taczone z udziatem biatek Ku oraz kompleksu Cernunnos-
XLF:XRCC4:ligaza IV DNA [13]. Te same biatka biorg udziat
w tgczeniu segmentoéw sygnatowych, przy czym réznica po-
miedzy taczeniem segmentéow kodujgcych a sygnatowych
polega na tym, ze te ostatnie nie ulegajg modyfikacji, a pro-
ces ich taczenia trwa znacznie dtuzej niz proces modyfikacji
i faczenia segmentow kodujgcych.

W rekombinacji V(D)J mogga uczestniczy¢ réwniez inne
biatka. Jednym z nich moze byé H2AX, bedacy wariantem
histonu H2A. Histon ten peini funkcje sygnatowg w ko-
maérce i jest fosforylowany w odpowiedzi komdrki na pek-
niecia dwuniciowe DNA. Fosforylacja H2AX prowadzi do
wytworzenia skupisk zawierajgcych H2AX i inne biatka
naprawy DSBs [14]. Powstawanie skupisk histonu H2AX
zaobserwowano w poblizu peknie¢ DNA powstatych z
udziatem kompleksu biatkowego RAGL:RAG2:HMGB1 w
procesie rekombinacji V(D)J [15]. Wyniki tych badan su-
gerujg, ze H2AX moze braé¢ udziat w rekombinacji V(D)J,
aczkolwiek myszy pozbawionych biatka H2AX nie cechuje
fenotyp charakterystyczny dla organizméw z zaburzenia-
mi procesu rekombinacji V(D)J i proces réznicowania lim-
focytdw zachodzit u nich prawidtowo [16]. Rekombinacja
V(D)J z udziatem zmutowanej wersji biatka RAG2 FS361
(przesuniecie ramki odczytu od kodonu 361) przebiegata
bez udziatu biatek bioragcych udziat w klasycznym szlaku
NHEJ: DNA-PKcs, Ku i XRCC4 [17]. Wyniki tych badan
sugeruja, ze rekombinacja V(D)J moze przebiegac¢ z udzia-
tem alternatywnych szlakow NHEJ, zaleznych od XRCC3 i
ligazy Il DNA. Cechg charakterystyczng dla tak tgczonych
koncow DNA jest obecno$é w produktach reakcji NHEJ kil-
kunukleotydowych (3-7) sekwencji mikrohomologicznych
oraz powstawanie delecji kilkudziesiecionukleotydowych
(do 35) fragmentow DNA. Jaki jest udziat alternatywnych
szlakow NHEJ w procesie rekombinacji V(D)J w prawi-
dtowej komérce? Wydaje sie, ze tylko niewielka czes¢ ta-
czonych segmentéw kodujacych powstaje przy udziale
alternatywnych szlakow NHEJ. Ze wzgledu na znacznie
wiekszy stopien przeksztatcania sekwencji nukleotydowej
spotykany we fragmentach tgczonych przez alternatywne
szlaki niz przez klasyczny NHEJ, istnieje wieksza szansa re-
aranzacji chromosomalnych, takich jak translokacje, ktdre z
kolei moga prowadzi¢ do transformacji nowotworowej po-
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przez zmiany w protoonkogenach, genach supresorowych
i mutatorowych, a takze poprzez ekspresje onkogennych
biatek fuzyjnych. Potwierdzajg to wyniki badan sugeruja-
ce podwyzszong aktywnos$é alternatywnego szlaku NHEJ
w komorkach raka pecherza moczowego w porédwnaniu z
komérkami prawidtowymi [18].

Prawidtowy proces rekombinacji V(D)J jest warunkiem
koniecznym do réznicowania komorek uktadu immunolo-
gicznego. U o0s6b z mutacjami w genach kodujacych biat-
ka biorgce udziat w rekombinacji V(D)J zidentyfikowano
zesp6t chorobowy znany pod nazwg ciezkiego ztozonego
niedoboru immunologicznego, SCID. Charakteryzuje sie on
podatnoscig na nawracajace zakazenia o podtozu bakteryj-
nym oraz wirusowym i osobniczym zahamowaniem wzro-
stu. Nieprawidtowa rekombinacja V(D)J, charakterystyczna
dla okoto 30% przypadkéw SCID, moze polega¢ na zabu-
rzeniu wytwarzania DSBs przez kompleks biatkowy RAGI:
RAG2:HMGB1 lub tez ich naprawy przez biatka nalezace
do systemu NHEJ. W drugim przypadku w komdérkach
pobranych od os6b chorych zaobserwowano zwiekszona
wrazliwos$¢ na czynniki uszkadzajagce DNA w stosunku do

V RSS RSS J
Struktura
szpilki do wlosow
RAG1/RAG2/HMGB1 /
Nacinanie
R

Ku70/80
Artemis/DNA-PKcs
Cernunos/XRCC4/Ligaza IV
TdUDNTT/Exo1

Inne biatka?

RAG1/RAG2

Ku70/80
Artemis/DNA-PKcs
Cernunos/XRCC4/Ligaza IV
Inne biatka?

l taczenie l

m@

Rycina 2. Rekombinacja V(D)J RAGI i RAG2 oraz HMGB1 tworzg kompleks biatko-
wy wigzacy sie z sekwencjg sygnalng rekombinacji (RSS), zawierajaca palindromiczny
heptamer i nonamer, przedzielone sekwencja sygnatowg 12 lub 23 pz. RAG nacina DNA
obok heptameru kazdej z RSS, ktére tworzg synapse, nastepnie RAG promuje atak gru-
py OH kazdego naciecia na komplementarng ni¢, co prowadzi do wytworzenia struktury
szpilki do wioséw na koncach kodujacych segmentéw V, D i J. V — segment zmien-
ny, J — segment acznikowy. Nastepnie biatka Ku wigza sie z jednym lub obydwoma
koricami kodujacymi i promujg przytaczenie kompleksu Artemis-DNA-PKGCS co skutkuje
odtaczeniem kompleksu RAG. Dwa kofice sygnatowe moga ulec potaczeniu przez kom-
pleks Cernunnos-XLF/XRCC 4/ligaza IV bezposrednio po odtgczeniu RAG lub podlegaé
koniecznym modyfikacjom typowym dla NHEJ z udziatem transferazy deoksyterminalnej
(TdT), egzonukleazy 1(Exol), kompleksu Artemis-DNA-PKCSoraz polimeraz zaleznych
od matrycy (p i X).
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komérek prawidtowych (RS-SCID). Do tej pory zidentyfiko-
wano kilkanascie mutacji warunkujacych wystapienie SCID
w genach kodujacych biatka biorgce udziat w pierwszej
fazie rekombinacji V(D) RAGI, RAG2 [19] oraz biatkach
drugiej fazy: Ku [20], Artemis [21], ligazy DNA 1V oraz Cer-
nunnos-XLF [22].

Ku

Ku, heterodimer dwdch biatek o masie 70 kDa (Ku70)
i 83 kDa (Ku80 lub Ku86), wchodzi w sktad holoenzymu
kinazy biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PK). Kompleks
biatek Ku zostat zidentyfikowany po raz pierwszy jako au-
toantygen rozpoznawany przez przeciwciata u pacjentéw z
syndromem seleroderma-polymyositis [23], Przeciwciata skie-
rowane przeciw Ku zostaty réwniez wykryte u pacjentow
cierpigcych z powodu réznych chorob autoimmunologicz-
nych. Tworzenie heterodimeru Ku odgrywa kluczowg role
w regulacji fizjologicznej funkcji tego kompleksu in vivo,
jest konieczne dla naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA,
a takze petni zasadniczg funkcje w aktywacji DNA-PK [24],
Poprzez udziat w NHEJ, biatko Ku moze odgrywaé role w
wielu procesach komdrkowych zwigzanych z przekazywa-
niem informacji genetycznej, transformacjag nowotworowg
oraz regulacjg cyklu komoérkowego. Ku wykazuje réwniez
aktywno$¢ ATPazy i helikazy zaleznej od DNA [25].

Ku wigze sie z zakonczeniami DNA, niezaleznie od se-
kwencji. Przytgczenie Ku jest rowniez niezalezne od struk-
tury DNA, moze wigza¢ si¢ zar6wno z tepymi korncami,
jak ijednoniciowymi o polaryzacji zaréwno 3', jak i 5'. Po
przytaczeniu do koncow DNA, Ku moze przemieszczaé
sie wzdtuz DNA w sposo6b niezalezny od ATP, przypomi-
najac przesuwanie sie koralikdw na sznurku. Krystaliczna
struktura Ku, przytagczonego do dwuniciowego DNA, po-
twierdza brak specyficznej domeny wigzania z DNA. Ku70 i
Ku80 formujg asymetryczng strukture przypominajacg pier-
$cien z duzym centralnie potozonym otworem, przez ktéry
jest przesuwany DNA [26] (Ryc. 3). Heterodimer Ku tgczy
sie z DNA, jednakze obszar wigzania nie obejmuje samego
zakonczenia czasteczki DNA, czynigc ja w ten sposdb do-
stepng dla innych biatek NHEJ.

Ku70 i Ku80 wykazujg podobienstwo strukturalne, choé¢
ich sekwencja aminokwasowa jest zgodna tylko w 14%. W
kazdej podjednostce mozna wyro6zni¢ trzy domeny: N-kon-
cowag a/lk, region centralny o strukturze harmonijki B i heli-
kalng domene C-koncowg. Zaréwno domena karboksylowa,
jak i aminowa oddziatujg in vitro z innymi biatkami, formu-
jac kompleks napraw DNA. W czeSci aminowej znajduje sie
domena von Willebranda (vWA), obecna zar6wno w Ku70
(aa 37-260), jak i Ku80 (aa 9-235). Domena ta bierze udziat
w oddziatywaniu z biatkami i w wigzaniu sie biatek Ku ze
soba. Region centralny taczy sie niespecyficznie ze szkie-
letem fosforanowo-cukrowym DNA [25], Petla otaczajaca
dwuniciowy DNA uformowana jest gtéwnie przez dome-
ne harmonijki B i czes¢ C-koAcowg. Region centralny oraz
domena VWA wykazujg znaczny stopien homologii w obu
podjednostkach Ku, natomiast wyrazne réznice wystepuja
w ich koncach karboksylowych. Ostatnie 12 aa unikatowe-
go regionu C-koncowego Ku80 jest konieczne dla oddziaty-
wania heterodimeru Ku z DNA-PKcs. C-koncowy obszar
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Rycina 3. Struktura Ku oddziatujacego z DNA. DNA reprezentowany jest przez
kolor srebrny i biegnie prostopadle do ptaszczyzny ryciny, Ku70 - kolor bor-
dowy, Ku80 - ciemnoniebieski, helisy alfa (spirale) i harmonijki beta (strzatki)
poprzedzielane sg fragmentami o niespecyficznej strukturze. Rycina powstata
na podstawie danych z RCSB Protein Data Bank nr 1JEY z uzyciem programu
ACD/ChemSketch 11.0.

Ku80 (Ku CTD, aa 545-732,19 kDa) opr6cz stymulowania
przytgczania DNA-PKcs do miejsca uszkodzenia DNA,
oddziatuje z biatkiem Wernera. W unikatowym C-koncu
Ku70 znajduje sie motyw SAP, odgrywajacy role w utrzy-
maniu struktury chromosomow [27], Delecja C-koncowego
fragmentu Ku nie zaktoca heterodimeryzacji podjednostek
Ku ani ich wigzania z DNA [28]. W domenach C-konico-
wych obydwu biatek Ku znajduja sie sekwencje lokalizacji
jadrowej NLS, jednak transport Ku70 i Ku80 do jagdra moze
odbywac¢ sie niezaleznie, przy uzyciu wiasnych NLS [29].

Komoérki pozbawione biatek Ku wykazujg cechy charak-
terystyczne dla komdérek bez DNA-PKcs, w tym wrazliwo$¢
na promieniowanie, defekty w naprawie peknie¢ dwunicio-
wych DNA i niedobory odpornosci. Dodatkowo, komorki
myszy pozbawione Ku charakteryzujg sie przedwczesnym
starzeniem [30]. Jednak nie wszystkie komorki z inaktywacja
Ku wykazujg defekty w naprawie NHEJ. Aktywne tgczenie
koncow DNA obserwuje sie w ekstraktach pozbawionych
biatek Ku z komorek Hela, a takze w ekstraktach z kom6-
rek M059J, ktore nie maja zaréwno biatek Ku, jak i DNA-
PKcs. Wyniki te sugeruja istnienie alternatywnego szlaku
NHEJ, niezaleznego od Ku i DNA-PKcs. Mimo ze mutacje w
ktorym$ z podstawowych sktadnikdw klasycznego szlaku
obnizajg procesywno$¢ NHEJ, komorki ostatecznie usuwaja
wiekszo$¢ DSBs w szlaku alternatywnym (B-NHEJ) do szla-
ku klasycznego (D-NHEJ) [4], Dane uzyskane zn vitro po-
twierdzajg dziatanie alternatywnych szlakoéw i wigzg biatko
Ku z doktadnos$ciag procesu naprawy iwytaczeniem szlaku z
wykorzystaniem mikrohomologii [31]. Réwniez wyniki ba-
dan na linii komorek ptakow DT40 pozbawionych ligazy IV
i Ku70 sugerujg istnienie alternatywnego szlaku NHEJ. Co
wiecej, istnieje wyrazne podobienstwo miedzy taczeniem
koncow z mikrohomologia a szlakiem B-NHEJ [32], W do-
datku rekombinacja V(D)J, pomimo wyraznej zaleznosci od
DNA-PKGi kompleksu ligaza IV/XRCC4, moze réwniez
wykorzystywac alternatywny, niezalezny od DNA-PK~*
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szlak, wykorzystujacy mikrohomologie przy formowaniu
niestandardowych produktéw rekombinacji V(D)J [31]. Do-
danie biatek Ku do ekstraktu jadrowego z komdérek pozba-
wionych Ku wytgcza B-NHEJ i kieruje naprawe na szybszy
szlak D-NHEJ przez efektywne przytgczanie sie do koricow
DNA. Przetgczanie na szlak D-NHEJ obserwuje sie rowniez
po dodaniu do ekstraktu DNA-PK(S[33].

DNA-PKG

Podjednostka katalityczna kinazy biatkowej zaleznej od
DNA, DNA-PKGCS (4129 aa, 469 kDa) nalezy do rodziny Ki-
naz biatkowych spokrewnionych z kinazami fosfatydylo-
3-inzytolu (PIKKSs). Rodzina PIKKSs, jako podrodzina eu-
kariotycznych kinaz biatkowych, obejmuje rowniez biatka
ATM, ATR i mTOR. Podobieristwo miedzy tymi biatkami
dotyczy takze obecnosci domen FAT i FATC, flankujgcych
domene katalityczng i prawdopodobnie biorgcych udziat w
jej stabilizacji. W karboksylowym koricu DNA-PKcs znaj-
duje sie rowniez obszar oddziatujagcy z Ku (aa 3002-3850).
DNA-PKcs zaliczana jest do kinaz serynowo-treoninowych
i aby mogta fosforylowaé pozostate biatka biorgce udziat
w naprawie NHEJ, musi doj$¢ do aktywacji jej aktywnosci
kinazowej poprzez autofosforylacje. Do miejsc autofosfory-
lacji DNA-PKcs nalezg reszty treoniny w pozycjach 26009,
2620, 2638, 2647 i reszta seryny w pozycji 2612. Natomiast
duza, bogata w leucyny helikalna domena aminowa DNA-
PKtsma szereg miejsc oddziatywania z biatkami innymi niz
Ku [34].

Jak juz wspominano, Ku taczy sie z DNA, zostawiajac
jego konce dostepne dla innych biatek. DNA-PKCSwykorzy-
stuje te dostepnos$c i tagczy sie z DNA, przemieszczajac Ku
na jeszcze wiekszg odlegto$¢ od koncow (Ryc. 4). Po przyta-
czeniu DNA-PKcs do koricow DNA iutworzeniu komplek-
su z Ku nastepuje jego fosforylacja, ktora jednak nie jest ko-
nieczna dla prawidtowego dziatania szlaku NHEJ [35], Poza
podstawowa funkcja, jaka jest stymulowanie przytagczenia
do DNA biatek NHEJ, DNA-PKG moze utatwiaé¢ zblizenie
uszkodzonych koncoéw. Po przytgczeniu sie do nich, moze
tworzy¢é kompleks synaptyczny ztozony z dwoch czaste-
czek DNA-PKcs. Taki kompleks, jak most taczacy dwa brze-
gi rzeki, utatwia potgczenie koncow.

ZASADNICZA ROLA BIALKA CERNUNNOS-XLF

W 2003 roku stwierdzono zaburzenia naprawy DSBs i
rekombinacji V(D)J w komdrkach otrzymanych od dziecka
z zaburzeniami funkcjonowania uktadu odpornosciowego
[36], Zaburzenia te nie zostaly zniesione przez transformo-
wanie tych komorek ktéorymkolwiek z genéw kodujacych
znane czynniki NHEJ. Sugerowato to, ze by¢ moze istnieje
jeszcze jedno, woéwczas niezidentyfikowane, biatko NHEJ,
0 zasadniczym znaczeniu dla tego szlaku naprawy DNA.
Rozpoczeto ,,polowanie"”, ktore zakonczyto sie zidentyfiko-
waniem owego biatka niezaleznie przez dwa zespoty w 2006
roku. Jeden z nich nadat mu nazwe Cernunnos, od enigma-
tycznego celtyckiego boga polowan, krainy cieni i ptodnosci
[37], podczas gdy drugi poprzestat na nazwie opisowej XLF,
od XRCC4-like factor [38], Inng stosowang nazwg dla tego
biatka jest potgczenie tych dwoch nazw — Cernunnos-XLF,
a jeszcze inng —NHEJL.
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Strategie zastosowane przez obydwa zespoty dla identy-
fikacji nowego biatka NHEJ, byty rézne. Jeden z zespotow
[37] zidentyfikowat grupe pacjentéw o fenotypie sugeruja-
cym defekty NHEJ: zaburzeniami odpornosci z niska liczbg
limfocytow B i T oraz dojrzatymi komérkami NK, ktore nie
podlegajg rekombinacji V(D)J. Dodatkowo, wydzielona zo-
stata podgrupa z zaburzeniami rozwoju typowymi dla in-
nych syndromoéw zwigzanych z defektami naprawy DNA,
w tym z upoS$ledzeniem wzrostu, mikroencefalopatig i
op6znieniem rozwoju umystowego, wynikajagcymi prawdo-
podobnie z ogdlnego braku zdolnosci do naprawy sponta-
nicznych uszkodzen DNA w catym organizmie. W komor-
kach izolowanych z tej matej grupy pacjentow stwierdzono
podwyzszong wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace,
defekty naprawy DSBs i zaburzong rekombinacje V(D)J. Po
wykluczeniu szesciu znanych czynnikéw NHEJ, jako przy-
czyny obserwowanych efektéw, przystagpiono do klono-
wania poszukiwanego genu przez komplementacje cDNA
genow wrazliwosci komérkowej na czynniki indukujgce
DSBs. Jeden z cDNA komplementacji zawierat sekwencje
kodujgce nowego genu, Cernunnos, zawierajgcego nieznane
dotychczas motywy. Mutacje tego genu stwierdzono potem
u kazdego pacjenta z wyselekcjonowanej wczesniej grupy.

Druga grupa podjeta zupeinie inng strategie identyfikacji
nieznanego skiadnika NHEJ. Rozpoczeto od przegladania
biatek oddziatujagcych z XRCC4 poprzez zastosowanie dwu-
hybrydowego systemu drozdzowego. Jeden z otrzymanych
klonéw zawierat, nieznang dotychczas, otwartg ramke od-
czytu, kodujacg biatko 33 kDa. Pomimo ze standardowa
analiza sekwencji nie wykazata ewolucyjnie zachowanych
domen homologicznych do istniejagcych w poznanych do-
tychczas genach naprawy DNA, wyniki gtebszej analizy
sugerowaty podobienstwo strukturalne do XRCC4, co sta-
nowito motywacje do nazwania odkrytego biatka XLF. Od-
dziatywanie Cernunnos-XLF z XRCC4 i ligazg IV zostato
potwierdzone zaréwno in vitro, jak i in vivo.

Komorki z defektami DNA-PKCSlub Artemis wykazujg
mniejszg wrazliwo$¢ na promieniowanie i zaburzenia w

Ku bez DNA-PKcs DNA-PKcs i Ku

~] Ku70
DNA-PKcs
] Ku80
Ku70 [
Ku80 KUBO|:

Rycina 4. Ku taczy sie z DNA, pozostawiajac jego konce dostepne dla innych
biatek (po lewej), wigzanie DNA-PKCSpowoduje przemieszczenie sie Ku (po pra-
wej).
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<4—— XRCC4

<4—— DNA

<+“— Lig IV

Rycina 5. Reprezentacja wstagzkowa struktury krystalicznej homodimeru biat-
ka Cernunnos-XLF, fragment N-koficowy oznaczony jest kolorem niebieskim,
C-koncowy — czerwonym, spirala obrazuje a helise. Miejsca oddziatywania z
biatkami XRCC4, Ligaza IV oraz DNA zaznaczono strzatkami. Rycina powstata
na podstawie danych z RCSB Protein Data Bank nr 2QM4 z uzyciem programu
ACD/ChemSketch 11 i na podstawie [39],

naprawie DSBs niz komérki z dysfunkcjami Ku70, Ku80,
XRCC4 i ligazy IV. DNA-PKrs i Artemis wypetniajg funk-
cje w czesci cyklu NHEJ, natomiast pozostate czynniki biorg
udziat we wszystkich jego fazach [37], Bezposrednie od-
dziatywanie Cernunnos-XLF z kompleksem XRCCA4-ligaza
IV oraz podobny poziom wrazliwos$ci na promieniowanie
jonizujace i podobny stopien zaburzen naprawy DSBs w
komérkach pozbawionych Cernunnos-XLF lub XRCC4 i
ligazy 1V, sugeruje, ze Cernunnos-XLF moze bra¢ udziat
we wszystkich etapach NHEJ. Niestety, dzi$ jest to jedynie
przypuszczenie czekajgce na weryfikacje. Cernunnos-XLF
uczestniczy takze w rekombinacji V(D)J, co potwierdza
uniwersalno$¢ tego biatka w NHEJ [37], Zasadnicza rola
Cernunnos-XLF w NHEJ zostata pokazana w doswiadcze-
niach, w ktérych stwierdzono, ze wytgczenie poprzez ukie-
runkowang mutageneze tego biatka u myszy, przyniosto
zaburzenia w naprawie DSBs i niestabilno$¢ genomowa,
co sugeruje, ze Cernunnos-XLF moze naleze¢ do grupy bia-
tek okreslanych jako ,straznicy genomu" [40]. Interesujace
wydaje sie, ze oczyszczone, zmutowane bhiatko Cernunnos-
XLF otrzymane od pacjenta z defektami NHEJ i SCID, miato
zdolnos$¢ do stymulacji kompleksu XRCC4-ligaza IV lecz nie
miato zdolnosci migracji do jadra komdrkowego, co mogto
by¢ podstawa zaburzenia NHEJ u tego pacjenta [41].

W formie krystalicznej Cernunnos-XLF ma wyrazng N-
koncowg ,,gtéwke" globularna i C-koncowa czesé alfaheli-
kalng (Ryc. 5). Obydwa konce mogg oddziatywac ze soba.
Jak juz wspominano, Cernunnos-XLF wykazuje silne po-
dobienstwo strukturalne do XRCC4. Jest to biatko zawie-
rajagce N-koricowa domene ,,gtowy", a pozostata jego czes¢
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przybiera strukture skreconego solenoidu. Podobienstwo
pomiedzy Cernunnos-XLF i XRCC4 nie obejmuje podobien-
stwa w sekwencji aminokwas6éw, szczegblnie w obszarze
XRCC4 oddziatujacym z ligazg IV. Schematyczng budowe
biatek Cernunnos-XLF, XRCC4 oraz Ligazy IV przedstawio-
no na rycinie 6.

KOMPLEKS CERNUNNOS-XLF/XRCC 4/LIGAZA IV

Ligacja nici DNA jest krytycznym etapem NHEJ, prze-
prowadzanym przez ligaze DNA 1V, ktora przez dtugi czas
byta ,flagowym biatkiem" tego szlaku naprawy DNA, to
jest biatkiem, ktére wystepowato we wszystkich jego od-
mianach. Ligaza IV tworzy kompleks z biatkiem XRCC4, co
zwieksza jej stabilno$é w komarce i stymuluje etap adenyla-
cji procesu ligacji [42], Przy izolacji natywnego kompleksu
z komorek cztowieka, wykazujgcego aktywnos¢ ligazy 1V,
otrzymuje sie kompleks o masie czgsteczkowej 160-180 kDa
[43]. Kompleks ten moze sie sktadac z jednej czasteczki liga-
zy 1V (105 kDa), jednej czgsteczki biatka Cernunnos-XLF (33
kDa), jednej XRCC4 (42 kDa) lub z dwoch czasteczek Cer-
nunnos-XLF, lub z dwéch XRCC4. Obserwowano silniejsze
wigzanie ligazy IV z XRCC4 niz z Cernunnos-XLF [41]. Nie
wiadomo czy biatka Cernunnos-XLF moga sie wiaza¢ z sobg
w nieobecnosci ligazy IV. Podjednostka katalityczng ligazy
IV jest Lig4, zawierajgca domene ligazy zalezng od ATP,
sktadajgca sie z subdomen: wigzacej DNA (DBD, ang. DNA-
binding domain), adenylacji (AdD, ang. Adénylation domain)
i wigzania oligonukleotydéw (OBD, ang. Oligonucleotide-
binding domain) oraz tandemowej pary domeny C-konhcowej
BRCT biorgcej udziat w wigzaniu XRCC4 [44],

Wedtug obecnego stanu wiedzy ,,egzekutorem" reakcji
ligacji jest kompleks XRCC4/ligaza IV stymulowany przez
Cernunnos-XLF, lecz nie wiadomo czy w czasie stymulacji
dochodzi do roztgczenia ligazy IV i XRCC4 [38], Cernun-
nos-XLF moze stymulowaé potaczenie zaréwno koncowych
fragmentow DNA z obszarami mikrohomologii, jak i bez
nich [45,46] Cze$¢ fragmentow kohAcowych nie zawieraja-

Ligaza IV

domena katalityczna BRCT BRCT

N

region
oddziatywania
z XRCC4

Cemunnos/XLF

domena globulama domena sofenoidalna

NFT TT TV JL1lc

region region NLS
oddzialywania oddziatywania P, .
z XRCC4 zligazg idomena miejsce fosforylacji przez DNA-PK iATM

tetrameryzacji

domena globulama domena sotenoidalna

region region
oddzialywania oddziatywania
z DNA z ligazg i domena

tetrameryzagi

Rycina 6. Domeny biatek Cernunnos-XLF, XRCC4 i ligazy DNA IV. BRCT - do-
mena powtérzen C-koicowych BRCALl. NLS - domena sygnatowa lokalizacji
jadrowej.
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cych mikrohomologii moze by¢ taczona jedynie w obecno-
$ci biatka Ku [47]. Gdy obszar mikrohomologii obejmuje 1
nt, Ku nie jest potrzebne, lecz wcigz wywiera stymulujgce
dziatanie, ale gdy obszar mikrohomologii obejmuje 4 nt,
obecno$¢ Ku nie ma znaczenia dla efektywnosci reakcji li-

gacji [47],

ALTERNATYWNE SZLAKI NHEJ

Kompleks Ku moze braé¢ udziat we wszystkich etapach
NHEJ, gdyz utrzymywanie w bliskosci koncéw, ktére maja
by¢ taczone, wydaje sie niezbedne dla efektywnego prze-
prowadzenia reakcji NHEJ. Jednakze, jak wspominano, w
procesie ligacji przy wystepowaniu mikrohomologii obej-
mujacej obszar 4 nt, Ku moze by¢ zbedne. Co wiecej, in vi-
tro DNA~PKC moze taczy¢ sie z koncami DNA wowczas,
gdy brak Ku [48]. Efektywnos$¢ wigzania przy braku Ku jest
znacznie nizsza niz przy jego obecnosci. Mozna zatem przy-
puszczac, ze jezeli jeden z zasadniczych sktadnikéw NHEJ
nie wystepuje, to moze to nie by¢ przeszkoda dla przepro-
wadzenia reakcji naprawczej przez pozostate sktadniki. Na
przyktad u myszy, u ktorych brak byto kompleksu XRCC4/
ligaza 1V/Cernunnos-XLF stwierdzano wyzszg czestos$c
wykorzystania mikrohomologii o szerszym zakresie niz u
myszy bez tego defektu [49]. Moze to by¢ spowodowane
tym, ze mniej efektywna reakcja NHEJ obejmuje trawienie
dtuzszych fragmentéw koricowych tgczonych czgsteczek
DNA, co stwarza wieksze szanse na znalezienie stosunko-
wo obszernej mikrohomologii. Szlak taki okre$la sie jako
NHEJ niezalezny od ligazy IV, tgczenie koAcow™ w oparciu
0 mikrohomologie (MMEJ od microhomology-mediated end jo-
ining lub phomNHEJ), alternatywny NHEJ (Alt-NHEJ lub
A-NHEJ) lub zapasowy NHEJ (B-NHEJ od backup NHEJ).
Ligacja w takim szlaku moze by¢ prowadzona przez ligaze
DNA Ilub 111 [50],

W poszukiwaniu mechanizmdw alternatywnych szlakéw
NHEJ badano komorki z mutacjami w genach kodujgcych
Ku80, DNA-PKCS i XRCC4 [51]. U mutantéw tych obser-
wowano znaczny spadek aktywnosci i doktadnosci NHEJ,
jednak reakcja naprawy nie zostata zniesiona catkowicie.
Swiadczy to o tym, ze NHEJ w kazdym z mutantéw prze-
biegata wedtug alternatywnego szlaku, innego w kazdym
mutancie. Najsilniejsze hamowanie reakcji obserwowano w
przypadku braku biatka Ku80 i XRCC4, natomiast hamowa-
nie w mutantach DNA-PKGpowodowato spadek aktywno-
$ci do potowy réznicy pomiedzy komérkami z aktywnoscig
obserwowang w komdrkach dzikiego typu a mutantami
Ku80 i XRCC4. Majgc na uwadze mechanizm klasycznego
szlaku NHEJ, mozna zadac pytanie, jak sg realizowane szla-
ki alternatywne, skoro zaréwno Ku, jak i DNA-PKGS oraz
XRCC4 odgrywajg zasadniczg role w klasycznym NHEJ.
Rola kompleksu Ku polega na zblizeniu do siebie i utrzy-
maniu w bliskosci koncéw uszkodzonego DNA tak, aby
stworzy¢ warunki dla przeprowadzenia reakcji ligacji wy-
magajacej odpowiedniego pozycjonowania tych koncow. W
komérkach cztowieka DNA ma organizacje nukleosomalng
1po indukcji DSB wolne konce powstatych wskutek niego
fragmentéw sa utrzymywane blisko siebie. Sytuacja oczy-
wiscie zmienia sig¢, gdy indukcji DSB towarzysza obszerne
delecje, sprawiajace, ze konce pofragmentowanego DNA
moga sie znalez¢ po przeciwnych stronach oktameru histo-
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nowego. Jest to problem, ktéry nawet w klasycznej NHEJ
nie jest do konca wyjasniony. DNA-PKtsnie jest niezbedna
w NHEJ, a brak XRCC4 wytgczajacy takze dziatanie ligazy
IV, moze by¢ wypetniony przez ligaze Ill lub I. W komor-
kach przewlektej biataczki szpikowej odkryto nowy me-
chanizm naprawy uszkodzen DNA indukowanych przez
reaktywne formy tlenu wytwarzane przez onkogenng kina-
ze tyrozynowg BCR/ABL. Uszkodzenia te zawieraty takze
DSBs, ktore byty naprawiane przez NHEJ przy udziale biat-
ka Wernera, WRN i ligazy DNA 1l [52], Mozna rozwazac
jeszcze jeden szlak NHEJ, ktéry jest niemal tak precyzyjny,
jak HRR i zalezy od ekspresji genu podatnosci na raka piersi
BRCA1 [53], Dalsze informacje na ten temat znajduja sie w
nastepnym rozdziale.

INNE BIALKA NHEJ

KINAZA POLINUKLEOTYDOWA, HPNK

W efekcie dziatania czynnikéw uszkadzajagcych DNA lub
jako produkty pos$rednie jego naprawy moga powstawac
pekniecia nici, a zakofnczenia fragmentow w obrebie peknie-
cia ulegajg modyfikacjom chemicznym, ktére muszg zostaé
przeksztatcone przed tgczeniem. Wszystkie zakonczenia od
strony 3' muszg zosta¢ przeksztatcone do grup hydroksy-
lowych, a zakonczenia od strony 5 — do grup fosforano-
wych, azeby mozliwe byto dziatanie polimeraz i ligaz DNA,
konieczne dla resyntezy DNA ijego potgczenia. Kinaza po-
linukleotydowa cztowieka (hPNK) jest dwufunkcyjnym en-
zymem o aktywno$ci 5'-kinazy i 3'-fosfatazy. hPNK moze
sie wigza¢ z XRCC4, co sugeruje udziat w NHEJ. Udziat ten
potwierdzono doswiadczalnie, wskazujgc jednoczesnie, ze
hPNK uczestniczy w szlaku NHEJ zaleznym od DNA-PKJ[S
i nie bierze udziatu ani w HRR ani w naprawie przez wyci-
nanie nukleotydow [54],

BRCA1

BRCAL jest biatkiem dziedzicznej podatnosci na raka
piersi i charakter ekspresji jego genu jestjednym z wyznacz-
nikow ryzyka takiego raka [55]. Biatko to bierze takze udziat
w naprawie uszkodzen DNA, gdyz w komérkach ze zmu-
towanym genem BRCAL1 oraz w transgenicznych myszach
z takimi mutacjami obserwowano zwiekszong wrazliwos$é
na promieniowanie jonizujagce [56], Najlepiej jest poznana
rola BRCA1 w HRR, w ktdrej wspétdziata ono z BRCA2 —
biatkiem, ktore nie bierze udziatu w NHEJ. BRCA1l moze
oddziatywaé zaréwno in vitro, jak i in vivo z kompleksem
MRN, ktéry moze uczestniczyé, przynajmniej u niektorych
gatunkéw, zaréwno w HRR, jak i NHEJ. In vitro BRCAl
moze hamowac aktywnos$¢ nukleazy MRE11, a po ekspozy-
cji na promieniowanie jonizujgce BRCAL jest wymagane dla
fosforylacji NBS1, ktora jest zalezna od kinazy ATM [57],
Oddziatywania te znacznie podnoszg doktadno$¢ NHEJ,
ktéra staje sie porownywalna z HRR. Mozna zatem przy-
puszczaé, ze BRCA1 moze bra¢ udziat w alternatywnym
szlaku NHEJ, ktory charakteryzuje sie wysoka doktadno-
$cig. W kontroli NHEJ BRCA1 moze wspotdziata¢ z kinaza
Chk2 [58],

WRN

Zespot Wernera (WS) jest rzadkim schorzeniem autoso-
malnym, charakteryzujgcym sie przedwczesnym pojawie-
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niem sie choréb charakterystycznych dla wieku starszego.
Gen WS koduje biatko WRN, nalezace do rodziny helikaz
RecQ i wykazujace aktywnos$¢ helikazy i egzonukleazy.
WRN moze oddziatywaé z kompleksem Ku70/Ku80, ktéry
stymuluje jego aktywnos$¢ egzonukleolityczng [59], WRN
moze regulowaé relacje pomiedzy HRR i NHEJ, blokujac
NHEJ i aktywujac HRR wtedy, gdy dziatanie NHEJ mo-
gtoby by¢é $miertelne dla komérki, tak jak naprawa DSBs
podczas replikacji. Ponadto, WRN, o czym juz wspomina-
no, moze tworzy¢ kompleks z ligaza DNA llia i uczestni-
czy¢ w naprawie DSBs. Stwierdzono takze, ze WRN moze
powodowa¢ odtgczanie DNA-PKGCS od koncéw DNA, co
sugeruje niemoznos$¢ tworzenia kompleksu trojsktadniko-
wego WRN/Ku70/80/ DNA-PK”*, aczkolwiek w roztwo-
rze WRN moze tworzy¢ kompleks zaréwno z Ku70, jak i
DNA-PKes [60],

53BP1

53BP1 jest biatkiem wigzacym biatko supresorowe trans-
formacji nowotworowej, p53, poprzez C-koncowa domene
zawierajaca, podobnie jak w biatku BRCAL, powtdrzenia
BRCT. Wyniki szeregu badan sugeruja, ze biatko to moze
bra¢ udziat w naprawie DNA poprzez oddziatywanie z
MDC1 i H2AX [61]. Te sugestie potwierdzajg wyniki badan,
z ktérych wynika, ze 53BP1 petni funkcje supresora nowo-
tworéw, podobnie jak Ku. W badaniach tych stwierdzono
rowniez, ze 53BP1 wykazuje fenotypowe podobienstwo do
Ku70 i bierze udziat w NHEJ. Jaka jest wobec tego rola tego
biatka w NHEJ? Wydaje sie, ze 53BP1 pomaga utozy¢ tgczo-
ne konice DNA w poblizu siebie, umozliwiajac tym samym
ich potaczenie. Hipoteze te potwierdzaja wyniki badan
pokazujacych, ze 53BP1 wigze sie¢ w biatkami histonowy-
mi w odpowiedzi na dwuniciowe peknigecia DNA [62] oraz
przyczynia sie do zachowania stabilnosci genomowej pod-
czas procesu rekombinacji V(D)J [63], Sugeruje sie rowniez,
ze 53BP1 moze wspotdziata¢ z biatkiem Artemis w szlaku
NHEJ zaleznym od ATM przy naprawie ztozonych DSBs,
takich jak wywotywane przez promieniowanie korpusku-
larne, ktére na ogo6t nie moga zosta¢ naprawione przez kla-
syczng NHEJ. Poniewaz Artemis moze wigza¢ 53BP1 z po-
rownywalng efektywnoscig jak DNA-PKGC to 53BP1 moze
utatwia¢ wigzanie kompleksu Artemis/DNA-PKG z kon-
cami DNA. Mozliwe jest takze uczestnictwo 53BP1 w p6z-
niejszych etapach NHEJ poprzez stymulowanie aktywnosci
ligazy kompleksu XRCC4/ligaza IV [64].

MDC1

Telomery sg strukturami znajdujacymi sie na koricach
liniowych chromosomoéw eukariotycznych, ktore, miedzy
innymi, sygnalizujg ich naturalne pochodzenie, chronigc je
przed potgczeniem przez systemy naprawy DNA, ktore w
przypadku braku struktur telomerowych rozpoznawatyby
je jako DSBs. Biatko MDC1 (mediator uszkodzen DNA w
punkcie kontrolnym 1) jest waznym biatkiem regulujgcym
reakcje komaérki na uszkodzenia DNA u ssakéw [65], MDC1
moze oddziatywac z kompleksem MRN, promujac jego sta-
bilne wigzanie z DNA w miejscu uszkodzenia, podwyzsza-
jac efektywnos$é dziatania kinazy ATM i promujac tworze-
nie skupisk (foci) czynnikéw reakcji na uszkodzenia DNA.
Gdy konce chromosoméw utracg swoja naturalna ochrone,
poprzez, na przyktad, zahamowanie funkcji biatek telome-
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rowych, staja sie substratem dla systemow naprawy DNA.
DCML1 kieruje takg naprawg na drodze NHEJ. Mechanizm
lezacy u podstaw tego efektu nie jest w petni znany, wiado-
mo, ze jego efektywno$¢é spada okoto 100 razy przy braku
ligazy DNA IV i okoto 10 razy przy braku Ku70 i obejmuje,
miedzy innymi, oddziatywanie z biatkiem 53BP1 i ufosfo-
rylowanymi postaciami histonu H2AX (g-H2AX) i biatka
ATM [66], MDC1 moze mie¢ takze decydujgce znaczenie
dla naprawy poprzez NHEJ DSBs powstatych podczas re-
plikacji [67],

PODSUMOWANIE

Dla zrozumienia mechanizmoéw regulacji i dziatania
NHEJ konieczne jest poznanie mechanizmoéw oddziatywa-
nia pomiedzy kluczowymi biatkami tego systemu. W kla-
sycznym modelu NHEJ przeksztatcanie koficéw poprzedza
faze ich potgczenia przez kompleks ligaza IV/XRCC4. Obec-
nie uwaza sie, ze co najmniej dla pewnego podzbioru DSBs,
w szczegdlnosci obejmujgcego fragmenty DNA o lepkich
koncach, ligaza IV/XRCC4 wraz z Ku mogg dopasowaé do
siebie korice DNA. Taki mechanizm pozwala na potgczenie
fragmentéw jednej nici i pozostawienie luki w drugiej, ktéra
moze zosta¢ wypetniona przez polimeraze. Poznanie funk-
cjonowania iregulacji tego mechanizmu wydaje sie by¢ jed-
nym z kluczowych dla zrozumienia ogdlnego mechanizmu
NHEJ.

Ciggle otwarta pozostaje kwestia zrozumienia wyboru
szlakdw naprawy DSBs pomiedzy NHEJ i HRR. Wydaje sie,
ze najwazniejszymi aspektami takiej regulacji sg ekspresja
genow biatek naprawczych i fosforylacja tych biatek, mo-
dyfikacje chromatyny wptywajace na dostepnos¢ tych bia-
tek do substratu DNA oraz dostepno$¢ matrycy dla HRR.
Podczas gdy wiele biatek moze funkcjonowac wytgcznie w
NHEJ albo HRR, szereg biatek bierze udziat w obydwu tych
szlakach naprawy DNA. Wydaje sie, ze szczeg6lna role od-
grywa tu DNA-PK”*, ktora wypetnia kluczowe funkcje w
NHEJ u ssakéw, ale moze takze wptywac¢ na HRR poprzez
ztozony szlak regulacji, zawierajgcy oddziatywanie z biat-
kiem ATM iregulacje co najmniej 12 biatek HRR, fosforylo-
wanych przez DNA-PKGIlub/i ATM.

Badania nad mechanizmami NHEJ powinny by¢ kon-
tynuowane ze wzgledu na duze znaczenie tego systemu
naprawy DNA w procesach starzenia, transformacji nowo-
tworowej, reakcjach immunologicznych oraz podstawo-
wym metabolizmie.
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Non-homologous DNA end joining —new proteins,

new functions, new mechanisms
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ABSTRACT

Humans use primarily nonhomologous end joining (NHEJ) to repair DNA double strand breaks (DSBs), which are the most serious DNA
damage, resulting in cell death if non-repaired or missrepaired. NHEJ directly joins together DNA ends resulted from DSBs. This pathway
plays a key role in the development of vertebrate immune system through its involvement in the V(D)J recombination. Classical NHEJ in
vertebrates involves a heterodimer of Ku proteins, the catalytic subunits of DNA-dependent protein kinase (DNA-PKCS), Artemis, Cernun-
nos-XLF and XRCC4/Hgase DNA 1V complex. This classical pathway may be assisted by DNA polymerases p and \. Last 2 years brought
new information on the mechanisms, proteins and functions of this DNA repair pathway. In 2006 Cernunnos-XLF was discovered, a protein
playing a key role in NHEJ. Some alternative NHEJ pathways were also identified, lacking some of the main proteins of classical NHEJ, but
involving other factors, including BRCA1L, 53BP1, hPNK, WRN or MDC1. The results obtained so far suggest that not all key components and
basic mechanisms of NHEJ have been identified. Future aspects of NHEJ research should include the determination of its role in cancer, aging,

immune system development and basic nuclear metabolism.
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STRESZCZENIE

Al-1 (ang. plasminogen activator inhibitor-1) jest biatkiem nalezacym do kaskady ak-

tywacji plazminogenu, ktéra, obok metaloproteinaz, jest gtdwnym systemem proteoli-
tycznym. Jego rolg jest zahamowanie powstawania proteazy - plazminy. PAI-1 wykazuje
réwniez powinowactwo do witronektyny oraz do kompleksu uPA/UPAR, co angazuje biatko
w migracje i adhezje komorek. Ekspresja genu PAI-1 jest regulowana przez cytokiny, hor-
mony oraz liczne czynniki wzrostowe, z ktérych najwazniejszym jest TGFp. Rejon regula-
torowy PAI-1 posiada sekwencje dla szeregu czynnikéw transkrypcyjnych, takie jak SBE,
CAGA box, HRE, ERE, miejsce wigzace czynniki NFKB, Sp-1, AP-1. Aktywacja czynnikéw
transkrypcyjnych jest Scisle regulowana zaréwno na etapie oddziatywan biatek zwigzanych
z rejonem regulatorowym, jak i poprzez wzajemne oddziatywania szlakéw sygnatowych po-
wodujacych ich aktywacje czy zahamowanie. Obecny stan wiedzy dotyczacy tych zaleznosci
opisano w zaprezentowanej pracy przegladowej.

SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU

System aktywacji plazminogenu obejmuje biatka biorgce udzial w procesie
przeksztatcenia nieaktywnego zymogenu (plazminogenu) do aktywnej plazmi-
ny. Plazmina jest wydajna proteaza, hydrolizujagcg wigzania peptydowe pomie-
dzy resztami lizyny iargininy w tancuchu polipeptydowym. Aktywacja plazmi-
ny jest regulowana poprzez aktywatory oraz inhibitory tego procesu. Tkankowy
aktywator plazminogenu (tPA) oraz urokinaza (uPA) tna proteolitycznie wig-
zanie peptydowe (Arg561-Val562) w plazminogenie, co uaktywnia proteaze.
Aktywacja plazminogenu jest rowniez regulowana przez sprzezenie zwrotne
dodatnie, gdzie zymogen pro-uPA jest aktywowany przez plazmine. W migracji
komérek wiekszg role odgrywa uPA, natomiast tPA - w fibrynolizie.

Wyodrebniono cztery inhibitory aktywacji plazminogenu (PAI): PAI-2, PAI-
3, PN-1 oraz najpowszechniej badany —PAI-1.

PAI-1 nalezy do rodziny inhibitoréw proteinaz serynowych zwanej serpina-
mi (ang. serine protease inhibitor). Jego masa czgsteczkowa wynosi okoto 54 kDa i
zalezy od glikozylacji biatka, ktéra moze zachodzi¢ na resztach asparaginowych
(Asn209 i/lub Asn265) [1], Glikoproteina nie posiada reszt cysteinowych, wiec
jest mato stabilna w roztworach, z okresem potrwania 8-10 minut. Gtéwnym
magazynem nieaktywnej formy sg alfa-granule w ptytkach krwi, skad PAI-1
jest uwalniany do osocza [2], Jest wydzielany konstytutywnie przez liczne typy
komérek tuz po syntezie [3]. PAI-1 jest inhibitorem obu uPA i tPA, gdyz jego
wigzanie peptydowe pomiedzy Arg346 - Met347 nasladuje ,,substrat" proteaz
serynowych ireaguje z resztg serynowg w aktywnym miejscu enzymoéw [4], Do-

czynnik Xla

czynnik Xlla 0(2 - makroglobulina

kalikreina &1 - antyplazmina

l l 1 degradacja macierzy
plazminogen —>  plazmina \ zewngtrzkomorkowej
I PAL1 I \ aktywacja metaloproteinaz
'—-—1
degradacja fibryn
uPA tPA 9 J yny
pro-uPA

Rycina 1. Kaskada aktywacji plazminogenu.

www.postepybiochemii.pl


mailto:ska@tlen.pl
http://www.postepybiochemii.pl

datkowo przez oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy
ujemnie natadowanymi resztami aminokwasowymi PAI-1
oraz dodatnio natadowanymi resztami uPA czy tPA, do-
chodzi do trwatego zablokowania aktywnosci proteaz. W
formie nieaktywnej wigzanie peptydowe petnigce funkcje
putapki, jest ukryte w strukturze p-kartki (ang. locked con-
formation).

System aktywacji plazminogenu jest regulowany réw-
niez przez a2-antyplazmine i a2-makroglobuling, ktére bez-
posrednio hamujg plazmine [5].

PAI-1, poprzez udziat w kaskadzie aktywacji plazmi-
nogenu, jest zaangazowany w przebudowe macierzy
zewngtrzkomdrkowej (ECM, ang. extracellular matrix). ECM
jest barierg dla odmiennych fragmentow tkanek irusztowa-
niem dla komérek. Magazynuje liczne czynniki wzrostu,
ktérych uwalnianie wptywa na wspo6iprace komérek w
tkance. ECM jest gtéwnie zbudowana z kolagendéw, gliko-
protein, proteoglikanéw oraz glikozaminoglikanow. Aby
podazac za dynamicznym charakterem komaérek, musi by¢
nieustannie przebudowywana, a system aktywacji plazmi-
nogenu bierze w tym procesie czynny udziat. Plazmina ak-
tywuje tez nieaktywne metaloproteinazy, ktore stanowig
drugi, obok kaskady aktywacji plazminogenu, gtdwny sys-
tem proteolityczny.

ADHEZJA | MIGRACJA KOMOREK

Sktadniki kaskady aktywacji plazminogenu, czyli uPA,
jej receptor (UPAR, CD87) i PAI-1 odgrywajg réwniez role w
adhezji i migracji komorek zupetnie niezaleznie od swoich
proteolitycznych (uPA) czy hamujacych (PAI-1) wtasciwo-
sci. Kompleks uPAR-uPA znajduje sie gtéwnie w kontak-
tach zogniskowanych pomiedzy komdrkami, na szczycie fi-
lopodiéw i lamellipodiéw i odgrywa role w zakotwiczeniu
komarki poprzez oddziatywanie z witronektyng. Witronek-
tyna (VN) jest sktadnikiem macierzy zewnatrzkomdrkowej
i moze wigzac sie z komorkami albo przez integryny, albo
wiasnie przez btonowy receptor uPA. Do bezposredniego
kontaktu dochodzi pomiedzy integrynami pi i (33 a uPAR,
co szczegOlnie widoczne jest w jednym z rodzajow tratw
lipidowych, kaweolach. Oddziatywanie uPAR-VN jest sil-
niejsze w obecnosci uPA zas$ ulega catkowitemu zerwaniu w
obecnos$ci PAI-1 [6], Dzieje sie tak, poniewaz PAI-1 ma wiek-
sze powinowactwo do domeny SMB (ang. somatomedin-B
domain) witronektyny niz uPAR [7], Dodatkowo, zwigzany
z witronektyng PAI-1 zastania motyw RGD (Arg-Gly-Asp)
rozpoznawany przez liczne integryny, takie jak a5pi, a5p3,
abp5, albp3 i a8pi [8]. W obecnosci PAI-1 ostabieniu ulega
oddziatywanie komérek z biatkami macierzy (z witronekty-
ng) zaréwno zalezne od integryn, jak i od uPAR.

Co wiecej, PAI-1 wigzac sie z kompleksem uPA-uPAR,
prowadzi do jego ekspozycji do wnetrza przy udziale biat-
ka LRP (ang. low-density lipoprotein (LDL) receptor-related
protein). Dochodzi do zmniejszenia gestosci receptora uPA
na powierzchni komérki. Paradoksalnie moze to zaréwno
hamowag, jak i promowaé migracje komdérek w zaleznosci
od miejsca wystepowania aktywnosci (czoto komorki lub
jej tyh). Komorki wykorzystujg zlokalizowang na btonie ak-
tywnos¢ proteolityczng uPA-uPAR do miejscowej aktywacji
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duzych ilosci plazminy, ktéra utatwia przemieszczanie sie
przez macierz zewnatrzkomaérkowa.

FUNKCJA PAI-1

Udziat PAI-1 w migracji i adhezji komdrek przektada sie
na jego uczestnictwo w licznych i podstawowych procesach
biologicznych, takich jak angiogeneza, owulacja, embrioge-
neza, gojenie ran, migracja komérek uktadu odpornoscio-
wego czy przebudowa kosci. W fizjologicznych warunkach
aktywacje plazminogenu reguluje réwnowaga pomiedzy
inhibitorami i aktywatorami. Niestety wszelkie nieprawi-
dtowosci w systemie kontroli mogg by¢ przyczyng chorob,
wsérdd ktérych wymienia sie najczesciej: schorzenia serco-
wo-naczyniowe, takie jak miazdzyca i stwardnienie tetnic
[9], zaburzenia metaboliczne, takie jak otyto$¢ oraz cukrzyca
typu 2 [3,10], astma [11], reumatoidalne zapalenie stawéw
[12], tuszczyca [13] oraz choroba nowotworowa (progresja i
przerzuty nowotworu) [14].

PAI-1 W NOWOTWORACH

PAI-1, petnigc niejednoznaczna funkcje w migracji i ad-
hezji komorek, jest intrygujagcym biatkiem z punktu widze-
nia badan nad rozprzestrzenianiem sie nowotworéw. Ko-
morki nowotworowe uzywajg zmodyfikowanego systemu
aktywacji plazminogenu do niepohamowanego wzrostu,
rozprzestrzeniania sie i tworzenia przerzutow. Aktywacja
plazminy i metaloproteinaz umozliwia usuniecie przeszkod
strukturalnych, czyli macierzy zewnatrzkomdérkowej oraz
btony podstawnej. Oprocz tego uwolnienie zwigzanych z
macierzg czynnikdw wzrostowych (TGF(3, EGF, FGF, IGF)
zacheca komérki do dalszego wzrostu oraz zmusza prawi-
dtowe, sasiednie komdrki do wspdtpracy w przebudowie
zmienionej nowotworowo tkanki, np. aktywujgc proces po-
wstania nowych naczyn krwiono$nych (angiogeneza). In-
wazja komérek nowotworowych zwiazana jest z uwolnie-
niem duzych ilosci uPA [15]. PAI-1 hamuje jej aktywnos$¢
proteolityczng i wydawatoby sie, ze powinien wptywaé
hamujgco na progresje nowotworéw. Jednak u myszy z na-
dekspresja genu PAI-1 nastepuje wzrost guzéw, efekt prze-
ciwny zaobserwowano u myszy z knock-outem genu PAI-1
[16]. Prawdopodobnie zwigzane jest to z powinowactwem
biatka PAI-1 do witronektyny oraz z zaburzeniami migracji
spowodowanymi przez zwiekszong iloscig PAI-1.

Rola PAI-1 w rozwoju nowotworu nie jest do konca zro-
zumiata, jednak faktem jest, ze jego zwiekszona ilos¢ jest
czynnikiem stabego prognozowania w wielu nowotworach
[17]. PAI-1 wzbudza zainteresowanie naukowcow juz od
wielu lat, a regulacja ekspresji genu tego biatka jest szcze-
g6lnie intensywnie badana. W kolejnym akapicie przedsta-
wiono obecny stan wiedzy dotyczacy budowy rejonu regu-
latorowego genu dla biatka PAI-1 i szlakow sygnalizacyj-
nych wptywajgcych na jego ekspresje.

SERPINE1
Gen PAI-1 (SERPINE1) cztowieka jest zlokalizowany na
dtuzszym ramieniu 7 chromosomu (g21.3-q22). Skiada sie

z 9 eksonow i 8 introndéw o tacznej wielko$ci 12,2 kpz [18].
Posiada alternatywne miejsce poliadenylacji, wiec, w wy-
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie budowy rejonu regulatorowego genu PAI-1. Zaznaczono opisane w tekécie miejsca rozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne.

niku transkrypcji, powstajag dwa alternatywne transkrypty
(2,4 kpz i 3,2 kpz). Rejon regulatorowy na koncu 5' zawiera
TATA box oraz liczne miejscarozpoznawane przez czynniki
transkrypcyjne z rodziny SMAD, czynniki z rodziny MYC,
receptory jadrowe ERa i ER(3 (ang. estrogen receptor type a i
P), AP-1 (ang. activatory protein-1), Sp-1, NF-kB, ets-1.

Dzieki mnogosci motywoéw wigzacych czynniki trans-
krypcyjne obecnych w rejonie regulatorowym genu PAI-1,
jego ekspresja jest stymulowana przez liczne cytokiny, czyn-
niki wzrostowe i hormony, m.in.: TGFp, TNFa, IL-ip, IL-6,
EGF, HGF, IGF, przez insuline, estrogeny czy estry forbolu.

AKTYWACJA PAI-1 PRZEZ CZYNNIKI WZROSTOWE

TGFB - TRANSFORMUJACY CZYNNIK WZROSTU

Gtownym aktywatorem PAI-1 jest TGFp, rownocze$nie
PAI-1 jest najsilniej aktywowanym genem w transkrypto-
mie TGFp [19]. Procesy zwigzane z migracja komérek czy
z przebudowa macierzy zewngatrzkomorkowej opisane dla
PAI-1 zalezg w duzej mierze od TGFp. W procesach patolo-
gicznych zwiekszony poziom TGFp pocigga za sobg pod-
wyzszenie poziomu PAI-1. Rejon regulatorowy genu PAI-1
zawiera trzy motywy wiazace biatka Smad (ang. SMAD bin-
ding element - SBE) oraz dwa motywy PE box. Motywy SBE
zawierajg powtarzajacg sie sekwencje AGAC (CAGA box) i
sg zlokalizowane okoto -730 pz, -580 pz i -280 pz powyzej
miejsca startu transkrypcji [20], Szlak sygnatowy prowadzg-
cy od TGFp, przez biatka Smad, do sekwencji AGAC, jest
klasyczng droga, ktérg dochodzi do aktywacji genéw regu-
lowanych przez TGFp. Aktywacja biatek Smad zachodzi po
zwigzaniu liganda (TGFp) do receptora TGFpi ijego hetero-
oligomeryzacji z TGFpRII. Ufosforylowane biatka Smad2/3
wraz z biatkiem Smad4 migrujg do jadra. Moga wtedy wig-
zac sie z CAGA box zlokalizowanym -732 do -721 pz powy-
zej miejsca startu transkrypcji [21]. Cho¢ CAGA box, roz-
poznawany przez biatka Smad, powtarza sie trzykrotnie w
rejonie regulatorowym PAI-1, to jednak wydaje sie, ze naj-
wiekszg role odgrywa ten zlokalizowany od -565 do -569 pz
powyzej miejsca startu transkrypcji. Wigze sie to z sgsiedz-
twem sekwencji zwanej PE2 box. Jak wspomniano, w rejo-
nie regulatorowym genu PAI-1 znajdujg sie dwa motywy PE
box o charakterystycznej szeScionukleotydowej sekwencji
5'-CACGTG-3\ Stanowig one platforme dla wielu czynikow
transkrypcyjnych zaréwno aktywujacych, jak i hamujgcych
transkrypcje. Gtownie przytaczaja sie do nich czynniki za-
wierajace motyw wigzacy DNA, zwany bHLHLZ (ang. ba-
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sic helix-loop-helix/leucine zipper), nalezace do rodziny MYC
(MYC, MAX, TFE3, USF-1 and USF-2). CAGA box, sasiadu-
jacy o 3 pz z sekwencjg PE2 box, umozliwia oddziatywanie
wspomnianych czynnikow transkrypcyjnych z biatkami
Smad, co moze potegowac efekt stymulacji. Takie wspot-
dziatanie zaobserwowano dla czynnika TFE3 zwigzanego z
PE2 box, ktory oddziatuje z biatkami Smad3/Smad4. Na-
stepnie caty kompleks rekrutuje koaktywatory transkrypcji
takie jak p300 i CREB (ang. cAMP Response Element-Binding
protein) [22]. | odwrotnie — oddziatywanie moze réwniez
hamowac transkrypcje poprzez rekrutacje korepresoréw,
np. mSIN oraz N-CoR. Taki mechanizm zaobserwowano
dla pary czynnikow Max i Smad3 [23].

Innym czynnikiem wigzgcym sie z motywem PE2 box jest
USF-1 (ang. upstream stimulatory factor-1). Allen i wspétaut.
[24] udawadniajg, ze witasnie USF-1 jest najwazniejszym
czynnikiem transkrypcyjnym uczestniczacym w TGFp - za-
leznej regulacji genu PAI-1. Wprowadzona mutacja do PE2
box CACGTG — CAATTG znacznie obniza poziom eks-
presji PAI-1. Ta sama grupa badawcza [25] zaproponowata
szlaki sygnalizacyjne, ktére prowadzg od TGFp do aktywa-
cji Smad i USF-1 w komdrkach VSMC (ang. vascular smooth
muscle cells). Pierwszy z nich obejmuje fosforylacje biatek
Smad przez TGFpR, modulowang przez biatka Rho/ROCK.

(aktywacja )

TFE3
USF1 p USF1

S8E  PEI box SBE PE2 box S8E

(zahamowanie)

S8E  PEL box SBE PE2 box SBE

Rycina 3. Oddziatywanie biatek Smad wiagzacych sie z sekwencjami AGAC, z
biatkami nalezacymi do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych Myc, wigzacymi
sie do sasiedniej sekwencji PE2 box, moze zaréwno aktywowa¢, jak i hamowac
ekspresje genu PAI-1.
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Funkcja Rho/ROCK w aktywacji Smad 2/3 nie jest pozna-
na, ale wydaje sie, ze biatka te moga promowac fosforylacje
przez nieznany dzi§ mechanizm badz hamowac¢ dziatanie
fosfataz, co moze przedtuza¢ wystepowanie Smad w formie
aktywnej. Drugi szlak obejmuje receptor EGF, aktywacje ki-
nazy niereceptorowej pp60 csg MEK i w rezultacie - czyn-
nika transkrypcyjnego USF-1. Role receptora EGF w tej sieci
oddziatywan udowodniono, stosujagc farmakologiczny in-
hibitor receptora (AG1478) oraz poprzez transfekcje forma
receptora bez aktywnosci kinazowej lub z mutacja punkto-
wa eliminujaca fosforylowang w trakcie aktywacji tyrozyne.
Jednak nadal nie wiadomo w jaki sposéb receptor EGF jest
aktywowany. Czy receptor TGF(3 kieruje do niego aktyw-
ng juz kinaze src, czy moze aktywuje metaloproteinazy z
rodziny MMP lub ADAM do usuwania z btony aktywnej
formy jego Uganda (EGF). Ten rozgateziony przekaz sygna-
tu umozliwia réwnoczesng aktywacje biatek Smad2/3 oraz
aktywacje USF-1, wiec pozwala na ich wzajemne oddziaty-
wanie w rejonie regulatorowym genu PAI-1 przy wykorzy-
staniu wspomnianych juz elementéw PE2 box i CAGA box.

Jak wida¢, przekaz sygnatu od TGF(3 jest znacznie bar-
dziej ztozony niz klasyczna aktywacja biatek Smad i anga-
zowac¢ moze rézne Sciezki sygnalizacyjne, krzyzujace sie na
réznych etapach. Za kolejny przyktad moze stuzyé przekaz
sygnatu od TGFp w komorkach endotelialnych [26]. Akty-
wacja receptorow TGFp prowadzi do aktywacji kaskady ki-
naz MAP. Aktywowana jest kinaza MEK, ale, co ciekawe,
niezaleznie od biatka Ras, ktore klasycznie jg fosforyluje.
Co wiecej, wprowadzenie dominujacej, hamujagcej formy
Ras nawet zwieksza ekspresje PAI-1 po stymulacji TGFp.
Rozwigzaniem tej zagadki moze by¢ zaangazowanie kinazy
TAKI oraz jej biatka efektorowego p38.

Rycina 4. Szlaki sygnatowe aktywowane przez TGFp, odgrywajace role w aktywacji eks-
presji genu PAI-1.
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Szlak kinaz MAP odgrywa réwniez role w aktywacji
genu PAI-1 w warunkach stresu oksydacyjnego. Doktadny
mechanizm nie jest znany, jednak wydaje sie, ze to TGFp
zwieksza poziom reaktywnych form tlenu. W komorkach
NIH3T3 przekaz sygnatu zachodzi poprzez kinazy JNK i
p38, ktdre nastepnie wigczajg czynniki transkrypcyjne cha-
rakterystyczne dla kaskady MAP, jak AP-1 i Sp-1 oraz, co
ciekawe, rowniez biatka Smad [27]. Oprocz klasycznej Sciez-
ki Smad i kaskady MAP, do aktywacji genu PAI-1 przez
TGFp moze dochodzi¢ rowniez poprzez kinaze biatkowg C
typu p. Efektorem w tym uktadzie moze by¢ czynnik trans-
krypcyjny Fox DI, wigzacy sie w poblizu -720 pz powyzej
miejsca startu transkrypcji [28], Szlak ten odgrywa raczej
role modulujacg i przy okazji potwierdza mnogos$¢ sposo-
bow w jakie sygnat od TGFp moze byé przekazany do rejo-
nu regulatorowego genu PAI-1.

HGF - CZYNNIK WZROSTU HEPATOCYTOW

PE box wraz z czynnikiem transkrypcyjnym USF-1 sg
zaangazowane rowniez w przekaz sygnatu od HGF w ko-
morkach linii watrobiaka HepG2. Wydaje sie, ze wieksze
znaczenie fizjologiczne ma motyw zlokalizowany w cze-
$ci proksymalnej rejonu regulatorowego (-159/-153), cho¢
oczywiscie in vitro mozliwa jest aktywacja obu sekwencji
PE box. Kaskada kinaz MAP, a konkretnie rodzina ERK /2,
bierze udziat w aktywacji ekspresji genu PAI-1; PAI-1 pro-
dukowany w watrobie, jest zrodtem PAI-1 w osoczu. W
schorzeniach sercowo-naczyniowych oraz w insulinoopor-
nosci poziom HGF jest podniesiony. Zalezno$¢ PAI-1 od
HGF moze stanowi¢ kolejne ogniwo #gczace stany patolo-
giczne zwigzane z metabolizmem glukozy ze schorzeniami
sercowo-naczyniowymi [29].

Co ciekawe, motyw PE box tak silnie zaangazowany w
przekaz sygnatu od TGFp oraz od HGF, bierze udziat row-
niez w dobowej regulacji poziomu PAI-1 w osoczu. llos¢
PAI-1 jest najwieksza w godzinach porannych. W regula-
cji tej biorg udziat oba motywy PE box, ktére mogg wigzac
heterodimer czynnikéw transkrypcyjnych BMAL1 oraz
BMAL2 [30],

EGF - CZYNNIK WZROSTU NASKORKA

Kolejnym czynnikiem wzrostowym stymulujagcym eks-
presje PAI-1 jest EGF. Réwnoczesne zwiekszenie poziomu
PAI-1 oraz receptora dla EGF jest czynnikiem stabego pro-
gnozowania w glejakach [31]. Zidentyfikowano nowy szlak
sygnatowy, w ktorym aktywacja receptora EGF powoduje
aktywacje c-Src, przeniesienie kinazy biatkowej C typu 5
oraz SphKIl do btony komoérkowej oraz prawdopodobnie
aktywacje przez fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych
c-Jun oraz ATF-2. Miejsce wigzania c-Jun/ ATF-2 jest powto-
rzone 17-krotnie i znajduje sie ~15kpz powyzej miejsca star-
tu transkrypcji. Wprawdzie eksperymenty z genami repor-
terowymi nie potwierdzajg aktywacji rejonu regulatorowe-
go, jednak, uwzgledniajac aktywnos$¢ acetylotransferazowg
ATF-2, mozna wysnu¢ hipoteze, ze regulacja ekspresji genu
PAI-1 zachodzi na poziomie epigenetycznym [32],

PAI-1 aktywowany przez cytokiny i czynniki wzrostu
nalezy do genéw wczesnej odpowiedzi komdrkowej. Jego
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Rycina 5. Mechanizm regulujacy zmiany poziomu PAI-1 na granicy faz G I/S cyklu komérkowego. Udane przejscie z fazy G1 do fazy Swiaze sie z aktywnoscia czynnika
transkrypcyjnego E2F. Czynnik ten hamuje ekspresje PAI-1. Natomiast w komérkach z aktywnym biatkiem p53, petnigcym funkcje supresora nowotworu, dochodzi do

aktywacji ekspresji PAI-1 oraz do zwigkszenia stabilnosci jego transkryptu.

ekspresja jest rdwniez regulowana przez klasyczne geny
wczesnej odpowiedzi komérkowej (c-fos, c-jun, c-myc), ktdre
aktywowane bardzo szybko i przejsciowo umozliwiajg ko-
mdrce dynamiczng reakcje na zewnatrzkomérkowe sygna-
ty w trakcie toczacego sie stanu zapalnego. W komadrkach
astrocytomy w wyniku stymulacji IL-1 oraz OSM dochodzi
do wtdrnej aktywacji ekspresji PAI-1 przez bhiatka bedace
produktami gendw wczesnej odpowiedzi komérkowej. Role
odgrywa tutaj motyw, decydujacy réwniez o transkrypcji
podstawowej, ktdry wigze czynniki transkrypcyjne AP-1.
Motyw ten znajduje sie -58/-51 powyzej miejsca startu trans-
krypcji, w czesci proksymalnej promotora. Czynnik AP-1 w
tym wypadku jest heterodimerem c-fos/c-jun, zwigzanym z
DNA réwniez w komérkach niestymulowanych [33].

CYTOKINY

TNFa - CZYNNIK MARTWICY NOWOTWOROW

TNFa jest jedng z gtownych cytokin biorgcych udziat w
odpowiedzi zapalnej iimmunologicznej. Stwierdzona zosta-
fa zalezno$¢ pomiedzy wzrostem poziomu PAI-1 i TNFa w
przewlektych stanach zapalnych, np. w mukowiscydozie, w
przewlektym obturacyjnym zapaleniu ptuc (POChP) czy w
astmie [34], Wydaje sie rowniez, ze zalezno$¢ miedzy nimi
ma znaczenie w stanach patologicznych zwigzanych z otyto-
$cig, takich jak zesp6t metaboliczny [35]. Pomimo tego, zlo-
kalizowanie miejsca odpowiadajgcego na stymulacje TNFa
w rejonie regulatorowym genu PAI-1 okazato sie czaso-
chtonne. Badania zakonczone niepowodzeniami, dotyczyty
proksymalnego fragmentu rejonu regulatorowego (np. frag-
mentu do 2,5 kpz powyzej miejsca startu transkrypcji [36].
Hou i wspétaut. [37] po analizie dystalnego fragmentu re-
jonu regulatorowego, zlokalizowali miejsce wigzace NFkB,
odgrywajace istotng role w przekazie sygnatu od TNFa, az
15 kpz powyzej miejsca startu transkrypcji ( -14709-14680,
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5-TGGAATTTCT-3'). Co ciekawe, Swigtkowska i wspotaut.
[38] wykazali, ze miejsce uczestniczagce w szlaku przekazu
sygnatu od TNFa przy aktywacji reaktywnych form tlenu
znajduje sie w rejonie -664/-680. Miejsce to obejmuje wyste-
pujacy w rejonie regulatorowym genu PAI-1 polimorfizm
4G/5G. Wystepowanie polimorfizmu 4G zwigzane jest ze
zwiekszonym poziomem PAI-1 w osoczu [39] oraz z wiek-
szg aktywnoscig rejonu regulatorowego [40], Do tego rejonu
wigze sie czynnik transkrypcyjny NFKB, co wykazano me-
todg EMSA. Zastosowanie inhibitora IkBo, antysensowych
oligodeoxynukleotydéw do podjednostki p65 NFkB, oraz
przeciwutleniacza NAC (N-acetylocysteina), potwierdza
stymulowang TNFa aktywacje reaktywnych form tlenu,
oraz udziat elementow cis wiasnie dla NFkB. W ludzkich
hepatocytach, oprécz szlaku sygnatowego NFkB mozliwe
jest zaangazowanie kaskady kinaz MAP (poprzez kinaze
biatkowa C oraz kinazy ERK i p38) oraz Sciezki sygnaliza-
cyjnej obejmujgcej PPARYy (receptor aktywowany przez pro-
lifératory peroksysomow) [41].

IL-Ip 11L-6

Na wzrost ekspresji PAI-1 majg wptyw roéwniez inne,
obok TNFa, mediatory stanu zapalnego, takie jak cytokiny
IL-Ip oraz IL-6.

W atroba jako gtéwny producent biatek ostrej fazy, synte-
tyzuje rowniez biatko PAI-1. W komdrkach HepG2, linii ko-
morkowej ludzkiego watrobiaka, po stymulacji IL-ip oraz
11-6 zaobserwowano kilkunastokrotny wzrost ekspresji PAI-
1 [42], Cytokiny te uczestniczg w odmiennych szlakach sy-
gnalizacyjnych, ale ich efektorem jest ten sam czynnik trans-
krypcyjny C/EBPO, wigzacy sie z sekwencjg -239/-210 pz
powyzej miejsca startu transkrypcji w rejonie regulatoro-
wym genu PAI-1. Wiadomo, ze w szlaku przekazu sygnatu
od IL-6 biorg udziat kinazy niereceptorowe JAK, natomiast
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IL-1 @aktywuje wszystkie trzy rodziny kinaz MAPK (ERK,
JNK, p38). Co wiecej, udowodniono, ze eliminacja kinazy
biatkowej B zwieksza poziom ekspresji PAI-1 po stymulacji
IL-1p. Dodatkowo, motywem odpowiadajgcym na stymula-
cje IL-1 jest sekwencja wystepujgca w obrebie polimorfizmu
4G/5G [43],

HORMONY
INSULINA | ESTROGENY

Na aktywacje ekspresji genu PAI-1 wptyw majg rowniez
insulina, glukoza oraz angiotensyna Il. Upraszczajac, sty-
mulujacy wptyw tych czynnikéw na aktywacje ekspresji
PAI-1 powoduje, ze w stanach patologicznych, takich jak
hiperinsulinemia (zwiekszony poziom insuliny) czy insu-
linoopornosé (zwiekszony poziom glukozy) dochodzi do
zwiekszenia poziomu PAI-1. Mechanizm ten powoduje, ze
PAI-1 staje sie niechlubnym tgcznikiem pomiedzy stanami
patologicznymi zwigzanymi z metabolizmem glukozy a
chorobami sercowo-naczyniowymi, gtéwnie poprzez swojg
role w hamowaniu fibrynolizy. Te mechanizmy i zaleznoSci
staty sie tematem wielu prac przegladowych [44],

Co ciekawe, motywem w rejonie regulatorowym genu
PAI-1 skupiajacym przekaz sygnatu od tych czynnikow jest
miejsce wigzace czynnik transkry pcyjny Sp-1. Motyw ten jest
zlokalizowany w czesci proksymalnej promotora, -93/65 pz
powyzej miejsca startu transkrypcji. | tak, Sp-1 uczestniczy
w aktywacji ekspresji genu wiasnie przez insuline [45], glu-
koze (-85/-65) [46] oraz angiotensyne Il (-78/-69) [47], Insu-
lina aktywuje ekspresje genu PAI-1 poprzez swoj receptor,
nastepnie poprzez kinaze biatkowg C oraz wtdrng aktywa-
cje kaskady kinaz MAP; podobny mechanizm potwierdzo-
no dla angiotensyny Il. Dodatkowo pokazano, ze miejsce to
bierze rowniez udziat w przekazie sygnatu od glukozaminy
[48], Czynnik Sp-1 wigze sie rowniez z sekwencja zlokalizo-
wang -150 pz powyzej miejsca startu transkrypcji. Sp-1 wraz
z czynnikiem Ets-1 (zwigzanym z sekwencjg zlokalizowang
-115 pz) wspoélnie uczestniczg w aktywacji ekspresji PAI-1
w wyniku dziatania naprezen $cinajacych spowodowanych
np. przez przeptywajaca krew [49],

Na rejon regulatorowy, oprécz insuliny, majg wptyw es-
trogeny. Hormony te dziataja poprzez dwa typy receptoréw
ERa i ER(3, ktore sg zaleznymi od zwigzania liganda czyn-
nikami transkrypcyjnymi. Moga rowniez dziata¢ posrednio
poprzez oddziatywanie z innymi czynnikami transkrypcyj-
nymi, takimi jak AP-1, Spl czy CREB. PAI-1 jest regulowa-
ny bezposrednio przez ERa, ktdry rozpoznaje miejsce ERE
(ang. estrogen response element) znajdujgce sie -427/-407 pz
powyzej miejsca startu transkrypcji. Natomiast ERa dziata,
prawdopodobnie, posrednio i jest negatywnym regulato-
rem ekspresji genu PAI-1 [50].

PAI-1 W CYKLU KOMORKOWYM

Innym negatywnym regulatorem ekspresji genu PAI-1,
obok ERa, jest czynnik transkrypcyjny E2F. E2F jest jednym
z gtéwnych regulatoréw odpowiadajacych za prawidtowy
przebieg cyklu komérkowego, gdyz reguluje geny cyklin,
kinaz cyklino-zaleznych, niezbednych do replikacji DNA i
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do przejscia komorki z fazy Go/G |1 do fazy S. Zwiekszona
ilos¢ E2F w komdrce na granicy faz G1 i S zwigzana jest ze
zmniejszong iloscig PAI-1. Co wiecej, w komdrkach z nad-
produkcja E2F to wiasnie PAI-1 jest jednym z najbardziej
hamowanych transkryptow. Do zahamowania transkryp-
cji PAI-1, E2F potrzebuje swojej domeny wigzacej DNA,
co moze Swiadczy¢ o bezposrednim wptywie tego czynni-
ka na rejon regulatorowy genu PAI-1 [51]. Jako najsilniej
zalezny od hamujgcego wpiywu E2F na ekspresje PAI-1
wskazano motyw zidentyfikowany wczes$niej jako wigzacy
czynnik transkrypcyjny p53 [52], Zwigzanie p53 do rejonu
regulatorowego genu PAI-1 powoduje aktywacje trans-
krypcji i zwiekszenie ilosci PAI-1. Zakladajac najprostszy
mechanizm, PAI-1 hamujgc aktywatory uPA i tPA, zapo-
biega niekontrolowanej przebudowie macierzy zewnatrz-
komdrkowej, co w prawidtowych komdrkach zwigzane jest
z funkcjg p53 jako supresora nowotworu. Motyw odpowia-
dajacy zarowno na p53 i E2F zlokalizowano okoto 159/-142
pz powyzej miejsca startu transkrypcji. Czynniki te moga
ze sobg wspdtzawodniczyé o miejsce wigzania i o dostepne
biatko p300/CBP [53], ktére moze promowac albo aktywu-
jaca funkcje p53, albo hamujaca funkcje E2F. Jest to jedyny
motyw p53-zalezny w rejonie regulatorowym PAI-1, ale,
co ciekawe, biatko p53 petni niezalezng od aktywacji trans-
krypcji funkcje w stabilizacji mRNA PAI-1, wigzac sie do
3'UTR gotowego transkryptu [54],

W przypadku E2F eliminacja miejsca wigzania nadal po-
woduje E2F-zalezne zahamowanie ekspresji PAI-1, prawdo-
podobnie poprzez wykorzystanie innych fragmentdw rejo-
nu regulatorowego 0 mniejszym znaczeniu podstawowym.
Poniewaz do swoich hamujgcych witasciwosci E2F wymaga
rowniez aktywnej domeny transaktywacyjnej, wydaje sie
prawdopodobny mechanizm, w ktérym E2F moze oddzia-
tywaé z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, nie wigzac
sie bezposrednio do DNA, iw ten sposéb hamowac ekspre-
sje PAI-1. Moze réwniez rekrutowac inne represory trans-

krypcji.
PODSUMOWANIE

Zaprezentowany powyzej stan wiedzy dotyczacy anali-
zy funkcjonalnej rejonu regulatorowego genu PAI-1 stano-
wi pierwszy etap poznawania regulacji ekspresji genow.
Niezbedne jest powigzanie szlakéw sygnalizacyjnych z
konkretnymi czynnikami transkrypcyjnymi przez nie akty-
wowanymi oraz rozpoznanych mechanizméw molekular-
nych z powodujgcym je stanem fizjologicznym tkanki czy
organizmu. Wiele grup badawczych zajmuje sie biatkiem
PAI-1 w kontekscie wspomnianych schorzeA, mimo to rola
PAI-1 wcigz jest enigmatyczna, a mechanizmy molekularne
czekajg na wyjasnienie. Pojawiajace sie wcigz doniesienia
0 zaangazowaniu PAI-1 w kolejnych chorobach oraz coraz
doktadniejsza analiza aktywacji jego ekspresji w dalszym
ciggu zwiekszajg ilos¢ pytan dotyczacych biatka PAI-1.
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ABSTRACT

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor - 1) is a member of plasminogen cascade with an inhibitory role in plasmin activation. Plasmin is a
protease capable of acting on wide range of substrates and, together with metaloproteinases, is a main proteolytic enzyme. Except its role in
plasminogen cascade, PAI-1 has an affinity to vitronectin and uPA/uPAR what involves PAI-1 in cell's motility. PAI-1 gene is regulated in
response to cytokines, hormones and many growth factors among which TGFP is the most important one. The PAI-1 promoter contains SBE,
CAGA box, HRE, ERE, NFkB - binding sites, Sp-1, AP-1 and other. Cooperation between transcription factors bound to promoter and cross-
talks between kinases and other upstream proteins decide about gene expression. This work describes the present knowledge in this field.
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54

STRESZCZENIE

trukturalne i funkcjonalne zréznicowanie komérek wynika gtéwnie z kombinatorycz-
S nej regulacji ekspresji genéw, w ktdrej czynniki transkrypcyjne w rézny sposéb i w od-
miennych kombinacjach oddziatuja ze sobg w odpowiedzi na sygnaly przekazywane przez
odpowiednie $ciezki przekazywania sygnatéw. Wystepujace we wszystkich krolestwach
eukariotycznych czynniki transkrypcyjne z rodziny MADS petnia kluczowg funkcje w prze-
kazywaniu sygnatéw do genomu. Biatka MADS oddziatujg z innymi regulatorami, tworzac
kompleksy aktywujace lub hamujace transkrypcje. W wielu przypadkach te dodatkowe biat-
ka wptywajg na powinowactwo i specyficzno$¢ kompleksu w stosunku do sekwencji doce-
lowej, wptywajg na strukture chromatyny oraz decydujg o tym, ktére grupy genéw i w jaki
spos6b podlegaja regulacji. Charakterystyczna cecha biatek MADS jest obecno$¢ zachowa-
nej w ewolucji domeny MADS, niezbednej do wigzania i zaginania DNA, dimeryzacji oraz
oddziatywania z innymi biatkami. Zwierzece biatka MADS biorg udziat w regulacji proce-
sOw wzrostu i réznicowania komoérek, morfogenezy i embriogenezy; w komdrkach drozdzy
uczestnicza w kontroli cyklu komérkowego, regulacji ekspresji genéw specyficznych dla
typu pitciowego, metabolizmu argininy, biosyntezy $ciany komérkowej i odpowiedzi ko-
morki na stres osmotyczny; u rodlin petnig funkcje homeotyczne, regulujac proces rozwoju
kwiatéow. W niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke biatek MADS z punktu widze-
nia ich oddziatywan z innymi biatkami oraz mechanizmu ich aktywacji przez rézne $ciezki
przekazywania sygnatu oraz podsumowano teorie dotyczace ewolucji tej rodziny eukario-
tycznych czynnikéw transkrypcyjnych.

WPROWADZENIE

Biatka z rodziny MADS stanowig liczng rodzine czynnikéw transkrypcyjnych
biorgcych udziat w kontroli podstawowych proceséw metabolicznych irozwoju
oraz przekazywaniu sygnatéw w komarkach eukariotycznych. Biatka te sg sze-
roko rozpowszechnione u Eucaryota, zidentyfikowano je u grzyboéw, zwierzat
oraz ros$lin. Domena MADS (ang. MADS-box) jest kluczowa dla funkcji biatka, a
jej sekwencja aminokwasowa jest zachowana w ewolucji [1,2]. W zaleznosci od
niewielkich réznic w sekwencji aminokwasowej domeny MADS oraz od obec-
nosci dodatkowych domen w biatku, czynniki transkrypcyjne z rodziny MADS
dzieli sie na dwie odrebne klasy. Pierwszg tworzg czynniki MADS typu | (po-
dobne do SRF), do ktérych zalicza sie¢ m.in. SRF - czynnik odpowiedzi na suro-
wice krwi u cztowieka, Mcmlp i ArgRIp z Saccharomyces cerevisiae, a takze nie-
ktore roslinne biatka MADS, jak AGL34-like, AGL30, czy AGL33 zrzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana). Drugg klase stanowig czynniki MADS typu Il (podobne do
MEF2). Nalezg do niej regulatory MEF2 zwierzat, biatka RIm grzybow, a takze
wiekszos$¢ biatek MADS roslin. Niektore czynniki transkrypcyjne zawierajace
domene MADS trudno jest zaklasyfikowac do | lub 1l typu [1,3].

BUDOWA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJINYCH Z RODZINY MADS

Nazwa domeny MADS pochodzi od nazw 4 najwcze$niej zidentyfikowanych
biatek posiadajgcych te domene: drozdzowego Mcmlp, ro$linnych AGAMOUS
i DEFICIENS oraz zwierzecego SRF [2], Budowe biatek z tej rodziny przedsta-
wiono schematycznie na rycinie 1. Trzeciorzedowa struktura domeny MADS
jest dobrze poznana [4-6], a biatka jg zawierajace wigzg sie z DNA jako homo-
lub heterodimery. Domena MADS sktada sie z 56. konserwowanych aminokwa-
sow odpowiedzialnych za oddziatywania z DNA i dimeryzacje. W jej obrebie
mozna wyrézni¢ dwa regiony o odmiennych funkcjach (Ryc. la). Hydrofilowy
N-koAcowy region domeny, zawierajacy stosunkowo duzo aminokwaséw za-
sadowych, ma budowe a-helikalng i odpowiada za specyficzne wigzanie biatka
z DNA. Natomiast region potozony blizej koica C domeny jest zbudowany z
dwéch hydrofobowych struktur 3biorgcych udziat w dimeryzacji, miedzy kto-
rymi znajduje sie petla p. Domeny MADS w biatkach typu | i Il nieco rdznig
sie sekwencjg najwyzszej zgodnosci i dlatego wyrdznia sie domene MADS typu
SRF (w biatkach typu I) oraz domene typu MEF2 (w biatkach typu Il). Lokaliza-
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cja domeny MADS w obrebie biatka jest zmienna lecz naj-
czesciej znajduje sie ona w jego N-koricowym fragmencie
[1,2].

Domena znajdujaca sie na koncu C biatek MADS ma
zmienng dtugos$é, ajej struktura jest inna w ré6znych grupach
tych biatek (Ryc. Ib). Jest ona niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania biatka - bierze udziat w procesie dimery-
zacji i aktywacji transkrypcji. Wykazano, ze SRF dimeryzu-
je z czynnikami ArgRIp i Mcmlp drozdzy, tworzgc z nimi
trwate kompleksy, co wskazuje na funkcjonalne podobien-
stwo domen C-kofAcowych w tych trzech biatkach. Dlatego
tez region potozony za domeng MADS w tej grupie biatek
nazywano domeng SAM (SRF, ArgRIp, Mcmlp) (Ryc. Ib).
W biatkach podobnych do MEF2 region C-konicowy rozni
sie od domeny SAM i nazywany jest domeng MEF2. Oby-
dwie te domeny zawieraja helise a, niezbedng w procesie
dimeryzacji.

Roslinne biatka MADS stanowig duzg ibardzo réznorod-
ng grupe czynnikdw transkrypcyjnych. Sekwencjonowanie
genomu rzodkiewnika pozwolito zidentyfikowaé¢ w geno-
mie tego organizmu 107 gendw, kodujacych biatka z dome-
nag MADS, jednak funkcja przeszto 80% z nich nie jest zna-
na [7], Najliczniejszg i najlepiej poznang grupe roslinnych
czynnikow transkrypcyjnych z tej rodziny tworzg biatka
nalezace do klasy Il z domeng typu MEF2. Opr6cz dome-
ny MADS zawierajg one réwniez zachowang w ewolucji
domene K (podobng do keratyny) (Ryc. Ib). Sktada sie ona
z okoto 80 aminokwas6w tworzacych trzy a helisy, ktére
najprawdopodobniej wigzg inne biatka poprzez tworzenie
struktur typu ,coiled-coil”, umozliwiajgcych jednoczesne
oddziatywania wiecej niz dwdch biatek. Domeny MADS i K
sg rozdzielone krétka, ztozong z 30 reszt aminokwasowych,
w niewielkim stopniu zachowang w ewolucji sekwencja
zwang regionem |, ktérg wspomaga domene MADS w pro-
cesie dimeryzacji. W biatkach MADS tego typu wystepuje
ponadto potozony na koncu C region zmienny, ktory stabi-
lizuje oddziatywania miedzy biatkami i moze petnié¢ funkcje
domeny aktywujacej [8]. Roslinne czynniki transkrypcyjne
posiadajagce domene MADS, region |, domene K i region
zmienny C nazwano biatkami MIKC.

BIALKA ZDOMENA MADS WIAZA SIE ZE
SPECYFICZNA SEKWENCJA DNA | MAJA
ZDOLNOSC ZAGINANIA CZASTECZKI DNA

Biatka z rodziny MADS rozpoznaja sekwencje bogate
w AT, nazywane sekwencja CArG. Sekwencja najwyzszej
zgodnosci dla miejsc wigzania biatek z domeng typu SRF to
CC(A/T)GGG, a dla biatek z domeng typu MEF2-CTA(A/
TATAG [2], Zbadanie krysztatow biatek MADS zwigzanych
z DNA [4-6] wykazato, ze dimer zwigzany z DNA ma struk-
ture trojwarstwowag. Pierwszg warstwe tworzg oddziatujace
ze sobg helisy a domen MADS (po jednej z kazdego mo-
nomeru), specyficznie oddziatujgce z zasadami azotowymi
oraz z resztami fosforanowymi w obrebie wiekszej bruzdy
helisy DNA. Warstwe srodkowg tworzy czteroniciowa har-
monijka @ (po dwie struktury [3domen MADS z kazdego
monomeru), ktéra odpowiada za dimeryzacje dwoch do-
men MADS, a takze oddziatuje z resztami fosforanowymi
DNA poza sekwencjg CArG. Gorna warstwa sktada sie z he-
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domena
N-koricowa domena MADS

I |

helisa a struktury B

l Ll 4]
—

b)

domena C-korcowa

Biatka MADS typu |

(NIWABSSRE] SAM |

Biatka MADS typu Il

— dze (Rim1p, Smp1p);
MABSMER2l MEF? ) 2:?2;;; (I\TEF?2) mp1p)

(Agamous, Apetala 1,3)
Rycina 1. Budowa biatek z rodziny MADS. a - ogéIlny schemat budowy biatek
MADS; b -réznice w budowie dwéch typéw biatek MADS. MADS SRF —dome-
na MADS typu SRF; MADS MEF2 —domena MADS typu MEF2. ,,?" —region o
zmiennej dtugosci i nie scharakteryzowanej funkcji na koricu C roslinnych biatek
MADS typu I. Domene N —koricowa ro$linnych biatek MADS typu Il zaznaczono
linig przerywana, poniewaz wystepuje ona tylko u czesci biatek z tej grupy.

Drozdze (Mcm1p, ArgRIp);
Zwierzeta (SRF)

Rosliny (AGL30, AGL33, AGL39)

lisa domen C. W specyficznym oddziatywaniu z sekwencjg
docelowg biorg rowniez udziat krétkie sekwencje znajduja-
ce sie na koncu N biatka, tuz przed domeng MADS. Biatka
MADS réznig sie sposobem oddziatywania tych sekwencji
z DNA, co prowadzi do réznic w specyficznosci wigzania
sekwencji docelowych.

Zwigzanie biatka indukuje powstanie w DNA zagiecia.
Ro6zne biatka MADS zaginajg DNA w r6znym stopniu. Naj-
silniej zaginajg DNA SRF, Mcmlp iniektore biatka roslinne,
natomiast zwigzanie MEF2A i RImp indukuje tylko mini-
malne zagiecie w DNA [2], O zdolnosci zaginania czasteczki
DNA decyduja pojedyncze aminokwasy domeny MADS, a
réznice w stopniu zagiecia zalezg od aminokwaséw w N-
koncowej czesci helisy a i w petli (3tej domeny. W przypad-
ku niektorych biatek MADS, jak Mcmlp, stopien zagiecia
DNA zalezy od sekwencji nukleotydowej miejsca wigzania.
Wykazano, ze zagiecie DNA przez to biatko jest konieczne
do jego oddziatywania z innymi biatkami regulacyjnymi [9],
oraz ze stopien zagiecia zalezy od tego czy Mcmlp wigze sie
z sekwencja docelowg samo, czy tez w kompleksie z innym
biatkiem [10], Zagiecie DNA najprawdopodobniej utatwia
zwigzanie biatka MADS z sekwencjg docelowg, wptywa na
jego zdolnos$¢ do aktywacji transkrypcji oraz prowadzi do
powstania kompleksu biatko — DNA, o strukturze umoz-
liwiajacej wigzanie kolejnych biatek regulacyjnych lub pod-
stawowych czynnikoéw transkrypcyjnych w rejonie promo-
tora lub wzmacniacza.

SRF-CZYNNIK ODPOWIEDZI NA SUROWICE KRWI
JEST JEDNYM Z NAJLEPIEJ POZNANYCH BIALEK MADS

Biatko SRF u cztowieka jest zbudowane z 508 reszt ami-
nokwasowych. Domena MADS rozpoznaje typowa se-
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kwencje CArG, nazywang sekwencjg SRE. Przed domeng
MADS znajduje sie ztozona ze 132 reszt aminokwasowych
domena N-koricowa obejmujaca miejsca fosforylacji. Rejon
C-koncowy zawiera domene aktywujaca. W wyniku alter-
natywnego sktadania transkryptu moga powstawac krétsze
izoformy biatka SRF pozbawione funkcjonalnej domeny ak-
tywujacej, hamujace ekspresje genéw aktywowanych przez
biatko petnej dtugosci [11], Znanych jest ponad 160 genow,
ktorych ekspresja jest requlowana przez SRF [12]. Nalezg do
nich liczne geny wczesnej odpowiedzi —regulatory wzro-
stu i rozwoju komérki w odpowiedzi na sygnaly zewnatrz-
komédrkowe, takie jak surowica krwi; geny kodujace biatka
cytoszkietetu komérki oraz szereg genéw specyficznych dla
komodrek miesniowych i nerwowych. SRF bierze udziat w
regulacji proceséw wzrostu i r6znicowania komorek; jest
niezbedne w odpowiedzi na czynniki stresowe czy akty-
watory wirusowe oraz w odpowiedzi komoérek nerwowych
na neurotrofiny i neurotransmitery; decyduje o wrazliwosci
komaérek na zmiany stezenia wapnia w ich wnetrzu oraz
odgrywa kluczowg role w rozwoju embrionalnym, w pra-
widtowym funkcjonowaniu mdézgu, uczeniu sie i zapamie-
tywaniu [13-18], W kazdym z tych procesow SRF oddziatuje
z r6znymi biatkami specyficznymi dla poszczegélnych tka-
nek lub regulowanymi przez kilka $ciezek przekazywania
sygnatu.

SRF AKTYWUJE EKSPRESJE GENOW
WCZESNEJ ODPOWIEDZI

Ekspresja genéw wczesnej odpowiedzi, takich jak c-fos,
egrl czy junB, jest indukowana natychmiast po zadziataniu
na komdrke sygnatu zewnetrznego. Indukcja ta zalezy od
SRF, ktére jest aktywowane przez kilka réznych Sciezek
przekazywania sygnatu. Pierwszym z poznanych czynni-
kéw aktywujgcych SRF byta surowica krwi, jednak obecnie
znamy ich duzo wiecej [13]. Najlepiej poznanym sposobem
aktywacji SRF jest utworzenie na DNA kompleksu skia-
dajacego sie z dimeru SRF i jednego z biatek z podrodzi-
ny TCF: EIlki, SAP1 lub net (SAP2) —istotnych w réznico-
waniu komérek nerwowych (Elki), limfocytéw T (SAP1) i
angiogenezie (net) [19,20]. Biatka te zawierajg domene ETS
(wariant domeny wigzacej DNA typu uskrzydlona helisa
- skret - helisa), ktéra umozliwia wigzanie specyficznej se-
kwencji w DNA potozonej obok miejsca SRE. Wigzanie EIlki
z DNA jest mozliwe tylko po wcze$niejszym zwigzaniu SRF
(wigzanie kooperatywne). SAP1 moze sie samo wigzac z
DNA, ale obserwuje sie rowniez kooperatywne wigzanie
z SRF. Biatka TCF za posrednictwem domeny B oddziatujg
z hydrofobowa kieszenig na powierzchni biatka SRF - cze-
§cig domeny MADS. Obserwuje sie rowniez oddziatywania
miedzy domeng ETS i domeng MADS, ktore zwigkszaja
specyficznos¢ oddziatywania z promotorem [21,22], Biatka
TCF zawierajg C-kofAcowa domene aktywujacg, ktdra jest
fosforylowana przez jedng z kinaz MAP (ERK, JNK lub p38)
[23], Fosforylacja ta prowadzi do zmiany konformacji biatka
TCF, umozliwiajgc jego oddziatywanie z DNA i SRF oraz
z koaktywatorami, takimi jak acetylotransferazy histonow,
czy tez ze sktadnikami kompleksu mediatora, co prowa-
dzi do inicjacji transkrypcji genéw wczesnej odpowiedzi.
Wynikiem fosforylacji biatka TCF moze by¢ tez rekrutacja
korepresora - deacetylazy histondw, czego skutkiem jest
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wyciszenie transkrypcji regulowanych genéw [24], Ostatnio
wykazano, ze Elki nie tylko jest fosforylowane przez kina-
ze ERK, ale réwniez rekrutuje jg do promotora, gdzie moze
ona bra¢ udziat w fosforylacji biatek kompleksu preinicja-
cyjnego [25], Samo SRF moze by¢ réwniez fosforylowane
w obrebie domeny N-koncowej przez kaskade kinaz ERK i
p38 [26]. W ten spos6b kompleks SRF/TCF reguluje ekspre-
sje gendw w odpowiedzi na czynniki wzrostowe, mitoge-
ny, cytokiny i stres. Ekspresja gendw wczesnej odpowiedzi
jest aktywowana lub hamowana w zalezno$ci od sygnatéw
zewnatrzkomaérkowych irodzaju komplekséw modyfikujg-
cych histony rekrutowanych w rejon promotora. Aktywacja
Sciezek przekazywania sygnatu moze réwniez prowadzic
do zmiany lokalizacji SRF z jadrowej na cytoplazmatyczna
[27].

SRF moze rowniez regulowac ekspresje genéw w odpo-
wiedzi na sygnaty zewnatrzkomérkowe bez udziatu biatek
TCF, oddziatujac z regulatorami MAL(MRTF-A) i MRTF-B,
ktorych aktywnos$¢ jest kontrolowana przez Sciezke prze-
kazywania sygnatu zalezng od GTPaz z rodziny Rho i mo-
nomeryczng aktyne [16]. MAL i MRTF-B nalezg do rodziny
koaktywatorow podobnych do miokardyny [28], MAL od-
dziatuje z tg samg hydrofobowg kieszenig na powierzch-
ni SRF, co biatka TCF, jednak nie wiaze sie specyficznie z
DNA. Utworzenie na DNA kompleksu MAL/SRF zalezy
od zagiecia DNA przez SRF [29], MAL i MRTF-B wystepuja
czesto w tych samych komdrkach co biatka TCF. Wybor i
ewentualna wymiana koaktywatora oddziatujagcego z SRF
moze zalezeé od fosforylacji jego domeny MADS, sekwencji
konkretnego promotora czy tez stezenia tych regulatoréw
w komoérce [16]. MAL przewaznie znajduje sie w cytopla-
zmie i jest transportowane do jadra dopiero w odpowiedzi
na sygnaty aktywujace geny przez nie regulowane, np. su-
rowice krwi. Wiadomo, ze monomery aktyny G wigzg sie
z MAL i prawdopodobnie blokujg jego transport do jadra.
Hamowanie to zostaje zniesione po uruchomieniu $ciezki
przekazywania sygnatu zaleznej od Rho, indukujacej proces
polimeryzacji aktyny. Nastepuje akumulacja MAL w jadrze,
gdzie moze ono oddziatywaé z SRF i aktywowac ekspresje
genow docelowych, m.in. genéw kodujacych biatka cytosz-
kieletu [18,30]

SRF REGULUJE EKSPRESJE GENOW SPECYFICZNYCH
DLA KOMOREK MIESNIOWYCH

W komorkach mies$ni gtadkich, szkieletowych i w ko-
morkach miesnia sercowego SRF reguluje ekspresje genow
kodujacych specyficzne biatka, takie jak miozyna, a takze
specyficzne dla miesni czasteczki mikroRNA [13,14,17],
Specyficznym dla komdrek mie$niowych koaktywatorem
SRF jest miokardyna (ang. myocardin) nalezaca do tej samej
rodziny regulatoré6w co MAL i MRTF-B [28]. W wyniku al-
ternatywnego sktadania traskryptu miokardyny powstaja
dwie izoformy tego biatka: dtuzsza, wyrazana w mies$niu
sercowym, i krotsza, specyficzna dla miesni gtadkich. W
przeciwienstwie do MAL i MRTF-B, miokardyna jest kon-
stytutywnie zlokalizowana w jadrze, ajej aktywnos$é nie jest
regulowana przez $ciezke przekazywania sygnatow zalezng
od Rho. Wykazano, ze kompleks SRF/miokardyna oddzia-
tuje z nukleosomami, w ktérych histony majg specyficzne
dla komoérek miesniowych modyfikacje, oraz ze miokardy-
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Rycina 2. Zalezne od stezenia jondw Ca2*mechanizmy regulacji ekspresji genéw przez MEF2. a — aktywacja MEF2 przez $ciezke przekazywania sygnatu zwiazang z
kinaza CaMK; b —regulacja aktywnosci MEF2 przez biatko Cabinl; c —aktywacja MEF2 przez biatko NFAT; CaM —kalmodulina, Cn —kalcyneuryna, p300 —acetylaza
histonéw p300. Pozostate objasnienia w tekscie. Rycina wg. [33]; przedrukowano za zgodg Elsevier.

na aktywuje transkrypcje poprzez rekrutacje acetylotransfe-
razy histonow [31].

Zidentyfikowano réwniez kilka innych czynnikdéw trans-
krypcyjnych wspotdziatajgcych z SRF, takich jak aktywato-
ry z rodziny GATA z palcem cynkowym typu Cys4czy tez
zawierajgce homeodomene aktywatory z rodziny Nkx2-5.
Biatka te wigzg sie ze specyficznymi sekwencjami w DNA,
oddziatujagc rowniez z SRF. Wydaje sie jednak mozliwe,
ze te oddzialywania wymagajg wczesniejszego powstania
kompleksu SRF/TCF lub SRF/biatka MRTF [14,16].

REGULATORY MEF2 - RODZINA BIALEK MADS TYPU II

Rodzine biatek MEF2 (ang. Myocyte Enhancer Factor 2)
u cztowieka tworzg cztery biatka MEF2-A, -B, -C i -D, ko-
dowane przez odrebne geny. Domena MADS znajduje sie
na samym kornicu N. Biatka MEF2 tworzg ze sobg homo- i
heterodimery, nie tworzg jednak heterodimeréw z SRF za-
wierajacym domene MADS typu | [2]. Biatka MEF2 r6znig
sie miedzy sobg sekwencjg domeny C-koncowej. Jest ona
niezbedna do aktywacji transkrypcji i oddziatywan z inny-
mi biatkami, a takze zawiera domene dokujacg - region od-
dziatywania z kinazami MAP. W wyniku alternatywnego
sktadania transkryptéw powstajg réwniez specyficzne tkan-
kowo izoformy biatek MEF2 [32],

Biatka MEF2 reguluja ekspresje niektdrych genéw wcze-
snej odpowiedzi, takich jak c-jun oraz genéw specyficznych
dla komaérek miesniowych i nerwowych. ME2A i D wyra-
zane sg w roznych tkankach, a profile ekspresji ich genow
czesSciowo sie pokrywajag. MEF2C wyrazane jest gtownie
w rozwijajacych sie miesniach prazkowanych i w mézgu.
Biatka MEF2 odgrywajg kluczowg role w r6znicowaniu,
rozwoju i metabolizmie komorek miesniowych, neuronéw
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i limfocytow. Podobnie jak SRF, w kazdym z tych proce-
séw MEF2 oddziatujg z réznymi biatkami specyficznymi
dla poszczeg6lnych tkanek lub regulowanymi przez kilka
Sciezek przekazywania sygnatu, w tym przez szlaki zalezne
od stezenia jonéw wapnia [32,33]. MEF2 aktywujg ekspre-
sje c-jun w odpowiedzi na pobudzenie réznych receptoréw,
np. receptoréw sprzezonych z biatkami G czy EGFR, co
prowadzi do uruchomienia $ciezek przekazywania sygnatu
kinaz MAP (ERK lub p38). p38 wigze sie z domeng dokuja-
cg MEF2 i fosforyluje jego domene aktywujgcag zwiekszajgc
zdolnos¢ MEF2 do aktywacji transkrypcji [34], MEF2 moga
by¢ rowniez fosforylowane przez kinaze ERKS5, z ktérg od-
dziatujg poprzez domene MADS. Poniewaz ERK5 zawiera
takze domene aktywujgca, przypuszcza sig, ze biatko to
moze tez spetnia¢ funkcje koaktywatora, rekrutujac podsta-
wowe czynniki transkrypcyjne [35].

W czasie réznicowania komorek miesni szkieletowych
biatka MEF2 wiaza sie z promotorami specyficznych genow
i aktywuja ich ekspresje, wspdétdziatajac z gtéwnymi regu-
latorami — aktywatorami z rodziny MyoD. Zawierajg one
domene typu bHLH (zasadowa helisa - petla - helisa), od-
powiedzialng za dimeryzacje i wigzanie ze specyficzng se-
kwencjg w DNA. Biatka MyoD wigzg sie z DNA jako hetro-
dimery z biatkami E. W promotorach genéw specyficznych
dla komérek miesniowych sekwencje rozpoznawane przez
MyoD i MEF2 potozone sg obok siebie. Biatka te oddziatujg
ze sobg za posrednictwem domen bHLH i MADS. MEF2 re-
guluja ekspresje nie tylko specyficznych dla miesni genow
struktury, ale takze genéw kodujagcych specyficzne czynniki
transkrypcyjne, takie jak miogenina, oraz specyficzne cza-
steczki mikroRNA [32,36,37],

MEF2 reguluja ekspresje genow poprzez rekrutacje w
rejon promotora komplekséw deacetylaz (HDAC) lub ace-
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tylotransferaz (HAT) histonéw (Ryc. 2). W komorkach mie-
$nia sercowego oddziatywanie MEF2 z deacetylazami klasy
Il prowadzi do zmiany struktury chromatyny na bardziej
upakowang i zahamowania ekspresji regulowanego genu.
Stres uruchamia $ciezke przekazywania sygnatu aktywuja-
cg kinazy CaMK, ktére fosforylujg deacetylazy histonéw. Do
ufosforylowanej deacetylazy przytacza sie biatko opiekun-
cze 14-3-3, co powoduje rozpad kompleksu MEF2/HDAC.
W wyniku przytgczenia 14-3-3 do deacetylazy dochodzi do
zmiany jej konformacji (ukrycia sekwencji lokalizacji jadro-
wej (NLS) i wyeksponowania sekwencji eksportu z jadra
(NES)), co prowadzi do eksportu deacetylaz do cytoplazmy.
Odblokowane MEF2 rekrutujg do promotora acetylotrans-
feraze histonow, aktywujac ekspresje genow (Ryc. 2a) [37].
W limfocytach T aktywno$¢ MEF2 jest hamowana przez
biatko Cabinl, ktore oddziatuje z MEF2 poprzez jego dome-
ne MADS. Za posrednictwem korepresora mSin3 Cabinl re-
krutuje deacetylazy histonéw (HDAC) klasy | [38], Ostatnio
wykazano, ze Cabinl bezpos$rednio rekrutuje rdwniez me-
tylotransferaze histondw, co takze prowadzi do kondensa-
cji chromatyny [39], W zaktywowanych limfocytach T kom-
pleks Caz/kalmodulina wigze sie z kompleksem MEF2/
Cabinl/mSin3/HDAC, powodujac oditgczenie kompleksu
Cabinl/mSin3/HDAC od zwigzanego z DNA MEF2. Od-
blokowane MEF2 rekrutuje koaktywatory i aktywuje trans-
krypcje (Ryc. 2b). MEF2 moga rowniez wspotpracowac z
biatkiem NFATc2. Biatka z rodziny NFAT w formie ufos-
forylowanej zlokalizowane sg w cytoplazmie. Po defosfo-
rylacji przez kalcyneuryne, fosfataze serynowo-treoninowg
aktywowang po przytaczeniu jonow wapnia i kalmoduliny,
biatka NFAT transportowane sg do jadra, gdzie aktywujg
transkrypcje genow docelowych. NFATc2 tworzy kompleks
z MEF2 i rekrutuje koaktywator, acetylaze histonow, akty-
wujac transkrypcje (Ryc. 2c) [33,40], Opisane powyzej biatko
Cabinl jest rowniez inhibitorem kalcyneuryny. Hamujac jej
aktywnos¢, Cabinl blokuje transport aktywatoréw NFAT
do jadra (Ryc. 2b). Kalcyneuryna moze takze defosforylo-
wac samo biatko MEF2, co wptywa na inne jego modyfika-
cje (jak acetylacja i sumoilacja) i modyfikuje zdolno$¢ MEF2
do aktywacji transkrypcji [41].

BIALKA MADS U GRZYBOW

U grzybéw zidentyfikowano biatka MADS nalezace za-
rowno do I typu (podobne do SRF), jak o do Il typu (podob-
ne do MEF2). U drozdzy S. cerevisiae wystepuja dwa biatka
typu I - Mcmlp i ArgRIp oraz dwa biatka typu Il - RImlp i
Smplp. Mcmlp jest biatkiem niezbednym do zycia komar-
ki, bierze udziat w regulacji cyklu komorkowego, regulacji
ekspresji genow specyficznych dla typu piciowego, utrzy-
mywaniu w komdrce minichromosomoéw, rekombinacji,
regulacji transkrypcji retrotranspozonu Tyl oraz regula-
cji procesdw zwigzanych z utrzymaniem struktury S$ciany
komorkowej. Mcmlp i ArgRIp wspdtdziatajg w regulacji
metabolizmu argininy [42,43]. W kazdym z tych procesow
Mcmlp oddziatuje z innymi biatkami regulacyjnymi, akty-
wujac rézne grupy genéw w odpowiedzi na rézne sygna-
ty (Tab. 1). RImlp reguluje ekspresje gendw zwigzanych z
biosyntezg sciany komdrkowej [44], a Smplp uczestniczy w
regulacji odpowiedzi komérki na stres osmotyczny [45].
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Tabela 1. Funkcje regulatora Mcmlp z drozdzy iioddziatujgce z nim biatk¢.

Biatka Funkcja
oddziatujace regulatora Regulowane gen
1 oddziatujacego g geny

z Mcmlp 2 Mcmlp®

Regulacja cyklu komérkowego

Yoxl, Yhpl represory 28 gendw specyficznych
dla przetomu faz M
iGl, m.in.:CDCS6,
CDC47, SWI14, CLN3

Fkh2p, Nddlp aktywatory geny specyficzne dla

przetomu faz G2 i M:
26 gendéw, tzw.
klaster CLB2

Regulacja genéw specyficznych dla typu ptciowego

al aktywator geny specyficzne
dla typu piciowego
a: MFal, STE3,
SAGI, MFa2

a2 represor geny specyficzne dla

typu ptciowego a:
MFA1, STF2, STES,
MFA2, BARI, AGAL,
AGA2, ASG7
Regulacja gendw a- i a-specyficznych w odpowiedzi na feromony
Stel2p aktywator geny a- i a-specyficzne
Metabolizm argininy
ArgRIp (Arg80p)

aktywator lub geny anaboliczne:

ArgRIlp (Arg81p) represor ARG5,6, ARGS,

ArgRIlIp (Arg82p) ARG3, ARG1
Geny kataboliczne:
CAR1, CAR2

1Objasnienia w tekscie

Mcmlp UCZESTNICZY W KONTROLI
CYKLU KOMORKOWEGO

Mcmlp skitada sie z 286 aminokwaséw. Domene MADS
poprzedza 17-aminokwasowa sekwencja N-koricowa, w
obrebie ktérej znajduja sie dwa gtoéwne miejsca fosfory-
lacji biatka. W domenie C-koricowej mozna wyroznic¢ re-
gion kwasny oraz region bogaty w glutamine. Przewaznie
Mcmlp wigze sie z DNA jako homodimer, kooperatywnie z
innymi biatkami regulacyjnymi [2],

Mcmlp bierze udziat w kontroli dwéch istotnych etapoéw
cyklu komdérkowego: przejscia z fazy M do G1 oraz z G2
do M. W promotorach 28. genéw aktywnych w p6Znej mi-
tozie wystepuje element ECB (ang. Early Cell-cycle Box), za-
wierajacy miejsce wigzania Mcmlp [46], Najwyzszy poziom
transkrypcji tych genéw zaobserwowano na przetomie faz
M iGl, aich produkty uczestniczg w formowaniu komplek-
su pre-replikacyjnego i reguluja wejscie w faze S. Mimo ze
Mcmlp jest stale zwigzane z ECB, to ekspresja genéw kon-
trolowanych przez ten element nie jest konstytutywna. Od
fazy Gl do M transkrypcja jest hamowna przez dwa repre-
sory Yoxlp i Yhplp. Oba biatka posiadajg homeodomeneg i
wigzg sie do specyficznej sekwencji DNA w poblizu miejsca
wigzania Mcmlp. Yoxlp i Yhplp oddziatujg takze bezpo-
$rednio z Mcmlp i samo to oddzialywanie wystarczy, by
zahamowac transkrypcje. Mcmlp moze rowniez bezposred-
nio regulowac replikacje DNA przez wigzanie sie¢ do miejsc
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Rycina 3. Mcmlp reguluje ekspresje gendw specyficznych dla typu ptciowego, wspétdziatajac z réznymi biatkami regulacyjnymi. Regulacja transkrypcji genéw a- i a-
specyficznych w komérkach a (po lewej) oraz w komérkach a (po prawej). W komérkach a, w ktérych nie ma aktywatora al samo Mcmlp stabo wigze sie do sekwencji
P" i nie aktywuje transkrypcji (Mcmlp zaznaczono linig przerywang). Pogrubione strzatki oznaczaja podwyzszony poziom ekspresji genéw w odpowiedzi na dziatanie
feromondw. Pozostate objasnienia w tekscie. Rycina zmodyfikowana wg. [2]; przedrukowano za zgodg Elsevier.

startu replikacji (sekwencje ori), przypuszczalnie zmieniajac
lokalnie strukture chromatyny i/lub stymulujgc wigzanie
biatek kompleksu pre-replikacyjnego [47],

Mcmlp reguluje przejscie z fazy G2 do M, wigzac sie z
promotorami 26. genow tworzacych klaster CLB2. Najwyz-
szy poziom transkrypcji tych gendw obserwuje sie na prze-
tomie tych dwdch faz. Z promotorami gendw klasteru CLB2
wigze sie takze Fkh2p, zawierajgce domene wigzagcg DNA
typu uskrzydlona helisa - skret - helisa. Miejsca wigzania
obydwu biatek potozone sg bardzo blisko siebie. Mcmlp i
Fkh2p oddziatujg ze sobg i wigzg sie z DNA w sposdb ko-
operatywny - zwigzanie Fkh2p wymaga wczes$niejszego
zwigzania Mcmlp. Kompleks Mcmlp/Fkh2p wykazuje
podobienstwo do kompleksu SRF/EIkl u cztowieka [48].
Do utworzenia kompleksu Mcmlp/Fkh2p konieczne jest
rowniez zagiecie DNA przez Mcmlp [49], W odpowied-
niej fazie cyklu komoérkowego do kompleksu Mcmlp/Fkh2
przytacza sie aktywator Nddlp [50]. Aktywacja transkrypcji
przez kompleks McmlIp/Fkh2p/Nddlp zalezy od fosfory-
lacji Nddlp [51]. Podobnie jak w przypadku elementu ECB,
kompleks McmlIp/Fkh2p zwigzany jest konstytytutywnie z
promotorami genéw klasteru CLB2, tworzgc platforme re-
krutujgcg inne biatka regulatorowe. Przy braku aktywatora
Nddlp, Fkh2p hamuje ekspresje gendéw poprzez rekrutacje
kompleksow remodelujacych chromatyne [52].

Postepy Biochemii 55 (1) 2009

Mcmlp BIERZE UDZIAL W REGULACJI EKSPRESJI
GENOW SPECYFICZNYCH DLA TYPU PLCIOWEGO

Drozdze S. cerevisiae mogg wystepowaé¢ w formie ha-
ploidalnej i diploidalnej. Komodrka diploidalna powstaje
po fuzji dwéch komorek haploidalnych o réznych typach
ptciowych (a i a), réznigcych sie receptorami na powierzch-
ni komorki i wydzielanymi feromonami. Mcmlp odgrywa
kluczowa role w regulacji ekspresji genéw specyficznych
dla obu typéw haploidalnych (Tab. 1), jednak w zaleznosci
od typu ptciowego mechanizm regulacji jest inny i oparty na
oddziatywaniu Mcmlp z réznymi biatkami regulacyjnymi
(Ryc. 3). W komorkach typu a syntetyzowane sg dwa biatka
regulacyjne — aktywator al i, zawierajagcy homeodomene,
represor a2. Geny specyficzne dla typu a nie ulegajg eks-
presji w komdrkach a, mimo ze Mcmlp wigze sie do specy-
ficznej sekwencji P w promotorach tych genéw. Mcmlp nie
moze jednak aktywowac transkrypcji, poniewaz tuz obok
przytacza sie represor a2. Powstalty kompleks Mcmlp/a2
wigze kompleks represorowy Tuplp/Ssn6p, co prowadzi
do zahamowania ekspresji genow a-specyficznych wskutek
zmian w strukturze chromatyny [53,54]. Promotory genow
specyficznych dla typu a zawierajg sekwencje P' (zdege-
nerowang wersje sekwencji P). Mcmlp wigze sie do tej se-
kwencji kooperatywnie z aktywatorem al, ktéry rozpoznaje
sgsiadujaca z nig sekwencje Q. Powstaje kompleks McmlIp/
al, ktéry aktywuje transkrypcje genow a-specyficznych.
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W komoérkach haploidalnych typu a Mcmlp nie aktywuje
transkrypcji genow a-specyficznych, poniewaz samo bar-
dzo stabo wigze sie z sekwencjg P' (brak aktywatora al).
Mcmlp moze jednak aktywowac transkrypcje genow a-spe-
cyficznych, gdyz nie jest blokowane przez represor a2.

Obydwa typy komorek haploidalnych syntetyzujg spe-
cyficzne feromony, oddziatujgce na komdrki przeciwnego
typu poprzez wystepujace na ich powierzchni receptory.
Pojawienie sie w otoczeniu feromonow aktywuje w ko-
markach haploidalnych obu typéw ekspresje genéw odpo-
wiedzi na feromony, kodujacych biatka niezbedne do fuzji
komorek i powstania diploida a/a. Feromony powodujg
réowniez podwyzszenie poziomu ekspresji genéw a- i a-
specyficznych. Zwigzanie feromonu przez znajdujacy si¢ na
powierzchni komoérki receptor aktywuje $ciezke przekazy-
wania sygnatu kinazy MAP Fus3p, ktéra fosforyluje zawie-
rajace homeodomene biatko regulatorowe Stel2p, aktywu-
jace transkrypcje odpowiednich gendw [55]. W komérkach
typu a Stel2p wigze sie do specyficznej sekwencji PRE w ge-
nach a-specyficznych - powstaje kompleks McmlIp/Stel2p.
W promotorach genéw a-specyficznych nie ma sekwencji
PRE i najprawdopodobniej Stel2p oddziatuje z komplek-
sem Mcmlp/al poprzez aktywator al (Ryc. 3) [2], Wiado-
mo, ze do powstania komplekséw i aktywacji transkrypcji
przez Mcmlp/al i Mcmlp/Stel2p konieczne jest zagiecie
DNA przez Mcmlp. Badania strukturalne wykazaty, ze w
kompleksie Mcmlp z represorem a2 réwniez obserwuje sie
zagiecie czasteczki DNA [5]. Wydaje sie jednak, ze zagiecie
to nie jest tak istotne dla funkcji represora a2 [10,49,56].

ROLA Mcmlp W REGULACJI METABOLIZMU ARGININY

Mcmlp reguluje ekspresje genéw metabolizmu argininy,
wspotdziatajac z biatkami ArgRIp, ArgRIIp i ArgRIllp. Po
pojawieniu sie w $rodowisku argininy biatka te aktywujg
ekspresje gendw katabolicznych i hamujg ekspresje genéw
anabolicznych (Tab. 1) [42]. ArgRIp i ArgRIllp sg specy-
ficznymi regulatorami metabolizmu argininy, natomiast
ArgRI1Ip petni w komérce rowniez inne funkcje. Kompleks
biatek ArgRp i Mcmlp wigze sie specyficznie do sekwencji
ARC, sktadajacej sie ze zdegenerowanej sekwencji podobnej
do miejsca wigzania Mcmlp i motywu CGR rozpoznawa-
nego przez ArgRIllp. Zadne z biatek kompleksu nie wigze
sie samo do sekwencji ARC in vitro [57]. Przypuszcza sig,
ze biatka ArgRp oraz Mcmlp moga ze sobg oddziatywac
w jadme komdrkowym w spos6b niezalezny od obecnosci
argininy.

ArgRIp (Arg80p) jest biatkiem MADS typu |, zbudowa-
nym z 177 reszt aminokwasowych. Wigze sie ono z sekwen-
cjg docelowg w DNA z duzo nizszym powinowactwem niz
Mcmlp i samo nie moze aktywowac transkrypcji [60]. Do-
meny MADS Mcmlp i ArgRIp sg bardzo do siebie podobne,
jednak nie mozna ich miedzy sobg zamieni¢, co $wiadczy o
tym, zerdznice w funkcji obu biatek wynikaja z niewielkich
réznic w sekwencji domeny. Wykazano, ze aminokwasy de-
cydujace o specyficznosci ArgRIp sa potozone blisko siebie
na powierzchni biatka w dwoch miejscach i moga by¢ miej-
scem oddziatywania z Mcmlp i ArgRlIp.

ArgRI1Ip (Arg81p) jest czynnikiem transkrypcyjnym z do-
meng dwujgdrowego palca cynkowego (Zn2ys6. Wigze sie
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on do sekwencji ARC tylko w kompleksie z Mcmlp i Ar-
gRIp. W kompleksie regulacyjnym ArgRIIp spetnia funkcje
czujnika (sensora) argininy [57], ArgRIlIp (Arg82p) ma ak-
tywnos¢ kinazy polifosforanu inozytolu, jednak aktywnos$¢
ta nie jest istotna w procesie regulacji metabolizmu argini-
ny [58]. W przeciwienstwie do trzech pozostatych biatek,
ArgRIlIp nie ma zdolno$ci wigzania sie z DNA. Peini ono
funkcje biatka opiekuficzego, stabilizujgcego heterodimer
dwdch biatek MADS: ArgRIp-Mcmlp, oddziatujac z nimi
poprzez helisy a domeny MADS [59]. W procesie stabili-
zacji uczestniczy bogaty w asparagine fragment biatka Ar-
gRIlIp potozony na jego kohcu C.

Kompleks Mcmlip-ArgRp hamuje ekspresje genéw ana-
bolicznych oraz aktywuje ekspresje gendw zaangazowa-
nych w katabolizm tego aminokwasu (Tab. 1). W rejonach
promotorowych gendw katabolicznych sekwencje ARC sg
potozone powyzej sekwencji TATA, a wiekszosci gendw
anabolicznych (z wyjatkiem genu ARG1), ponizej sekwencji
TATA. Sugeruje to, ze potozenie sekwencji ARC wzgledem
sekwencji TATA moze decydowaé o aktywacji lub hamo-
waniu ekspresji genu [42], Kompleks biatek ArgRp/Mcmlp
powstaje w kilku etapach. Najpierw tworzy sie heterodi-
mer dwdch biatek MADS (ArgRIp/Mcmlp), stabilizowany
przez ArgRIllp. W przypadku genéw anabolicznych hete-
rodimer ArgRIp/Mcmlp moze by¢ rekrutowany w rejon
promotorowy przez aktywator Gcndp [61]. W obecnosci
argininy, heterodimer wigze sie ze specyficznym aktywato-
rem ArgRIllp. Gdy stezenie argininy w komaérce jest wyso-
kie, powstaty kompleks trzech biatek wigze sie z sekwencja-
mi ARC w rejonach promotorowych odpowiednich genow,
aktywujac lub reprymujac ich ekspresje. W procesie tym
istotne jest rowniez zagiecie DNA przez biatka MADS [42],

Homologi Mcmlp zidentyfikowano réwniez u innych
grzybow, u ktérych biorg one udziat w regulacji ekspresji
genow specyficznych dla typu ptciowego, aktywacji gendéw
odpowiedzi na feromony iregulacji procesow morfogenezy
[2)/ a takze w regulacji ekspresji genéw, ktdre u drozdzy nie
sq regulowane przez Mcmlp [43], W przeciwienstwie do
drozdzy, u wiekszos$ci grzybow wystepuje tylko jedno biat-
ko MADS typu SRF, co wigze sie z podwojeniem genomu
w linii S. cerevisiae [62], Rowniez mechanizm dziatania tych
regulatoréw czesto jest inny niz u drozdzy. U Aspergillus ni-
dulans wykazano, ze biatko MCMA bierze udziat w regula-
cji ekspresji genéw katabolizmu argininy (Macios, Szafron
i Dzikowska, dane niepublikowane). U tego grzyba brak
homologa ArgRIp, a wiec prawdopodobnie MCMA bierze
udziat w tym procesie jako homodimer, a nie heterodimer.

BIALKA MADS TYPU MEF2 BIORA UDZIAL W
PRZEKAZYWANIU SYGNALOW U GRZYBOW

U S. cerenisiae RImIp reguluje ekspresje ponad dwudzie-
stu gendw zwigzanych z syntezg $ciany komorkowej po jej
uszkodzeniu. Ich ekspresja jest indukowana w odpowiedzi
na liczne sygnaty Srodowiskowe, takie jak stres osmotycz-
ny, wysoka temperatura, obecno$¢ feromondéw czy zwigz-
kdw chemicznych uszkadzajgcych $ciane komdrkowa
[44,63]. Sygnaty te aktywujg Sciezke przekazywania sygna-
tu kinazy MAP Mpklp, ktéra fosforyluje RImlIp w obrebie
domeny MEF2, aktywujac transkrypcje gendéw docelowych.
Wykazano, ze fosforylacja nie wptywa na jadrowga lokali-
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Rycina 4. Regulacja genetyczna morfogenezy kwiatu wg modelu ABC. Schemat
budowy kwiatu w przekroju podtuznym (powyzej) oraz rozktad ekspresji gendw
zklas A, BiCw rozwoju poszczegdlnych czesci kwiatu (ponizej). Liniami o takim
samym wzorze oznaczono poszczeg6lne elementy kwiatu oraz odpowiadajgce
im strefy ekspresji genéw A, Bi C.

zacje RImlp. Ostatnio stwierdzono, ze gen YGP1 kodujacy
glikoproteine Sciany komdrkowej jest regulowany zaréw-
no przez Mcmlp, jak i RImlp, nie ma jednak dowoddw na
oddziatywanie tych dwdch biatek [64], Wiekszo$¢ gendow
drozdzy, ktérych ekspresja jest indukowana w odpowiedzi
na stres osmotyczny, jest requlowana przez Smplp - drugie
biatko MADS typu MEF2. W odpowiedzi na stres biatko to
jest fosforylowane przez inng kinaze MAP — Hoglp. Po-
dobnie jak w przypadku RImlp, fosforylacja jest niezbedna
do aktywacji transkrypcji genéw docelowych. W fazie sta-
cjonarnej Hoglp jest rGwniez niezbedne do jadrowej lokali-
zacji Smplp [45].

U innych grzybéw wystepuje przewaznie tylko jedno
biatko MADS typu MEF2. RLMA z A. nidulans réwniez
kontroluje geny zwigzane z biogenezg $ciany komérkowej,
jednak jego kontroli podlega znacznie mniej genow niz u S.
cerevisiae [65]. MIGI, homolog RImlp z patogenu roélin Ma-
gnaporthae gnsea jest niezbedny w procesie zakazenia [66].

ROSLINNE CZYNNIKI TRANSKRYPCYJINE Z DOMENA
MADS PELNIA FUNKCJE HOMEOTYCZNE

Regulatory MADS u roslin nalezg w wiekszosci do gru-
py MIKC [8]. Oprécz domeny MADS typu Il (podobnej do
domeny MEF2) zawierajg one réwniez drugg silnie zacho-
wawcza ewolucyjnie domene K, umozliwiajagcg powstawa-
nie multimerycznych komplekséw. Domena K sktada sie z
trzech regionéw (KI, K2, K3), ztozonych z powtarzajacych
sie siedmioaminokwasowych motywéw (abcdefg)n gdzie
w pozycjach a i d wystepujg aminokwasy hydrofobowe
posredniczace w oddziatywaniach miedzy domenami K.
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KI, K2 i K3 w niejednakowym stopniu uczestniczg w two-
rzeniu homo- i heterodimeréw miedzy biatkami MIKC. U
rzodkiewnika i wyzlinu (Antirrhinum majus) do powstania
zdolnych do wigzania sie z DNA heterodimerdw biatok kla-
sy B (patrz model ABC, opisany ponizej) niezbedny jest re-
gion Kl oraz w mniejszym stopniu region K2, a takze obszar
pomiedzy nimi [67], Biatka MIKC moga réwniez tworzyé
heterodimery, oddziatujgc ze sobg za posrednictwem regio-
néw K2 i K3. Poniewaz oba te regiony sg silnie zachowaw-
cze ewolucyjnie w obrebie podrodzin, przypuszcza sie, ze
moga one miec istotne znaczenie dla oddziatywan miedzy
przedstawicielami réznych podrodzin [68]. Do powstania
homodimerédw niektorych biatek klasy B niezbedny jest
rowniez region C [69], Roslinne biatka MADS wchodzg w
sktad kompleksdw regulacyjnych powstajgcych i aktywo-
wanych w zaleznosci od sygnatéw ze Srodowiska zewnetrz-
nego i wewnetrznego. Jednak w przeciwienstwie do grzy-
bowych i zwierzecych, biatka ros$linne oddziatujg gtéwnie
miedzy sobg [2].

Roslinne czynniki MADS o znanej funkcji zaangazowa-
ne sg gtéwnie w regulacje kwitnienia, cho¢ biorg tez udziat
w regulacji innych proceséw, np. rozwoju owocu czy lisci
[70]. Trzy gtowne klasy biatek kontrolujgcych kwitnienie, to
regulatory czasu kwitnienia, tozsamosci merystemu kwia-
towego oraz tozsamosci organdw kwiatu. Biatka MADS
wystepujg najliczniej w ostatniej grupie, odpowiadajac za
morfogeneze kwiatéw, sg jednak takze obecne w dwdch
pierwszych klasach, inicjujagc przejscie rosliny z fazy roz-
woju wegetatywnego do generatywnego [7], Na podsta-
wie analizy mutantéw homeotycznych rozwoju kwiatéw u
rzodkiewnika i wyzlinu, w ktdrych mutacje powoduja prze-
ksztatcenie jednego organu kwiatu w inny, skonstruowano
model genetycznej kontroli morfogenezy kwiatu, zwany
modelem ABC. Model ten zaktada, ze wyksztatcenie orga-
néw kwiatu zalezy od aktywnosci trzech klas gendw: A, 13
i C. Z komdrek wyrazajgcych tylko geny klasy A powstaja
dziatki kielicha, z komérek wyrazajacych geny klasy A i 13
— ptatki korony, z komdrek wyrazajgcych geny klasy B i
C — preciki, a z komorek wyrazajacych tylko geny klasy C
—stupek (Ryc. 4). Model ABC wydaje sie by¢ wspdlny dla
rozwoju kwiatu wszystkich roslin okrytozalgzkowych, cho¢
u réznych roslin wystepuja pewne odstepstwa [71]. Model
ABC rozszerzony o geny regulujgce rozwoj zalgzka (klasa
D) oraz geny niezbedne do prawidtowego wyksztatcenia
wszystkich czterech organéw kwiatu (klasa E), nazwano
modelem ABCDE. U rzodkiewnika do genow klasy A nalezg
APETALAL (AP1) i APETALA2 (AP2); klasy B - APETALA3
(AP3) oraz PISTILLATA (PI); klasy C - AGAMOUS (AG);
klasy D - SEED STICK (STK), SHATTER PROOF1 (SHP1)
i -2; iklasy E - SEPALLATAL (SEP1), -2, -3 i -4. Tylko AP2
nie jest biatkiem z rodziny MADS [8,72].

Oparty na analizie genetycznej model ABCDE prze-
ksztatcono w model molekularny; model ten ttumaczy kom-
binatoryczne sieci regulacyjne w rozwoju kwiatu zdolnoscia
biatek MADS do tworzenia heterotetramerycznych kom-
plekséw aktywujacych lub hamujacych ekspresje gendéw
docelowych dla Sciezki rozwojowej kazdego organu kwia-
tu. Zgodnie z tym modelem, tetramery sktadajg si¢ z dwdch
dimerow wigzacych potozone blisko siebie sekwencje CArG
i oddziatujgcych ze sobg dzieki zagieciu DNA [73]. Wyka-
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zano, ze biatka rzodkiewnika AP1/AP3/PI/SEP3 (A+B+E)
oraz AP3/P1/AG/SEP3 (B+C+E) oddziatujg ze sobg in vitro,
oraz ze tworzg aktywne kompleksy regulacyjne in vivo [74].
Multimeryczne, funkcjonalne kompleksy tworzg réwniez
biatka warunkujgce rozwo6j zalgzka: STK, SHP1 lub SHP2 z
biatkami AG oraz SEP [75]. Powstawanie multimerycznych
komplekséw biatek MADS potwierdzono réwniez u wy-
zlinu. Wykazano, ze produkty gendw klasy B DEFICIENS
(DEF) i GLOBOSA (GLO) oraz genu klasy A SQAMOSA
(SQUA) oddziatujg ze soba, tworzac kompleks silnie wig-
zacy dwie sgsiadujgce ze sobg sekwencje CArG [76]. W po-
wstawaniu multimerycznych komplekséw roslinnych bia-
tek MADS kluczowg role odgrywajg oddziatywania miedzy
ich domenami MADS i |, prowadzace do powstania homo- i
heterodimeréw, oraz miedzy domenami K oraz C — istot-
ne w powstawaniu komplekséw multimerycznych [8,72],
Stosujac drozdzowy system dwuhybrydowy, opracowano
mape oddziatywan wszystkich biatek MADS rzodkiewni-
ka, ktora potwierdza istnienie hierarchicznych sieci regu-
lujacych rozwdj rosliny w zaleznosci od réznych sygnatéw
wewnetrznych i zewnetrznych [77],

Ostatnio wykazano, ze roslinne biatka MADS, podobnie
jak biatka zwierzece, moga dziata¢ jako aktywatory lub re-
presory w zaleznosci od tego, czy przytaczy sie do nich od-
powiedni koaktywator lub korepresor. Wykazano, ze kom-
pleks biatek LEUNIG (LUG) i SEUSS (SEU) moze oddziaty-
wac z biatkami API i SEP3, blokujac ich zdolno$¢ do akty-
wacji transkrypcji [78], LUG i SEU nie sg biatkami MADS, a
LUG wykazuje wysoka homologie do drozdzowego kore-
presora Tuplp. Kompleks LUG/SEU hamuje transkrypcje,
rekrutujagc do promotora genu docelowego deacetylaze hi-
stonéw, podobnie jak drozdzowy kompleks Tuplp/Ssnép
blokujacy aktywnos$é drozdzowego biatka MADS-Mcmlp.
LUG moze rowniez hamowac transkrypcje poprzez bezpo-
$rednie oddziatywania z kompleksem mediatora [79],

Przodek wszystkich biatek MADS

Rycina 5. Ewolucja biatek MADS. Dwa typy domeny MADS powstaty przed
wyodrebnieniem sie krélestw roslin, zwierzat i grzybéw. Domeny K, MEF2 oraz
SAM wyksztatcity sie w p6Zniejszym okresie. Rycina wg. [1]; przedrukowano za
zgoda National Academy of Sciences, USA.
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EWOLUCJA BIALEK Z RODZINY MADS

Biatka z domeng MADS sg jedng z najpowszechniej spo-
tykanych rodzin czynnikdw transkrypcyjnych w komérkach
eukariotycznych. Domena MADS jest w duzym stopniu
zachowana w ewolucji. Swiadczy to o tym, ze mechanizm
oddziatywania tej domeny z DNA, zwigzany z jego zagi-
naniem oraz mechanizm oddziatywania z innymi biatkami
jest kluczowy dla funkcji biatek z tej rodziny.

Analiza filogenetyczna biatek MADS grzybéw, zwierzat
i roslin wskazuje, ze duplikacja prowadzaca do powstania
dwéch typéw domeny MADS (typu | - podobnej do SRF
i typu Il — podobnej do MEF2), musiata nastgpi¢ jeszcze
przed rozejsciem sie drdg ewolucyjnych roslin i zwierzat.
We wszystkich tych grupach wystepujg biatka MADS oby-
dwu typow. Obserwuje sie rowniez wieksze podohienstwo
miedzy domenami tego samego typu z réznych organi-
zmoéw niz miedzy domenami réznych typéw z tego samego
organizmu. Na przyktad u rzodkiewnika domeny MADS
typu | sg bardziej podobne do domeny zwierzecego SRF niz
do domen MADS biatek MIKC (typu Il) tego samego ga-
tunku. Réwniez domeny MADS zwierzecych biatek MEF2
sg bardziej podobne do domen typu Il biatek grzybowych
i roslinnych biatek MIKC niz do domeny zwierzecego SRF
(Ryc. 5). Najprawdopodobniej dopiero w pézniejszym okre-
sie po rozejsciu sie drédg ewolucyjnych roslin i zwierzat wy-
ksztatcity sie domeny C-koricowe biatek MADS (K, SAM i
MEF) (Ryc. 1) [1],

W przeciwienstwie do grzybow izwierzat, u ktérych wy-
stepuje tylko kilka biatek z rodziny MADS, genom roslin
koduje ich ponad sto. Mozna to wytlumaczy¢ czestymi u ro-
$lin duplikacjami catego genomu [80], Biatka MIKC ziden-
tyfikowano u przedstawicieli wszystkich roslin lgdowych,
tagcznie z mszakami i paprotnikami, i odegraty one bardzo
istotng role w ewolucji tych organizméw. Analiza filogene-
tyczna wskazuje, ze biatka MIKC powstaty przed rozejsciem
sie linii ewolucyjnych roslin zarodnikowych i nasiennych.
W ich ewolucji niezwykle istotne byto przytaczenie do do-
meny MADS domeny K, umozliwiajgcej powstawanie mul-
timerycznych komplekséw. Prawdopodobnie nastgpito to
w procesie tasowania domen [3,8,70]. Duplikacje doprowa-
dzity do powstania duzej rodziny genow kodujacych biatka
MIKC —roélinne biatka homeotyczne, petnigce kluczowe
funkcje w procesie morfogenezy kwiatu. Mutacje w obre-
bie poszczegdlnych genéw MIKC oraz zmiany profilu ich
ekspresji umozliwity tworzenie wielosktadnikowych kom-
pleksow o nowych funkcjach. Wynikato to miedzy innymi z
tego, ze biatka w obrebie kompleksu oddziatywaty ze sobg,
awiec i ewoluowaty w sposo6b od siebie zalezny. O ewolucji
oddziatywan pomiedzy réznymi biatkami MIKC $wiadczy
analiza oddziatywan miedzy regulatorami klasy B. U gatun-
ku Gnetum gnemon (drzewiasta roslina nagonasienna z ro-
dziny gniotowatych) stwierdzono wystepowanie wytacznie
homodimeréw tych biatek. Podobne wyniki uzyskano dla
innych roslin nagonasiennych. U okrytonasiennych roslin
jednolisciennych (lilia i ryz) zaobserwowano powstawanie
zar6wno homo-, jak i heterodimeréw, natomiast u rzod-
kiewnika i wyzlinu czynniki te wystepuja jako heterodime-
ry [8]. Ewolucja ro$linnych biatek MIKC jest dobrym przy-
ktadem tego w jaki sposéb moze powsta¢ skomplikowana
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sie¢ regulacyjna oparta na oddziatywaniach miedzy biatka-
mi tworzgcymi multimeryczne kompleksy, ktére ewoluujac
nabywaja nowe funkcje, co prowadzi do wyksztatcenia za-
sadniczo nowych cech organizmu.

PODSUMOWANIE

Kombinatoryczna regulacja ekspresji gendéw jest proce-
sem, w ktdrym, w odpowiedzi na sygnaty ze srodowiska
zewnetrznego i wewnetrznego, stosunkowo niewielka licz-
ba czynnikow transkrypcyjnych reguluje wiele grup genow
dzieki temu, ze biatka te, oddziatujac ze sobg, tworzg wielo-
sktadnikowe kompleksy o ré6znym sktadzie, aktywujgce lub
hamujace transkrypcje. W przeciwienstwie do roslinnych
biatek MADS, ktére oddziatujg gtdwnie miedzy sobg, grzy-
bowe i zwierzece biatka z tej rodziny oddziatujg z czynni-
kami transkrypcyjnymi réznych typow, takimi jak czynniki
zawierajagce homeodomene, domene ETS czy tez domene
typu uskrzydlona helisa-skret-helisa. W wielu przypad-
kach wykazano, ze powstanie kompleksu jest zalezne od za-
giecia DNA wprowadzanego przez domene MADS. Zagie-
cie DNA najprawdopodobniej nie tylko utatwia zwigzanie
biatka MADS z sekwencjg docelowa, ale rowniez prowadzi
do powstania kompleksu biatko-DNA o strukturze umozli-
wiajacej wigzanie kolejnych biatek regulacyjnych. Czynniki
transkrypcyjne oddziatujgce z biatkami MADS najczesciej
wigzg sie do specyficznych sekwencji docelowych, poto-
zonych obok sekwencji CArG. Czesto jednak obserwuje sie
wigzanie kooperatywne, wymagajace wczes$niejszego zwig-
zania z DNA biatka MADS. Regulacja ekspresji genéw do-
celowych w odpowiedzi na sygnaty srodowiska jest zwig-
zana z fosforylacjg samych biatek MADS lub biatek z nimi
oddziatujgcych przez kinazy MAP. W wielu przypadkach
wykazano, ze w wyniku takiej fosforylacji w rejon promoto-
ra regulowanego genu rekrutowane sg kompleksy zmienia-
jace strukture chromatyny, np. wprowadzajgce modyfikacje
histondw. Najczesciej sa to kompleksy acetylaz i deacety-
laz histonéw. Czesto rekrutacja tych kompleksow wymaga
wczedniejszego zwigzania odpowiednich koaktywatordw
lub korepresorow.
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ABSTRACT

Structural and functional diversity of cellular types is mainly the result of combinatorial regulation of gene expression in which transcrip-
tional factors interact in different ways and different combinations in response to signaling pathways. MADS - box transcription factors are
found in all eukaryotic kingdoms and they are of key importance in signal transduction to the genome. MADS - box factors interact with
other regulatory proteins in complexes which can activate or repress transcription. In many cases these additional proteins influence the
affinity and specificity of the complex for the target sequence. They can change the chromatin structure and decide which group of genes
is regulated in a specific way. The MADS domain is a distinctive feature of the MADS - box transcription factors. It is a highly conserved
domain of approximately 80 amino acids, responsible for DNA binding and bending, dimerization and interactions with other proteins. In
animal cells MADS - box transcription factors participate in regulation of cell growth and differentiation, embryogenesis and morphogenesis.
In yeast they are involved in the control of cell cycle progression, regulation of mating type specific genes, control of arginine metabolism,
cell wall biosynthesis and osmotic stress response. Plant MADS-box proteins provide different homeotic functions determining floral organ
development. This review is aimed at characterizing how MADS-box transcription factors interact with other regulatory proteins and how
they are activated by different signal transduction pathways. We also summarize recent theories concerning the evolution of this family of
transcriptional regulators.
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STRESZCZENIE

B iatko FHIT (ang.fragile histidine triad) jest hydrolaza diadenozynotrifosforanéw, nale-
zacg do rodziny biatek HIT (ang. histidine triad). Jest to biatko supresorowe, odgrywa-
jace wazna role w indukcji apoptozy, kontroli cyklu komoérkowego i wrazliwosci komoérek
na czynniki powodujace powstawanie uszkodzeri w DNA. Aktywno$¢ hydrolazowa nie jest
wymagana do petnienia przez ten enzym funkcji supresorowej. Gen FHIT zlokalizowany
jest w miejscu tamliwym trzeciego chromosomu cztowieka, w regionie FRA3B (ang. fragi-
le site in the human genome), gdzie czesto$¢ wystepowania aberracji chromosomowych jest
bardzo wysoka. Utrate ekspresji genu FHIT stwierdzono w wielu typach komérek nowotwo-
rowych. Przywrdcenie ekspresji FHIT w komérkach nowotworowych cztowieka prowadzi
do indukcji apoptozy, co stwarza mozliwo$¢ zastosowania genu FHIT w terapii przeciwno-
wotworowej.

WPROWADZENIE - ODKRYCIE BIALKA FHIT

Transformacja nowotworowa jest procesem ztozonym obejmujgcym zmiany
w genomie prowadzace do aktywacji onkogendw i/lub utraty funcji genéw su-
presorowych [1,2]. Aberracje chromosomowe izwigzana z tym zmiana ekspresji
genow jest czesto krytyczna dla procesu powstawania i rozwoju nowotworu.

Istniejg okre$lone miejsca w chromosomach cztowieka i naczelnych, tzw.
miejsca tamliwe, gdzie czesto$¢ wystepowania peknieé czy delecji jest wieksza.
Ze wzgledu na zwiekszong podatnosé na uszkodzenia, miejsca takie sq uwazane
za gtéwne obszary rearanzacji chromosomowych w nowotworach.

W przypadku nowotworéw ztosliwych aberracje chromosomowe wystepuja
najczesciej na krotkim ramieniu chromosomu trzeciego. Szczegdlnie interesuja-
cy jest region 3pl4.2., ktéry obejmuje zardwno FRA3B, miejsce tamliwe chromo-
somu zwigzane z wystepowaniem rodzinnego nowotworu nerek (ang. familial-
kidney-cancer-associated breakpoint) t(3;8)(pl4.2;q24), oraz miejsce scalenia wirusa
papilloma (ang. papilloma virus integration site) [3].

W tkankach wielu typéw nowotwordéw obserwuje sie delecje fragmentu
chromosomu 3pl4.2 o wielko$ci 200 - 300 kb. W regionie tym znajduje sie gen
sktadajacy sie z 10 eksondéw, ktérego produkt ekspresji stanowi, odkryte w 1996
roku, biatko o dtugosci 146 aminokwaséw i wielkos$ci 16,8 kDa. Ze wzgledu na
znaczng homologie w sekwencji aminokwasowej, biatko to zakwalifikowano do
rodziny biatek HIT (ang. Histidine Triad Proteins). Badania wykazaty, ze podob-
nie jak inne biatka z tej rodziny, nowo odkryte biatko zawiera w poblizu C-kon-
ca sekwencje His-O-His-O-His-O-0, gdzie O oznacza aminokwas hydrofobowy
[1,4] (Ryc. 1).

Gen kodujacy to biatko, nazwany genem FHIT (ang. fragile histidine triad), wy-
kazuje 69% homologii z genem aphl kodujagcym hydrolaze diadenozyno-PfiP4
tetrafosforanow (Ap4A) z Schizosaccaromyces pombe [1,5]. Taka homologia w
budowie genu sugerowata, ze nowo odkryte biatko réwniez moze wykazywac
aktywno$¢ hydrolazowg. P6Zniejsze badania potwierdzity te przypuszczenia
dowodzac, ze biatko FHIT in vitro posiada aktywno$¢ enzymatyczng hydrola-
zy diadenozynotrifosforanow [6]. Od momentu odkrycia [1] trwajg intensywne
prace nad poznaniem funkcji i mechanizmu dziatania biatka FHIT.

WEWNATRZKOMORKOWA LOKALIZACJA FHIT

Poczatkowe badania przeprowadzone na tkankach szczura sugerowaty, ze
biatko Fhit obecne jest jedynie w jadrze komoérkowym ibtonach cytoplazmatycz-
nych [7], P6zniej pojawity sie doniesienia o mitochondrialnej lokalizacji FHIT w
komérkach nowotworu ptuc cztowieka [8],
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Rycina 1. Struktura biatka FHIT: A — struktura drugorzedowa (zaznaczone sg
fragmenty o strukturze beta i o strukturze helisy); B —sekwencja aminokwaso-
wa (kolorem czerwonym oznaczono regiony biatka zachowane w ewolucji). Na
podstawie: www.ebi.ac.uk.

Woprowadzenie egzogennego genu FHIT do komdrek no-
wotworowych powoduje kumulowanie sie produktu jego
ekspresji zarébwno w cytoplazmie, jak i mitochondrium [9,
10]. Obnizony poziom lub catkowity zanik biatka FHIT ob-
serwuje sie w wielu typach komdrek nowotworowych. Tak-
ze niektére zdrowe komorki wykazuja catkowitg lub cze-
sciowg utrate ekspresji genu FHIT [7],

AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA

Biatko FHIT wykazuje aktywno$¢ enzymatyczna ty-
powej hydrolazy dinukleozydo-P1P3trifosforanow (EC
3.6.1.29). Jest to pierwsze biatko z rodziny HIT, w ktérym
triada histydynowa okazata sie krytyczna dla zdolnosci en-
zymatycznych. Zamiana poszczeg6lnych reszt histydyny
na reszty asparaginy skutkowata obnizeniem aktywnosci
hydrolitycznej enzymu, przy czym histydyna w pozycji 96
okazata sie aminokwasem niezbednym w reakcji hydrolizy
substratu katalizowanej przez biatko FHIT [6],

Zwigzkami ulegajgcymi reakcji hydrolizy katalizowanej
przez biatko FHIT sa ApnA (gdzie n = 3-6), GpnG (n = 3-4)
oraz Ap3G i Ap4G, z czego preferowanym substratem jest
Ap3A. Jednym z produktéow hydrolizy jest, odpowiednio,
AMP lub GMP. Jony Mn2+i Mg2+stymuluja reakcje hydroli-
zy, podczas gdy Zn2rpowoduje jej zahamowanie (Ryc. 2).

Wraz ze wzrastajgcg liczbg grup fosforanowych w czg-
steczce substratu maleje aktywno$¢ hydrolityczna biatka
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FHIT. Warto$¢ Km reakcji hydrolizy Ap3A katalizowanej
przez biatko fuzyjne GST-FHIT wynosi 1,3 pM, podczas
gdy dla analogicznej reakcji z Ap4A warto$¢ ta wynosi 4,6
pM [6].

Odkryto, ze zwiekszenie wewnatrzkomorkowej ilosci
jednego z substratow biatka FHIT - Ap4A moze prowadzié
do indukcji apoptozy. W komorkach ulegajacych apopto-
zie indukowanej zablokowaniem topoizomerazy DNA I
zaobserwowano zmniejszajacy sie poziom Ap3A przy jed-
noczesnym zwiekszaniu sie stezenia Ap4A. Ponadto, sam
Ap3A nie indukowat w badanych komérkach ani apopto-
zy, ani réznicowania, za to wykazywat silny synergizm do
estrow forbolu — aktywatoréw biatkowej kinazy C (PKC,
ang. protein kinase C). Stad postawiono hipoteze, ze Ap3A
i Ap4A moga dziata¢ jako fizjologiczni antagonisci, przy
czym Ap4A indukuje apoptoze, a Ap3A jest koinduktorem
réznicowania [11].

Obecne badania dowodzg, ze kluczowym substratem dla
indukcji zwigzanego z biatkiem FHIT procesu apoptozy, jest
Ap3A [12], W Kilku liniach komérek nowotworowych czto-
wieka wykazano Scistg zalezno$¢ pomiedzy poziomem eks-
presji genu FHIT a poziomem Ap3N (w tym takze Ap3A).
Obecnos$¢ biatka FHIT w komorkach jest zwigzana z bar-
dzo niskim, czesto ponizej mozliwosci detekcji, poziomem
Ap3A iodwrotnie —wobec braku FHIT poziom Ap3A jest
wyzszy. To wskazuje, ze biatko FHIT bierze udziat w re-
gulacji wewnatrzkomoérkowego stezenia Ap3A. Podobnych
zaleznosci nie obserwuje sie w przypadku Ap4A, stad sadzi
sie, ze ekspresja genu FHIT nie jest zwigzana z poziomem
Ap4A w komorkach [13]. Takie wyniki wskazuja, ze chociaz
biatko FHIT in vitro wigze i hydrolizuje zar6wno Ap3A, jak
i Ap4A [6], in vivo aktywnie metabolizuje jedynie Ap3A, nie
hydrolizuje natomiast Ap4A [13],

W komorkach poddanych dziataniu czynnikéw induku-
jacych apoptoze, poziom Ap3A zmienia sie. Wielko$¢ zmian
zalezna jest od rodzaju zastosowanego zwigzku i jest Scisle
zwigzana z poziomem apoptozy w puli badanych komérek
[12].

BIALKO FHIT A INDUKCJA APOPTOZY

Aktywnos$¢ hydrolazowa biatka FHIT nie jest wymagana
do petnienia przez nie funkcji supresorowej [2], Sygnatem
do rozpoczecia kaskady zdarzen prowadzacej w efekcie do
apoptozy jest utworzenie kompleksu biatka FHIT z substra-
tem. Formowanie sie kompleksu biatko FHIT - Ap3A jest
kluczowym elementem przekazywania sygnatu do induk-
cji apoptozy przekazywanego dalej do innych partneréw w
kaskadzie sygnalizacyjnej [14,15].

Badania krystalograficzne sugeruja, ze kompleks biat-
ka FHIT z substratem ma charakter czasteczki sygnatowej,
zaangazowanej w indukcje apoptozy w komérce [15], ale
doktadny przebieg kaskady sygnalizacyjnej prowadzacej
w efekcie do $mierci komérki nie zostat dotychczas pozna-
ny. Przypuszcza sie, ze proapoptotyczna aktywno$¢ biatka
FHIT moze polegac na specyficznym #gczeniu i aktywowa-
niu innych biatek zaangazowanych w indukcje apoptozy,
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Rycina 2. Reakcja enzymatyczna hydrolizy Ap3A katalizowana przez biatko Fhit. Reakcja zachodzi dwuetapowo i prowadzi do wydzielenia AMP i ADP.

ale partnerzy, z ktérymi oddziatuje, nie zostali, jak dotad,
zidentyfikowani.

Obecnie wiadomo, ze nadekspresja genu FHIT w ko-
morkach niedrobnokomérkowego raka pluc cztowieka
(NSCLC) prowadzi do zwiekszonej ekspresji gendw recep-
toréw $mierci (DR) oraz aktywacji kaspaz 3, 8 i 9. Efektem
przywrocenia ekspresji genu FHIT w komdrkach NSCLC
jest takze naruszenie integralnosci bton mitochondrialnych.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze biatko FHIT moze induko-
wac apoptoze poprzez bezposrednig aktywacje receptorow
$mierci. Taka zalezno$¢ moze wskazywac¢ na udziat biatka
FHIT w szlaku receptorowym apoptozy [16].

Wprowadzenie genu FHIT do komdérek nowotworu phuc
linii H460 skutkuje indukcjg apoptozy i znacznym zaha-
mowaniem wzrostu komdrek. Obserwuje sie zatrzymanie
cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym GI1. Nastepuje
wzrost ilosci biatek Bak i p21vaf przy jednoczesnym braku
zmian w poziomie ekspresji genow biatek Bcl-2, Bel-XL, Bax
i p53. Brak zmian w poziomie biatka p53 sugeruje, iz induk-
cja apoptozy przez biatko FHIT moze by¢ niezalezna od p53
[17],

Inne badania donoszg o zaleznosci tego mechanizmu
od biatka adaptorowego FADD (ang. Fas-associated death
domain). Potwierdzajg one hipoteze, ze biatko FHIT wpty-
wa na aktywacje kaspazy-8, jednoczes$nie wskazujac moz-
liwo$¢ indukcji apoptozy przez biatko FHIT niezaleznej od
mitochondrium. Jednym z czynnikdw potwierdzajacych
mozliwo$¢ istnienia niezaleznego od mitochondrium me-
chanizmu indukcji apoptozy przez biatko FHIT jest brak
hamowania procesu przez biatka zaangazowane w kontrole
szlaku mitochondrialnego apoptozy: Bcl-2 i Bel-XL [18].

Pojawiaty sie doniesienia o mitochondrialnej lokaliza-
cji biatka FHIT w komdrkach nowotworu ptuc cztowieka i
jego oddziatywaniu z biatkami zaangazowanymi w procesy
zachodzgce w tych organellach. Wykazano, ze biatko FHIT
oddziatuje z reduktazg ferredoksyny (FDXR, ang.ferredoxin
reductase), powodujgcg powstawanie w komorkach reak-
tywnych form tlenu. Wywotanie, przy uzyciu wektora wi-
rusowego, nadekspresji genu FHIT powoduje zwiekszenie
poziomu produkcji reaktywnych form tlenu, co prowadzi
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do indukcji apoptozy w komdrkach znajdujgcych sie w wa-
runkach stresu oksydacyjnego [9,10],

UDZIAL BIALKA FHIT W REGULACJI
CYKLU KOMORKOWEGO

Biatko FHIT odgrywa wazng role w odpowiedzi komor-
ki na czynniki powodujace powstawanie uszkodzen DNA
i aktywacje punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego.
Ekspozycja prawidtowej komoérki na czynniki uszkadzajgce
DNA wywotuje aktywacje biatek zaangazowanych w kon-
trole cyklu komérkowego i, w konsekwencji, zatrzymanie
cyklu w punkcie kontrolnym, a nastepnie naprawe DNA.
W przypadku komoérek nowotworowych obserwuje sig nie-
prawidtowg aktywacje szlakdw indukujacych odpowiedz
punktéow kontrolnych, co w konsekwencji moze prowadzié¢
do akumulacji nienaprawionych uszkodzen w DNA [19],
Poréwnano przebieg cyklu komérkowego i odpornos$¢ na
warunki stresowe ludzkich komérek nowotworowych za-
wierajacych lub pozbawionych biatka FHIT oraz mysich
komorek Fhit++iFhit_/~. Komorki poddano dziataniu czyn-
nikéw uszkadzajgcych DNA (mitomycyna C i promienio-
wanie UV-C). Zaobserwowano obnizony poziom apoptozy
w przypadku komérek Fhit-negatywnych w stosunku do
ich odpowiednikéw zawierajagcych Fhit. Poza tym komorki
pozbawione biatka Fhit wykazywaty wzmozong aktywnos¢
punktow kontrolnych S (10% wiecej komorek w tej fazie
cyklu) i G2 w stosunku do komdrek Fhit++ Jednocze$nie
w fazie G| cyklu komoérkowego znajdowato sie 10% mniej
komorek pozbawionych biatka Fhit w stosunku do liczby
ich odpowiednikow typu dzikiego [20],

Podjeto proby wyjasnienia, ktéry ze szlakéw regulacji
punktu kontrolnego S jest wtgczany przez komoérki pozba-
wione biatka Fhit — szlak zalezny od ATM czy od ATR.
Stwierdzono, ze w przypadku braku biatka Fhit w komérce
przewaza wolny szlak odpowiedzi punktu kontrolnego S
na uszkodzenia DNA, czyli szlak zalezny od kinazy ATR.
Podstawg do wysnucia takiego wniosku byt brak znacza-
cej roznicy w zahamowaniu syntezy DNA pomiedzy my-
simi komorkami zawierajagcymi biatko Fhit, a komaérkami
pozbawionymi tego biatka po 30 minutach od poddania
ich dziataniu promieniowania jonizujgcego [10], Ponadto,
wprowadzenie siRNA dla genéw Atr i Chkl zniosto silng
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odpowiedz punktéw kontrolnych Si G2 w komaérkach Fhit
-/- poddanych promieniowaniu jonizujgcemu [22],

Radioodporno$¢ komdrek zalezy od sity odpowiedzi
punktéw kontrolnych cyklu komérkowego. Komorki, za-
rowno cztowieka, jak i myszy, pozbawione ekspresji FHIT
wykazujg silniejszg odpowiedz punktéw kontrolnych S i
G2 niz ich odpowiedniki dzikiego typu [19,21], Silna od-
powiedZ punktdw kontrolnych jest efektem nadmiernej
aktywacji szlaku ATR/CHK1, co potwierdza silniejszy sy-
gnat z ufosforylowanego Chkl z komorek Fhit7' w stosun-
ku do mysich komérek Fhit+#+ oraz nizszy poziom Cdc25
w komorkach poddanych promieniowaniu jonizujgcemu.
Przyczynia sie to do nabierania przez komérki pozbawio-
ne biatka Fhit zdolnosci tolerowania uszkodzen DNA i w
konsekwencji pozostawiania DNA nie naprawionego lub
czeSciowo naprawionego, co sugeruje zwigzek pomiedzy
tym fenotypem a powstawaniem nowotworow. Biatko
Fhit prawdopodobnie przez modulacje aktywnos$ci szlaku
ATR/CHK1 uwrazliwia komérki na zabijanie indukowane
promieniowaniem [21].

Ostatnie badania wskazujg, ze udziat biatka Fhit w mo-
dulowaniu odpowiedzi punktéw kontrolnych cyklu ko-
morkowego moze by¢ zwigzany z jego zaangazowaniem
w zwiekszanie ekspresji Husl i aktywacje Chkl [23]. Wy-
ciszenie ekspresji genu FHIT w komérkach HEK293 przez
zastosowanie odpowiednich siRNA spowodowato redukcje
poziomu biatka HUS1 oraz RAD1, natomiast wywotanie
nadekspresji genu FHIT w innych komdrkach wywotato
efekt odwrotny —indukcje ekspresji HUS1 [19].

Komoérki mysie pozbawione biatka Fhit, pomimo silnej
aktywacji szlaku Atr/Chkl, sg odporne na zabijanie indu-
kowane dziataniem czynnikéw uszkadzajacych DNA. Wy-
ciszenie genow atr i chkl powoduje uwrazliwienie komorek
na promieniowanie jonizujace [22],

W komorkach, w ktérych przywrécono ekspresje FHIT
obserwuje sie takze zatrzymanie cyklu komérkowego przed
wejsciem w faze GIl. Przypuszcza sig, ze moze to by¢ efekt
indukcji p21vefl [17],

ZWIAZEK MIEDZY UTRATA EKSPRESJI
GENU FHIT A NAPRAWA DNA

Istnieje zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka FHIT i
pewnych biatek zaangazowanych w naprawe uszkodzen
DNA w komérce. Zaleznos$¢ ta moze by¢ dwojakiego rodza-
ju. Z jednej strony biatko FHIT moze petni¢ funkcje regula-
torowg w stosunku do niektérych biatek bioragcych udziat
w naprawie uszkodzen DNA, modulujac przez to ich ak-
tywnos$¢ i tym samym kontrolujgc wydajno$¢ naprawy. Z
drugiej jednak - obnizona ekspresja genow kodujacych biat-
ka naprawcze w efekcie moze prowadzi¢ do zmniejszenia
wydajnosci naprawy uszkodzen DNA, a tym samym - ku-
mulacji uszkodzen i, w konsekwencji, do braku ekspresji
uszkodzonych gendéw, takich jak FHIT. Opisang zalezno$¢
obserwuje sie miedzy innymi w przypadku CRC (ang. co-
lorectal carcinoma), gdzie istnieje zaleznos¢ miedzy utrata
biatka FHIT a biorgcym udziat w naprawie btednie sparo-
wanych zasad biatkiem MSH2, czy w komorkach nowotwo-
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ru piersi, gdzie istnieje zalezno$¢ miedzy poziomem FHIT a
BRCAL1 i BRCA2 [24,25],

Odkrycie zalezno$ci miedzy utratg ekspresji FHITiMSH2
w komdrkach CRC sugeruje, ze utrata funkcji naprawczych
biatka MSH2 moze prowadzi¢ do zaburzen w szlaku napra-
wy btednie sparowanych zasad. W konsekwencji, w obre-
bie genu FHIT kumulujg sie uszkodzenia, dajagc w efekcie
nieaktywny transkrypt. Interesujacy jest fakt, ze zaburzenia
prowadzace w efekcie do zaniku biatka FHIT zachodza w
obrebie intronéw (intron 4 i 5) genu FHIT [25].

W badaniach przeprowadzonych na komdrkach mysich
wykazano, ze biatko Fhit blokuje naprawe DNA przez re-
kombinacje homologiczng. Jest to dziatanie odwrotne w sto-
sunku do Chkl, ktéry kieruje komorke na szlak HRR. W ko-
moérkach pozbawionych ekspresji fiut obserwuje sie zwiek-
szenie poziomu naprawy DNA na drodze HRR, natomiast
w komarkach, ktore nie wykazujg ekspresji chkl, zmniejsza
sie poziom HRR i jednocze$nie zwieksza sie Smiertelno$é
komoérek spowodowana ekspozycjg na promieniowanie.
Takie wyniki wskazujg, ze Fhit i Chkl moga mie¢ przeciwne
dziatanie pod wzgledem kierowania komérki na szlak na-
prawy uszkodzen DNA przez rekombinacje homologiczng
[22] (Ryc. 3).

Nie zaobserwowano zaleznosci pomiedzy biatkiem Fhit
a szlakiem naprawy DNA przez niehomologiczne taczenie
koncow (NHEJ, ang. non-homologous end joining) [21].

BIALKA ODDZIALUJACE Z FHIT

BIALKO Nit

Mechanizm dziatania biatka FHIT nie jest znany, dlate-
go bardzo wazne wydaje sie poznanie wszelkich zaleznosci

Go
DNA(RR) @ 7

Rycina 3. Ekspozycja komdrki na czynniki uszkadzajagce DNA wywotuje aktywa-
cje biatek zaangazowanych w kontrole cyklu komérkowego i, w konsekwencji,
zatrzymanie cyklu komérkowego, a nastepnie naprawe DNA lub skierowanie
komérki na droge apoptozy. Biatko Fhit blokuje naprawe DNA zachodzaca po-
przez rekombinacje homologiczng oraz, prawdopodobnie, przez modulacje ak-
tywnosci szlaku ATR/CHK1 wzmaga $miertelno$¢ komérek
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pomiedzy biatkiem FHIT a innymi molekutami, z ktérymi
FHIT oddziatuje lub ktére dziatajg w sposéb zalezny od
biatka FHIT. Podczas poszukiwania homologéw genu FHIT
cztowieka u Drosophila melanogaster i Caenorhabditis elegans
odkryto biatko fuzyjne, ktérego sktadnikami byty: C-konco-
wa domena Fhit i domena wykazujgca homologie ze spoty-
kang u roslin ibakterii nitrylazag. Nazwano je Nit-Fhit Rosetta
Stone Protein. Wystepowanie tego rodzaju potgczenia ttuma-
czy sie mozliwoscig zaangazowania obu biatek w podobne
procesy biologiczne u rdznych organizmow [26],

Wedtug hipotezy ,,Rosetta Stone" zaktada sie istnienie
w organizmie biatka fuzyjnego, ktérego fragmenty stano-
wig dwa niezalezne biatka. Ich geny moga ulegac¢ ekspresji
oddzielnie w rdznych organizmach [27,28], za$ skiadniki
biatka fuzyjnego, jako pojedyncze polipeptydy, prawdopo-
dobnie biorg udziat w tych samych szlakach komérkowych
i biochemicznych w réznych organizmach [27-29],

Istnieje znaczny stopien homologii pomiedzy biatkami
Fhit i Nit. U ludzi i u myszy homologi nitrylazy i biatko Fhit
sg kodowane przez odmienne geny: FHIT i NITI zlokalizo-
wane, odpowiednio, na ludzkich chromosomach 3 i1, aw
przypadku myszy (fhit i nitl) na chromosomach 14 i 1 [26],
W wiekszos$ci zdrowych mysich tkanek obserwuje sie eks-
presje genu nitl. Istnieje czesciowa zalezno$¢ pomiedzy eks-
presjafhit i nitl [29], W siedmiu na osiem zbadanych tkanek
u myszy zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy poziomem
mRNA nitl ifhit [27].

U Arabidopsis biatka nalezgce do rodziny biatek Nit (Nit
1-3) katalizuja reakcje syntezy roslinnego hormonu wzrostu
—auksyny, bioracej udziat w rozwoju zarodka, formowaniu
sie lisci i korzenia. Przypuszcza sie, ze u roslin gtéwna funk-
cja Nitl jest regulacja poziomu auksyny [29], Zaobserwowa-
no, ze agregacja nitrylazy 1jestjednym z pierwszych wyda-
rzen prowadzacych do $Smierci komdrki wskutek zranienia
wywotanego dziataniem herbicydéw [29,30]. Poniewaz
naturalny substrat roslinnego biatka Nit nie jest substratem
dla jego odpowiednika zwierzecego, sadzi sie, Zze u zwierzat
biatko Nit moze mie¢ inne substraty przeksztatcane do czg-
steczek regulatorowych nie bedgcych auksyng [31].

Analiza strukturalna biatka fuzyjnego Nit-Fhit u nicie-
nia C. elegans wykazata, ze domena Nit wystepuje w formie
tetrameru, do ktérego na przeciwlegtych koncach sg przy-
taczone dimery Fhit. Dzieki odpowiedniemu usytuowaniu
obu sktadnikéw wzgledem siebie, domena Fhit ma zdolnos¢
wigzania i hydrolizy substratu [31].

Komérki mysie, w ktdrych wystepuje niedobor Nitl
charakteryzujg sie przyspieszonym wzrostem w stosunku
do komoérek zawierajacych Nitl. Podczas préby wyjasnie-
nia tego zjawiska zauwazono, ze zmniejszonej ilosci Nitl
towarzyszy podwyzszona ekspresja genu cykliny DI. Jed-
nocze$nie nie obserwowano znaczacych zmian w ekspresji
genéw innych biatek zwiazanych z cyklem komérkowym, a
wiec cykliny BI, cykliny E, Cdk2, Cdk4, Chkl, a takze Cdc2
czy Cdc25. Obecnos$é lub brak Nit nie ma takze wptywu na
poziom ekspresji fhit i p53. Ponadto, zauwazono wiekszg
odporno$¢ komoérek pozbawionych Nitl w stosunku do
zawierajacych to biatko, na ekspozycje na promieniowanie
UV-C [29]
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Zaobserwowano takze, ze u ludzi indukcja apoptozy za-
leznej od kaspazy-3 przez hiatko FHIT jest efektywniejsza
w komorkach wykazujgcych ekspresje NIT1 w stosunku do
komorek, ktore tej ekspresji nie wykazujag. Wprowadzenie
do komérki zaréwno FHIT, jak i NIT powoduje indukcje
apoptozy w sposob zalezny od kaspaz [29]. Dotychczas nie-
znane sg substraty dla nitrylazy NIT1 cztowieka, stad nie
wiadomo czy aktywno$¢ enzymatyczna jest w tym przy-
padku konieczna dla petnienia funkcji proapoptotycznej,
czy tez nie.

Utrata ekspresji Nitl promuje wzrost komérki i opornos¢
na $mieré w konsekwencji uszkodzen DNA. Natomiast na-
dekspresja Nitl in vitro wywotuje apoptoze zalezng od ka-
spazy-3. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze Nitl, podob-
nie jak Fhit, petni funkcje genu supresorowego. Rezultaty
badan wskazujg ponadto na mozliwo$¢ uczestniczenia obu
biatek Nitl i Fhit w tym samym szlaku sygnalizacyjnym.
Jednym ze wspélnych efektow ekspresji gendw biatek Nitl
i Fhit jest obnizanie poziomu cykliny DI, zardwno in vitro,
jak iin vivo. Stad przypuszczenie, ze by¢ moze obydwa biat-
ka, posrednio lub bezposrednio, biorg udziat w kontroli sta-
bilnosci specyficznych bialek.

Oddziatywanie pomiedzy Nitl i Fhit prawdopodobnie
nie jest konieczne do petnienia przez te biatka funkcji pro-
apoptotycznej. Przypuszczalnie Nitl i Fhit niezaleznie kon-
trolujag wzrost i $Smieré komarki, ale w tym samym szlaku
sygnalizacyjnym [29],

KINAZA TYROZYNOWA Src

Badania strukturalne wykazaty, ze po zwigzaniu cza-
steczki Ap3A przez kazdg z podjednostek biatka FHIT na-
stepuje fosforylacja dimeru [15], Enzymem Kkatalizujgcym te
reakcje jest kinaza tyrozynowa Src. Fosforylacja biatka FHIT
przez kinaze Src zachodzi zaréwno in vitro, jak i in vivo.
Grupa fosforanowa przytgczana jest do tyrozyny w pozycji
114 [32].

Istniejg sprzeczne doniesienia o wptywie kinazy Src na
apoptoze. Jedne zrodta donosza o jej funkcji proapopto-
tycznej w tymocytach i komérkach HEK 293, podczas gdy
inne wskazujg antyapoptotyczny charakter aktywacji Src w
fibroblastach [32], Nie jest takze znana doktadna rola fos-
forylacji dla funkcjonowania biatka FHIT. Jedna z hipotez
zaktada, ze fosforylacja biatka FHIT przez kinaze Src powo-
duje obnizenie jego aktywnos$ci hydrolitycznej, inna nato-
miast, ze fosforylacja powoduje wzmocnienie aktywnosci
proapoptotycznej biatka FHIT poprzez przedtuzenie czasu
pottrwania kompleksu biatka FHIT z substratem [32].

Przytaczenie grupy fosforanowej do reszty tyrozyny w
pozycji 114 moze indukowaé¢ zmiany konformacyjne biat-
ka FHIT, czego skutkiem sg odmienne wtasciwosci hydro-
lityczne form: niefosforylowanej, fosforylowanej w jednej
podjednostce dimeru oraz dimeru fosforylowanego na obu
podjednostkach. Fosforylacja tylko jednej podjednostki en-
zymu prowadzi do ponad 50% utraty aktywnos$ci hydroli-
tycznej [33], Obnizone wartosci Km form mono- i difosfo-
rylowanej FHIT w stosunku do niefosforylowanego biatka
sugerujga, ze obecno$é grupy fosforanowej moze skutkowaé
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zwiekszong aktywnos$cig supresorowg [8,32], Dodatkowo,
istnieje mozliwos¢, ze biatko FHIT w formie fosforylowa-
nej oddziatuje z innymi biatkami w sposéb niezalezny od
Ap3A [32],

Kinaza Src, fosforylujgca biatko FHIT, jest kluczowg cy-
toplazmatyczng kinaza tyrozynowa, oddziatujgcag m.in. z
receptorami czynnikdéw wzrostu, takimi jak receptor dla
czynnika wzrostu naskdrka (EGF, ang. epithelial growth fac-
tor). Nadekspresje EGF obserwuje sie w komdrkach wielu
nowotworow cztowieka. Odkryto, ze w przypadku aktywa-
cji biatek z rodziny EFGR lub nadekspresji genu kinazy Src,
biatko FHIT ulega degradacji w proteasomie. Dodatkowo
zauwazono, ze degradacji ulega tylko forma fosforylowana
biatka; forma nie ulegajgca fosforylacji przez kinaze Src, nie
jest kierowana do proteasomu. Wynik ten sugeruje, ze przy-
taczenie grupy fosforanowej do biatka Fhit moze by¢ rozpo-
znawane w komorce jako sygnat do degradacji [34], Zatem
kinaza Src petni prawdopodobnie funkcje regulatorowg w
stosunku do biatka FHIT. Mozliwe, ze podczas szlaku sy-
gnalizacyjnego prowadzacego do mitozy, w sytuacji gdy w
komdrce obecne jest biatko FHIT, nastepuje jego fosforyla-
cja, prowadzgca w konsekwencji do degradacji w proteaso-
mie. Dzigki temu poziom biatka FHIT w komorce znacznie
sie obniza, co pozwala na umozliwienie transmisji sygnatu
do rozpoczecia podziatu komoérkowego. Prawdopodobnie
pézniej ilos¢ biatka FHIT wraca do normy. Taki mechanizm
ttumaczytby w jaki sposob aktywacja receptoréw rodziny
EGFR prowadzi do proliferacji komorki, nawet jesli w da-
nym typie komdrek istnieje ekspresja genu FHIT [34],

Ubc-9

Biatko FHIT w bezposredni sposéb oddziatuje z ludzkim
UBC9 (ang. the smali ubiquitin-like modifier (SUMO) - conjuga-
ting protein). UBC9 to homolog enzymoéw klasy E2 skoniugo-
wanych z ubikwityng. Przytagczenie UBC9 powoduje obnize-
nie aktywnosci hydrolitycznej biatka FHIT, co z kolei moze
powodowaé przedtuzenie czasu potrwania kompleksu
biatka FHIT z substratem iw ten sposéb wzmacniaé sygnat
do indukcji apoptozy. Sadzi sie, ze UBC9 dziata jako inhibi-
tor aktywnos$ci hydrolitycznej FHIT, ktérego przytaczenie
do biatka FHIT jest mozliwe tylko po uprzednim zwigzaniu
sie enzymu z substratem. Ponadto, oddziatywanie miedzy
UBC9 a FHIT jest zalezne od Ap3A [35] (Ryc. 4).

Zastosowanie biatka SUMO-1, naturalnie oddziatujgce-
go z UBC9 cztowieka, nie zmienia efektu UBC9 na biatko
FHIT, ani tez nie wptywa na aktywnos$¢ hydrolazowg FHIT.
W zwigzku z tym, ze biatko UBC9 jest zaangazowane w
kierowanie biatek do jadra komdérkowego w sposob nieza-
lezny od SUMO-1, mozliwe jest, ze jadrowa lokalizacja biat-
ka FHIT ma takze zwigzek z jego oddziatywaniem z UBC9
[35].

Drozdzowe biatko Ubc9 jest zaangazowane w regulacje
cyklin uczestniczacych w fazach M i S cyklu komorkowego.
To sugeruje, ze rola biatka Fhit w kontroli cyklu komorko-
wego moze by¢ zwiazana z jego oddziatywaniem z Ubc9.

BIALKA Hsp60, HsplO i Fdxr

Oddziatujacy ze soba partnerzy Fhit to takze biatka
HSP60/10 i FDXR. Biatka HSP60 i HSP10 tworzg kompleks
zaangazowany w import pewnych biatek do mitochon-
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Rycina 4. Oddziatywanie liganda z receptorem naskérkowego czynnika wzro-
stu prowadzi do aktywacji kinazy Src, ktéra nastepnie fosforyluje jedng lub obie
podjednostki dimeru biatka Fhit. Formy mono- lub difosforylowane Fhit sg roz-
poznawane przez Ubc-9 i kierowane do proteasomu, gdzie ulegaja degradacji.
Opracowano na podstawie [32,34,35],

drium. Stad przypuszczenie, ze mitochondrialna lokaliza-
cja biatka FHIT moze by¢ zwigzana z dziataniem HSP60/10
[9,10].

Biatko FHIT moze wzmacnia¢ efekty dziatania reak-
tywnych form tlenu podczas chemioterapii. Powstawanie
reaktywnych form tlenu w komérkach nowotworu ptuc
jest jednym z pierwszych zdarzen podczas apoptozy indu-
kowanej przez paklitaksel. Takze indukcja apoptozy pod
wptywem dziatania cis-platyny jest zwigzana z powstawa-
niem reaktywnych form tlenu. Po zastosowaniu cis-platyny
obserwuje sie podwyzszony poziom ekspresji genu biatka
FDXR. Wiadomo, ze brak ekspresji FDXR skutkuje zmniej-
szeniem wrazliwosci komoérek na apoptoze indukowang 5-
fluorouracylem i, odwrotnie, przywrdcenie ekspresji FDXR
wywotuje indukcje apoptozy po zastosowaniu 5-fluoroura-
cylu, HD 2czy doksorubicyny [9],

Prawdopodobnie biatko Fhit chroni reduktaze ferredok-
syny przed proteosomalng degradacja, wptywajac w ten
sposéb na zwiekszenie poziomu FDXR w komérce. Fhit nie
wptywa na poziom transkrypcji FDXR, a jedynie stabilizu-
je to biatko [9]. Prawdopodobnie biatka p53 i Fhit wspolnie
biorg udziat w kontroli poziomu FDXR w komorce. Biatko
p53 dziata jako transkrypcyjny, a Fhit — potranskrypcyjny
regulator poziomu Fdxr [9],

Wywotanie nadekspresji FHIT powoduje uwrazliwienie
komdrek na dziatanie cis-platyny [9], Odkrycie oddziaty-
wan pomiedzy Fhita Hsp60 i HsplO wskazuje, ze kompleks
Hsp60(10) moze by¢ istotny dla stabilizacji biatka Fhit i
jego transportu do mitochodrium w celu aktywacji apop-
tozy. Ostatnie badania wykazaty, ze biatko FHIT w spo-
séb bezposredni oddziatuje tylko z jednym ze sktadnikiem
kompleksu — biatkiem Hsp60. Oddziatywanie biatka Fhit
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z HsplO ma charakter posredni i nastepuje przez wigzanie
HsplO do Hsp60 [10].

PROTOPORFIRYNA IX

Pojawity sie takze doniesienia o0 bezposrednim oddziaty-
waniu biatka FHIT z prekursorem hemu —protoporfiryng
IX (PpIX). Odkryto, ze PpIX dziata hamujgco na aktywnos¢
enzymatyczng biatka FHIT. Poza tym zmutowana forma
enzymu, nie posiadajaca zdolnosci hydrolitycznych (Fhit-
H96N), tworzy kompleksy z PplX. Na podstawie zwiek-
szonej wrazliwosci komdrek HelLa na samg protoporfiryne
IX i na fotodynamiczng terapie z zastosowaniem PplX, po
uprzednim wywotaniu w nich nadekspresji FHIT lub FHIT-
H96N, sadzi sie, ze biatko FHIT moze zwigksza¢ efektyw-
no$¢ fotodynamicznej terapii z zastosowaniem prekursora
PpIX przez wzmocnienie efektu indukcji apoptozy. Autorzy
sugeruja, ze protoporfiryng IX moze dziata¢ na biatko FHIT
jako niekompetycyjny inhibitor, regulujacy jego funkcje su-
presorowga. Potaczenie PplX z biatkiem FHIT moze naste-
powac¢ w miejscu aktywnym enzymu i w ten sposdb PplX
moze stabilizowa¢ kompleks FHIT-Ap3A [36,37],

INNE BIALKA ODDZIALUJACE Z FHIT

FHIT hamuje aktywnos¢ biatka AKT zaangazowanego w
szlak sygnalizacyjny, blokujacy kierowanie komérki na dro-
ge $mierci, powodujac w ten sposéb inaktywacje sygnatu
przekazywanego na drodze PI3K-AKT-surwiwina i, w kon-
sekwencji, indukcje apoptozy [8],

Biatko FHIT hamuje takze wzrost komoérek poprzez ha-
mowanie sygnatu przekazywanego przez jadrowy czynnik
transkrypcyjny kB (NF-kB) [38],

Badania in vitro wykazaty, ze biatko FHIT oddziatuje z
tubuling, co moze wskazywaé na zwigzek pomiedzy supre-
sorowg funkcja biatka FHIT ajego oddziatywaniem z mikro-
tubulami. Obecno$¢ bezposrednich oddziatywan miedzy
tubuling a biatkiem Fhit, zardwno formg prawidtowa, jak
i formg zmutowang H96N (gdzie kluczowa dla aktywnosci
katalitycznej histydyna zastgpiona jest asparaging), wska-
zuja, ze zdolnos$¢ do hydrolizy substratu nie jest warunkiem
koniecznym do oddziatywania Fhit-tubulina [39].

POZIOM BIALKA FHIT W KOMORKACH
A POWSTAWANIE NOWOTOROW

W tkankach wielu nowotworéw obserwuje sie czesciowy
brak lub catkowity zanik ekspresji genu FHIT. Tak jest m.in.
w komorkach nowotworu ptuc [40,41], zotadka [42], trzust-
ki [43], piersi [44,45], okreznicy, gtowy i szyi [46,47], skory,
jajnikow, w biataczkach [48,49] oraz w raku szyjki macicy
[50].

Brak ekspresji genu FHIT w komdrce moze mieé podtoze
genetyczne (np. mutacje, delecje, rearanzacje chromosomo-
we) lub epigenetyczny (np. metylacja wysp CpG w regio-
nie promotorowym genu — 5'CpG). W przypadku wielu
nowotworow, gdzie nie obserwuje sie ekspresji genu FHIT,
mechanizm jego inaktywacji nie jest jeszcze znany. W wiek-
szos$ci nowotworow nerek nie obserwuje sie ekspresji genu
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biatka FHIT, mimo ze delecje w DNA lub mRNA zaobser-
wowano tylko w kilku przypadkach. Wyjasnieniem tych
rozbieznosci moze by¢ fakt, ze niektére zmiany w DNA
znajdujg odzwierciedlenie w obrebie duzych intronéw i
przez to sg trudne do wykrycia [24],

Czestg przyczyng utraty ekspresji genu FHIT w komér-
kach nowotworowych jest metylacja wysp CpG w obrebie
sekwencji promotorowych prowadzaca do zablokowania
transkrypcji docelowego genu [24,51-54], Istnieje odwrot-
na zalezno$¢ pomiedzy poziomem ekspresji genu FHIT a
hipermetylacjg wysp 5'CpG w jego obrebie. W przypadku
raka jasnokomaérkowego nerki (ang. elear celi renal carcino-
ma) metylacje wysp 5'CpG odkryto u 12 pacjentéw sposrod
22 przebadanych (54,5%). Przeprowadzone badania uwi-
docznity takze zalezno$¢ miedzy metylacjg 5'CpG a wie-
kiem pacjentow —czesto$¢ metylacji w obrebie genu FHIT
u pacjentéw powyzej 50 roku zycia jest znaczaco wyzsza w
stosunku do pacjentéw mtodszych [52], Poza tym, zaobser-
wowano zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg genu FHIT a prze-
zywalnoscig pacjentow dotknietych jasnokomorkowym
rakiem ptuc [55],

Inaktywacja FHIT wystepuje bardzo wczes$nie podczas
rozwoju nowotworu i mozliwe, ze jest to bezposredni, jeden
z najwczesniejszych efektéw poddania komorki dziataniu
kancerogenéw. Powodem inaktywacji genu FHIT mogg by¢
w tym przypadku delecje fragmentdw genu [24].

Istniejg takze obserwacje, Zze utrata genu FHIT moze
nastgpi¢ wskutek czynnikdw Srodowiskowych, takich jak
palenie papieroséw [56], zakazenie Helicobacter pylori oraz
czynnikow genetycznych, takich jak obcigzenie rodzinnym
wystepowaniem raka zotgdka [57], Zaobserwowano spadek
poziomu ekspresji genu biatka FHIT u pacjentéw z rodzin-
nym obcigzeniem rakiem zotadka, u ktdrych nie zdiagnozo-
wano nowotworu [57],

SKUTKI PRZYWROCENIA EKSPRESJI
GENU FHIT W KOMORKACH

W zwiazku z powaznymi konsekwencjami, do jakich
prowadzi utrata ekspresji FHIT, prowadzone sg intensywne
proby przywrécenia ekspresji tego genu w komaérce, a co za
tym idzie — przywrocenia prawidtowego poziomu biatka
FHIT. W wielu przypadkach przywrocenie ekspresji FHIT
przy uzyciu plazmidéw, retrowirusow czy adenowirusow
poprzez transfekcje lub transdukcje w komérkach nowo-
tworowych pozbawionych ekspresji genu FHIT powoduje
zatrzymanie rozwoju nowotworu [2,58,59],

Ostatnie badania dowiodty, ze przywrocenie ekspresji
genu FHIT mozna osiagna¢ takze po zastosowaniu odpo-
wiednich miRNA skierowanych na regiony 3'-UTR sekwen-
cji promotorowych genéw metylotransferaz DNA — DNM-
T3A (ang. DNA methyltransferase 3A) i DNMT3B (ang. DNA
methyltransferases 3B). Zastosowanie tych mikroRNA w
komoérkach niedrobnokomdérkowego raka ptuc prowadzi
do zwiekszenia ekspresji genu FHIT nawet do 89%. Poza
tym obserwuje sie zahamowanie wzrostu i indukcje apop-
tozy w puli transfekowanych komorek. Podanie czgsteczek
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miRNA w testach in vivo powoduje zmniejszenie wielkos$ci
nowotworu [60].

Odzyskanie ekspresji genu FHITw komérce mozliwe jest
takze poprzez zastosowanie inhibitoréw aktywnosci enzy-
matycznej DNMT, takich jak np. 5-aza-2'-deoksycytydyna.
W ten sposdb mozna zablokowac proces metylacji wysp
5'CpG w obrebie genu, ktérych obecno$é¢, jak wiadomo,
skutkuje brakiem transkryptu [51].

Juz w 1997 roku odkryto, ze wywotanie nadekspresji
genu FHIT w komdrkach nowotworowych ptuc, nerek czy
zotgdka pozbawionych endogennego biatka powoduje za-
hamowanie rozwoju nowotworu w przypadku wszystkich,
zbadanych woéwczas, linii komdrkowych [2], Przywrdcenie
ekspresji genu FHIT w komérkach nowotworowych pro-
wadzi do ich akumulacji w fazie S cyklu komérkowego i
zwiekszenia ilosci zdarzen apoptotycznych w puli transfe-
kowanych komérek [17].

Efekt inaktywacji genufhit badano takze na myszach po-
zbawionych jednego lub obu alleli tego genu. Okazato sie,
ze myszy heterozygotyczne pod wzgledem genu fhit, badz
tez majace profil fhit~f~wykazuja wiekszg podatno$é na no-
wotwory, zaréwno spontaniczne, jak i indukowane kance-
rogenami. Reekspresja genufhit u tych zwierzat skutkowata
zahamowaniem procesu nowotworzenia [61,62].

Zwiekszenie poziomu biatka FHIT poprzez ekspresje
egzogennego FHIT wigze sie z indukcjg apoptozy i zmniej-
szeniem intensywnosci proliferacji komaérek [58], Jednak nie
we wszystkich przypadkach osigga sie takie rezultaty. Po
stabilnej transfekcji komérek nowotworu nerki RCC wekto-
rem zawierajagcym gen FHIT nie zauwazono zmian w mor-
fologii komorek, kinetyce proliferacji, ani w parametrach
cyklu komoérkowego in vitro. Wydaje sie, ze zdolno$¢ do ak-
tywnosci supresorowej biatka FHIT jest zalezna albo od linii
komdrkowej albo specyfiki danego typu komérki. Moze to
byé zwigzane z utratg lub defektem, w danym typie komé-
rek nowotworowych, pewnych elementéw dziatajacych w
tym samym szlaku komérkowym co FHIT i uzaleznionych
od niego w kaskadzie sygnalizacyjnej. Dlatego kluczowym
zadaniem wydaje sie poznanie mechanizmdéw dziatania
biatka FHIT i oddziatujgcych z nim biatek, aby mé6c odpo-
wiednio dobiera¢ typy nowotwordw, w ktdrych stosowanie
terapii genowej z wykorzystaniem FHIT moze przynie$¢
najlepsze rezultaty [63].

PODSUMOWANIE

Nie jest znany dokiadny mechanizm dziatania biatka
FHIT. Wiadomo, ze enzym ten jest zaangazowany w regula-
cje poziomu Ap3A w komorkach, przy czym jego obecnosé
nie wptywa na wewnatrzkomaérkowe stezenie Ap4A [13].
Poza tym biatko FHIT odgrywa wazng role w odpowiedzi
komérki na promieniowanie UV, mitomycyne C i na pro-
mieniowanie jonizujgce. Jego poziom w komdrkach ssakow
jest takze zwigzany z wydajnoscig naprawy DNA przez re-
kombinacje homologiczng [23].

Wprowadzenie FHIT do myszy pozbawionych ekspre-
sji tego genu poprzez terapie genowg powoduje indukcje
apoptozy iznaczace zahamowanie rozwoju nowotworu.
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Doktadne poznanie mechanizméw uruchamianych po
wprowadzeniu genu FHIT do komdrek cztowieka pozba-
wionych tego biatka, a w tym indukcji apoptozy i mecha-
nizméw modulacji cyklu komoérkowego, mogtoby miec
ogromne znaczenie dla jego ewentualnego zastosowania
terapeutycznego. W zwiazku z efektami jakie w wiekszosci
przypadkéw sa osiggane po przywrdceniu ekspresjii FHIT
w komaérkach, mozliwos¢ zastosowania genu FHIT w terapii
przeciwnowotworowej daje duze nadzieje terapeutyczne.
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90-363 Lodz; Poland
e-mail: bnawrot@bio.comm.lodz.pl

Key words: Fhit, HIT, apoptosis, cell cycle

ABSTRACT

The fragile histidine triad (Fhit) protein is adiadenosine triphosphate hydrolase belonging to the histidine triad family of nucleotide-binding
proteins. Fhit is a tumor suppressor protein which plays an important role in pro-apoptotic signalling, cell cycle control and sensitivity to
DNA damaging agents. The Ap3A —hydrolase activity of Fhit is not required for exertion of its tumor suppressor function. The FHIT gene is
located in FRA3B region —the most common fragile site in the human genome. Loss of FHIT is observed in a variety of tumors and in pre-
malignant states. Re-expression of FHIT in human cancer cells leads to inhibition of tumorogenecity and restoration of caspase-dependent
apoptosis. Viral-mediated FHIT gene therapy induces apoptosis and suppresses tumors in preclinical models. Therefore, treatment with the
FHIT gene may constitute a novel clinical approach for gene therapy of human cancers.
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STRESZCZENIE

etaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej zaangazowane sa w wiele proceséw
M zarowno fizjologicznych, jak i patologicznych. Poprzez proteolize strukturalnych
sktadnikéw macierzy zewnatrzkomdrkowej oraz receptoréw komoérka-komoérka i komérka-
macierz zewnatrzkomoérkowa regulujg architekture tkanki. Ich aktywnos$¢ jest niezbedna
w procesach aktywacji i dezaktywacji czasteczek sygnatowych, w tym czynnikéw wzrostu,
chemokin icytokin. Zaangazowane sg rowniez w wiele proceséw patologicznych, wéréd ktoé-
rych najlepiej poznano ich role w nowotworzeniu. Odgrywaja istotng role w odpowiedzi
zapalnej, tworzac przestrzen do migracji dla komérek uktadu odpornosciowego oraz mode-
lujac stezenie chemoatraktantéw i przeksztatcajgc prekursory defensyn w formy aktywne.
Uczestniczg w procesach regeneracyjnych, wptywajac na funkcjonalne odtworzenie unaczy-
nienia i unerwienia. Poznanie budowy i roli poszczegdlnych przedstawicieli rodziny MMP
i ich oddziatywan ze sktadnikami macierzy zewngtrzkomdérkowej moze przyczyni¢ sie do
zrozumienia specyficznej i zaleznej od typu komorek funkcji metaloproteinaz towarzyszacej
utrzymaniu homeostazy komérkowej, jak i rozwojowi wielu stanéw patologicznych.

BUDOWA | PODZIAL METALOPROTEINAZ MACIERZY
ZEWNATRZKOMORKOWEJ (MMP)

Macierz zewngtrzkomoérkowa, bedaca dynamiczng strukturg zbudowang z
réznorodnych sktadnikdw, warunkuje wtasciwg architekture tkanki, nie petnigc
jedynie funkcji strukturalnej, ale wptywajac réwniez na adhezje, migracje czy fu-
zje komorek oraz zapewniajgc komunikacje miedzykomaérkowa. Procesy degra-
dacji i odtwarzania strukturalnych sktadnikéw macierzy kontrolowane sg przez
wiele enzymow proteolitycznych. Ze wzgledu na miejsca rozcinania czasteczki
substratu, proteazy te zostaty podzielone na dwie grupy. Pierwszg z nich stano-
wig egzoproteazy, ktore odcinajg pojedyncze aminokwasy na koncach czastecz-
ki. Drugg - endoproteazy, ktdére trawig czasteczki biatek na wieksze fragmenty.
Endoproteazy ze wzgledu na budowe ich domeny katalitycznej mozna podzieli¢
na: proteazy serynowe, cysteinowe, asparaginianowe oraz metaloproteazy [1-
3].

Metaloproteazy macierzy zewngtrzkomoérkowej stanowig rodzine biatek o
podobnej organizacji domenowej, ktore dla swojej aktywnosci katalitycznej wy-
magajg jonu Zn2+ Po raz pierwszy odkryte zostaty u ptazéw w procesie prze-
obrazenia. W obrebie tej grupy wyszczegélniono nadrodzine nazwang metzin-
cinami. Charakteryzuje sie ona zachowang w ewolucji sekwencja, tzw. zakre-
tem metioninowym (xxMxP), znajdujagcym sie za sekwencjg wigzgcg jon Zn2k
Cztery grupy enzymow wchodzace w jej sktad zawierajg charakterystyczna,
zachowang w ewolucji, trzykrotnie powtorzong sekwencje histydynowg (HE-
XGHxxGxxHx). Jej ostatni aminokwas charakteryzuje przynalezno$¢ enzymu
do jednej z czterech rodzin: astacyn, serralizyn, adamalizyn/ADAM (enzymy o
cechach dezintegryny i metaloproteinazy) / ADAMTS (enzymy o cechach dez-
integryny i metaloproteinazy z motywami sekwencyjnymi trombospondyny)
oraz metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej (MMP). Pierwszg opisang
MMP byta kolagenaza-1 (MMP-1). Do dzi$ opisano 24 metaloproteinazy macie-
rzy zewnatrzkomorkowej u myszy i 23 u cztowieka, a obecnos$¢ tych enzymow
zostata stwierdzona zaréwno u zwierzat, jak i u roslin. Obok nazw klasyfikacyj-
nych w postaci skrétu ,,MMP" i kolejnego numeru ewidencyjnego, wykorzysty-
wane sg rowniez nazwy zwyczajowe (Tab. 1) [4-7],

W oparciu o rodzaj substratow oraz lokalizacje, MMP mozna podzieli¢ na
sze$¢ podrodzin: kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny, matrylizyny, MMP bto-
nowe oraz inne. Kolagenazy cechuje zdolno$¢ degradacji kolagenu w postaci
widknistej, podczas gdy zelatynazy wykazujg wysoka aktywnos$é wobec zde-
naturowanych form kolagenu. Stromielizyny degradujg strukturalne sktadniki
macierzy zewnatrzkomérkowej inne niz kolagen [2,8,9].

www.postepybiochemii.pl


mailto:mowska@biol.uw.edu.pl
http://www.postepybiochemii.pl

Tabela 1. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomaérkowej

Podrodzina Nazvya Inna nazwa MMP
zwyczajowa
Kolagenazy
Kolagenaza
Kolagenaza 1 interstycjalna, MMP-1
kolagenaza
fibroblastowa
Kolagenaza 2 Kolagepaza MMP-8
neutrofilowa
Kolagenaza 3 Kolagenaza MMP-13
szczurza
Kolagenaza 4 Kolagenaza MMP-18
(Xenopus)
Zelatynazy
Zelatynaza A 72:kD MMP-2
zelatynaza
Zelatynaza B 92-kD MMP-9
zelatynaza
Stromielizyny
Stromielizyna 1 Tranzynal MMP-3
Stromielizyna 2 Tranzyna 2 MMP-10
Matrylizyny
. Matryna,
Matrylizyna 1 PUMP-1 MMP-7
Matrylizyna 2 MMP-26
Stromielizyna 3 MMP-11
MMP btonowe
MT1-MMP MMP btonowe MMP-14
@ MT2-MMP MMP-15
transbtonowe MT3-MMP MMP-16
MT5-MMP MMP-24
(b) zwigzane MT4-MMP MMP-17
przez GPI MT6-MMP Leukolizyna MMP-25
Inne
Elastaza Metaloelastaza MMP-12
makrofagowa
RASI-1 MMP-19
Enamelizyna MMP-20
XMMP
MMP-21
(Xenopus)
CMMP (Gallus) MMP-22
CA-MMP MMP-23
MMP-27
Epilizyna MMP-28

Poszczegdlne podrodziny r6znia sie od siebie organiza-
cja domenowg i homologig sekwencji. Wszystkie metalo-
proteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej sa syntezowane
jako zymogeny (proMMP), w ktérych budowie wyrdznia
sie pie¢ domen: domene sygnatowga, propeptydowsa, kata-
lityczng, sekwencje zawiasowg i domene hemopeksynowa.
Sekwencja sygnatowa, ktora kieruje MMP do pecherzykow
zewnatrzwydzielniczych jest usuwana w trakcie translacji.
Propeptyd (prodomena) zazwyczaj zbudowany jest z okoto
80 aminokwaséw i zawiera sekwencje PRCXXPD (wyjatek
stanowi MMP-23, w ktorej krytyczna cysteina znajduje sie
w otoczeniu innej sekwencji). Propeptyd odpowiedzialny
jest za zablokowanie aktywnosci enzymatycznej. Grupa ho-
lowa cysteiny w obrebie propeptydu oddziatuje z atomem
Zn2+w centrum aktywnym, utrzymujac proMMP w stanie
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nieaktywnym. Domena katalityczna zawiera trzy reszty
histydyny w obrebie sekwencji HEXXHXXGXXH, ktdre
koordynujg aktywny atom Zn2+ Reszta kwasu glutaminia-
nowego w obrebie tej sekwencji aktywuje zwigzang z Zn2+
czasteczke HA, ktéra jest niezbedna dla aktywnosci MMP.
Oprocz katalitycznego atomu Zn2; w obrebie domeny ka-
talitycznej znajduje sie rowniez dodatkowy atom Zn2+oraz
od jednego do czterech atomoéw Ca2; petnigcych funkcje
strukturalne. MMP-2 i MMP-9 w obrebie domeny katali-
tycznej posiadaja dodatkowo trzy powtorzenia fibronek-
tyny Il, ktére odpowiadajg za wigzanie sie tych enzymow
do kolagenu. MMP, za wyjgtkiem MMP-7, MMP-23 i MMP-
26, posiadajg rowniez bogaty w proline region zawiasowy
oraz domene hemopeksynowa. Znajdujgca sie na C-korcu
domena hemopeksynowg umozliwia oddziatywania z in-
nymi biatkami, przyczynia sie do wtasciwego rozpoznania
substratu, aktywacji enzymu, jego lokalizacji, internalizacji i
degradacji. Btonowe MMP (MT-MMP) posiada dodatkowg
domene transmembranowg, kotwiczacg enzym w btonie,
ulokowang za domeng hemopeksynowg oraz krétki ogon
cytoplazmatyczny [4,10-12]. Mimo Zze nie wszystkie me-
taloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej posiadajg
domeny transbtonowe czy umozliwiajagce oddziatywania z
glikofosfatydyloinozytolem, wiekszos$¢ z nich zwigzana jest
z powierzchnig btony komérkowej poprzez oddziatywania
z innymi biatkami. Pozwala to na wytworzenie lokalnego
wysokiego stezenia enzymu oraz jego wiasciwg orientacje
wzgledem substratu. Wykazano, ze biatkami dokujacymi
moga by¢ np. proteoglikany powierzchniowe dla MMP-7
czy integryna avp3 dla MMP-2, CD44 dla MMP-9 [13,14],
Budowe domenowga poszczegdlnych metaloproteinaz ma-
cierzy zewnatrzkomdrkowej przedstawia rycina 1.

MECHANIZMY KONTROLI SYNTEZY
I AKTYWNOSCI MMP

Funkcjonowanie metaloproteinaz macierzy zewnatrz-
komoérkowej stanowi obiekt intensywnych badan. Niektore
izoformy enzymu (MMP-19, MMP-28) sg obecne w tkan-
kach, bedac wigczonymi w procesy homeostazy. Aktywnosé
wiekszosci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomaérkowej
jest jednak bardzo niska lub niewykrywalna. Ich synteza
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Rycina 1. Budowa domenowa metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomaérkowej.

77



wzrasta w trakcie wzrostu, przebudowy i uszkodzenia tka-
nek, a takze w przebiegu wielu choréb [6,15], Podobnie jak
w przypadku innych enzymoéw, funkcjonowanie MMP re-
gulowane jest na kilku poziomach: transkrypcji, translacji,
wydzielania, lokalizacji, aktywacji, hamowania oraz degra-
dacji [3,10,16,17],

MECHANIZMY KONTROLI EKSPRESJI GENOW MMP

Transkrypcja genéw kodujacych czasteczki MMP jest
indukowana przez czynniki wzrostu, hormony, cytokiny
i inne [16,18], Oddziatujg one z biatkowymi aktywatorami
transkrypcji AP-1 (biatkowy aktywator transkrypcji 1) oraz
PEA3 (aktywator wzmacniajacy ekspresje genow wirusa
polio), ktére, wigzac sekwencje cis promotoréow, umozli-
wiajg start transkrypcji. W obrebie promotoréw wiekszosci
genéw MMP obserwujemy obecnos$¢ jednej lub wielu se-
kwencji wigzacych czynnik AP-1. Sekwencje te uzalezniajg
ekspresje genéw MMP od poziomu ekspresji i aktywnosci
wielu czynnikdw trans, zaréwno dziatajgcych bezposrednio,
jak i zwigzanych z PEA3. Aktywacja za ich posrednictwem
odbywa sie na drodze kaskady fosforylacyjnej zaleznej od
kinazy biatkowej aktywujgcej mitogen (MAPK), ktora regu-
luje ekspresje czynnika AP-1 poprzez wzmocnienie trans-
krypcji gendw c-jun i c-fos. Jednak pomimo szerokiej wiedzy
w zakresie aktywacji, represji czy utrzymywania poziomu
transkrypcji genéw MMP, do tej pory nie opracowano me-
chanizmu komérkowo- lub tkankowo-specyficznej ekspre-
sji genow MMP [19,20].

Promotory genéw kodujacych biatka MMP o podobnej
specyfice substratowej czesto znacznie sie od siebie r6znia,
np. MMP-2 i MMP-9 (zelatynazy) oraz MMP-1 i MMP-8
(kolagenazy) znajdujg sie pod kontrolg promotoréow réz-
nych typéw. Wyrdznia sie trzy typy promotoréw gendw
MMP. Pierwszy typ promotora, wystepujacy w wiekszosci
ludzkich genéw MMP, charakteryzuje sie wystepowaniem
kasety TATA w pozycji -30 pz i miejsca wigzgcego AP-1 w
pozycji -70 pz wzgledem pierwszej transkrybowanej zasa-
dy. Wiekszo$¢ z nich zawiera rowniez, potozong dalej, se-
kwencje wigzacg PEA3. Biatko PEA3, oddziatujagc z AP-1,
odpowiada za kontrole transkrypcji. Drugi typ promotora
wystepujacego w genach MMP-8, MMP-11 i MMP-21 za-
wiera kasete TATA w podobnej pozycji, lecz cechuje go
brak sekwencji wigzacej AP-1 w poblizu sekwencji TATA.
Sekwencja wigzaca czynnik AP-1 moze jednak znajdowac
sie na dalszej pozycji, stanowigc miejsce startu transkrypcji.
Ostatnia grupa promotoréw nie zawiera sekwencji TATA,
a geny podlegajagce kontroli takich promotordw posiadajg
wiele miejsc startu transkrypcji. Metaloproteinazy, ktérych
geny kontroluje promotor trzeciego typu (MMP-2, MMP-14
i MMP-28), cechuje ekspresja konstytutywna, a jej nasilenie
kontrolowane jest przez czynniki wzrostu oraz cytokiny
[16,20].

Na aktywnos$¢ genoéw kodujacych niektore MMP wpty-
wajg réwniez czynniki epigenetyczne: metylacja DNA oraz
modyfikacje histonow. Wiekszo$¢ promotorow genéw MMP
cechuje brak wysp GpC — miejsc docelowych w metylacji
DNA. Na przyktadzie MMP-9 dowiedziono jednak zwigz-
ku miedzy metylacjg promotora a poziomem aktywnosci
transkrypcyjnej. Czynniki demetylujgce wptywajg réwniez
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na poziom ekspresji genéw MMP-3 i MMP-10 w komdrkach
nowotworowych jelita grubego. Stato sie to podstawg przy-
puszczenia, ze komorkowo specyficzna ekspresja genéw
MMP moze zaleze¢ od stopnia metylacji/demetylacji tych
gendw. Jednak ta hipoteza wymaga weryfikacji, poniewaz
demetylacja DNA jest procesem przebiegajacym stosunko-
wo diugo, a wiec nie ma znaczenia w szybkiej odpowiedzi
komorkowej [21,22],

Na poziom ekspresji genébw MMP w znaczacy sposéb
wptywa réwniez struktura chromatyny, ktéra modulowana
jest przez réznego rodzaju modyfikacje histonéw. Czynnik
MTAL (czynnik biatkowy zwigzany z metastazg 1), jeden ze
sktadnikéw kompleksu represoréw modelowania chroma-
tyny i acetylacji histonéw, przyczynia sie do sprowadzenia
HDAC2 (deacetylaza histonéw 2) i enzymu modelujacego
chromatyne Mi-2 w okolice promotora genu MMP-9. W
ten sposdb, poprzez zmiane poziomu acetylacji histonéw
H3/H4, a przez to dostepnosci DNA, ostabia jego ekspresje
[23].

Poziom ekspresji genébw MMP kontrolowany jest row-
niez przez procesy potranskrypcyjne. Wykazano, ze czyn-
nik TGF-p podnosi poziom biatka MMP-2 i MMP-9 gtow-
nie poprzez wydtuzenie okresu poétrwania mRNA tych
metaloproteinaz w komoérkach nowotworowych prostaty i
fibroblastach dzigset cztowieka [24], a sygnaty pochodzgce
od integryny a3pi stabilizujg MMP-9 mRNA [25], Podobnie
kortyzol wzmacnia stabilnos¢ mMRNA MMP-13 w osteobla-
stach szczurzych [26].

MECHANIZMY KONTROLI AKTYWNOSCI MMP

Metaloproteinazy macierzy zewngatrzkomorkowej syn-
tetyzowane sg w formie nieaktywnej, tzw. zymogenu, w
ktérym prodomena blokuje dostep substratéw do centrum
aktywnego enzymu. Aktywacja proMMP wymaga zerwa-
nia wigzan miedzy resztami cysteinowymi propeptydu ajo-
nem cynku w miejscu aktywnym, co pocigga za sobg zmia-
ny konformacyjne Moze do tego dojs¢ wskutek modyfika-
cji grupy tiolowej poprzez czynniki fizjologiczne (zwiazki
utleniajgce czy elektrofilowe) oraz niefizjologiczne (zwigzki
alkilujgce oraz jony metali ciezkich), bezposrednie odciecie
prodomeny przez inne proteinazy, zaburzenia allosterycz-
ne zymogenu prowadzace do autolitycznego odciecia pro-
domeny [12].

W proces aktywacji zaangazowane sg rézne mechani-
zmy. Aktywacja proMMP moze by¢ zwiagzana z bezposred-
nim odcieciem prodomeny przez inny enzym. Cze$¢ meta-
loproteinaz na konicu prodomeny zawiera sekwencje RXKR
lub RRKR rozpoznawang przez furyne. Furyna, bedaca
proteazg serynowg obecng w aparacie Golgiego, odcina
prodomene, dzieki czemu MMP aktywowane sg jeszcze w
aparacie Golgiego i uwalniane z komorki w postaci aktyw-
nej [27,28],

Wiele MMP ma zdolno$¢ do odcinanie prodomeny in-
nych cztonkéw rodziny MMP. Najlepiej opisanym tego
typu mechanizmem jest aktywacja proMMP-2 przez aktyw-
ne MMP-14. Co zaskakujace, w proces ten zaangazowany
jest TIMP-2, bedacy specyficznym inhibitorem metalopro-
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teaz. C-koncowy fragment czgsteczki inhibitora TIMP-2
tworzy wigzanie z C-koncowym fragmentem proMMP-2,
zblizajgc czasteczke do N-koncowego fragmentu MMP-14.
W tym procesie MMP-14 speinia funkcje receptora wigzace-
go za posrednictwem TIMP-2 czasteczke proMMP-2, bedac
rownocze$nie aktywatorem proMMP-2 [29-31].

Badania wskazujg, ze w proces aktywacji MMP moze by¢
rbwniez zaangazowany, zwigzany z powierzchnig komor-
ki, system u-PA (zalezny od urokinazy aktywator plazmi-
nogenu)/plazmina. Plazminogen aktywowany przez u-PA
do plazminy odcina prodomeny okre$lonych MMP, czynigc
je aktywnymi. Mechanizm ten moze by¢ zaangazowany w
aktywacje proMMP-3, proMMP-12 i proMMP-13 [32,33].

Inny mechanizm aktywacji proMMP zwigzany jest z re-
dukcjg wigzan miedzy resztami cysteinowymi propeptydu
a jonem cynku w miejscu aktywnym. Czynnikami aktywu-
jacymi czasteczki MMP w postaci zymogenu sg w tym przy-
padku oksydanty, jony metali ciezkich czy tez czasteczki z
reaktywng grupg -SH. Jednak oksydanty wydzielane przez
leukocyty czy inne komoérki mogg na tej drodze zaréwno
aktywowac, jak i hamowa¢ MMP poprzez modyfikacje ami-
nokwaséw w centrum aktywnym enzymu. Badania wska-
zuja, ze czynnikiem decydujgcym o dziataniu oksydantu
moze by¢ jego stezenie. Produkt mieloperoksydazy, produ-
kowany przez neutrofile w niskich koncentracjach aktywuje
proMMP-7, podczas gdy wysokie stezenie powoduje inak-
tywacje aktywnej formy enzymu [34,35].

Kontrola aktywnos$ci MMP odbywa sie rowniez poprzez
wigzanie czasteczek enzymu z ich inhibitorami. Aktywnos¢
MMP moze by¢é hamowana poprzez obecny w organizmie
inhibitor proteaz a2-makroglobuline oraz przez specyficzne
tkankowe inhibitory metaloproteinaz, zwane TIMP. Biatka
TIMP stanowig rodzine 4 glikoprotein: TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 i TIMP-4, ktére hamujg aktywno$¢ MMP poprzez
oddziatywania z ich domeng katalityczng. Oddziatujac z
czasteczkami MMP, TIMP powoduje zmiany konforma-
cyjne, polegajace na obrocie N-konca wzgledem C-konca o
ok. 13°. [11,36,37]. Oprocz funkcji hamowania aktywnosci
MMP, TIMP-2 jest rowniez niezbedny do aktywacji niekto-
rych izoform MMP. Wykazano, ze proMMP-2 aktywowana
jest jedynie wtedy, kiedy wystepuje w kompleksie z cza-
steczkg TIMP-2. Oddziatywanie to ma miejsce pomiedzy
domeng hemopeksynowg proMMP-2 a domeng C-korficowg
TIMP-2 [29-31,38],

Zdolno$¢ do hamowania aktywno$ci niektérych metalo-
proteinaz MMP wykazujg rowniez liczne biatka obecne w
macierzy zewnatrzkomorkowej. Istotng funkcje w tym pro-
cesie petnig proteoglikany. Poprzez reszty siarczanu hepa-
ranu (HS) lub siarczanu chondroityny (CS) glikozaminogli-
kany wchodzace w ich sktad posiadajg zdolno$¢ wigzania
wielu biatek, takich jak chemokiny czy czynniki wzrostu.
Na przyktadzie proMMP-9 zostat udowodniony ich udziat
w kontroli aktywnosci metaloproteinaz macierzy zewnatrz-
komorkowej. Jednak potgczenie z proteoglikanami nie wy-
daje sie byé niezbednym do aktywacji proMMP-9 [39,40].

Takze wydzielany do macierzy zewnatrzkomorkowej
prekursor biatka (3-amyloidu posiada zdolno$ci hamowa-
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nia aktywnosci MMP-2 [41]. Supresor angiogenezy, biatko
RECK, hamuje aktywno$¢ MMP-2, MMP-9 i MMP-14 [42],
Mechanizm hamowania z udziatem tych czasteczek nie zo-
stat jednak poznany.

FUNKCJE MMP

MMP uczestniczg w wielu procesach fizjologicznych, a
ich nadprodukcja zwigzana jest réwniez z wieloma stanami
patologicznymi. Rola MMP w tych procesach byta jednak
trudna do sprecyzowania — wzmozona aktywnos$¢ towa-
rzyszyta progresji nowotworéw, w innych przypadkach za$
byta obserwowana takze w trakcie regresji. Spostrzezenia
te sktonity do skupienia sie gtdwnie na badaniu patologicz-
nych aspektéw aktywnosci MMP, ktore, oprécz udziatu
W rozwoju i progresji nowotworéw, okazujg sie byé zaan-
gazowane w takie stany patologiczne, jak zawat migs$nia
sercowego, choroba Alzheimera, astma czy choroby ptuc
[17,36,43,44],

MMP JAKO CZYNNIKI MODELUJACE
MACIERZ ZEWNATRZKOMORKOWA

Badania nad MMP wykazaty, ze enzymy te charakte-
ryzuja sie szerokim spektrum dziatania, zardwno w za-
kresie wprowadzania strukturalnych zmian w macierzy

zewngtrzkomorkowej, jak i innych procesach. Zdolne
sag do przeksztatcania i degradacji sktadnikow macierzy
zewngtrzkomdrkowej — kolagendw, elastyny, fibronek-

tyny, lamininy czy proteoglikanéw. W ten sposob tworzg
przestrzen umozliwiajgcg komorkom migracje. MMP re-
gulujg architekture tkanki poprzez oddziatywania na po-
taczenia komorkowe. Rozcinajgc receptory oddziatywan
macierz-komorka oraz komdrka-komdrka, wprowadzajg
zmiany w powierzchniach przylegania czy tez wytwarzaja
sygnat do migracji [7,17,45,46].

Poprzez proteolize sktadnikéw macierzy zewnatrz-
komdérkowej przyczyniajg sie rowniez do powstawania
fragmentéw peptydow, wigzacych specyficznie szeroka
game czynnik6éw wzrostu czy cytokin, modyfikujac Sciez-
ki przekazywania sygnatow. Poprzez ciecie skiadnikéw
macierzy zwigzanych z czynnikami wzrostu, metaloprote-
inazy macierzy bezposrednio aktywujg czynnik transfor-
mujacy TGFp (MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9), prekur-
sory interleukin (MMP-2, MMP-3, MMP-9) i inne. MMP
modulujg rowniez stezenie chemokin i cytokin [14,18,47].
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12 zdol-
ne sa do uwalniania czynnika TNFa ze zwigzanego z btong
komorkowa prekursora [48,49], Metaloproteinazy macierzy
zewngtrzkomdrkowej zdolne sg réwniez do pozytywnej i
negatywnej kontroli poziomu interleukiny IL-1|3. Potrafig
zarowno proteolitycznie jg aktywowac, jak i degradowac
jej formy aktywne [50,51]. MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8
i MMP-9 dezaktywujg chemokiny poprzez odciecie od ich
czasteczki peptydu, ktory staje sie specyficznym antagoni-
stg. Ten mechanizm dezaktywacji wigze sie z negatywnym
sprzezeniem zwrotnym, w wyniku ktérego obniza sie po-
ziom naptywu komoérek zapalnych [9,52].

MMP zdolne sg réwniez do uwalniania czynnikéw
wzrostu unieaktywnionych poprzez zwigzanie z biatkami
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nie bedacymi sktadnikami macierzy zewngtrzkomorkowej.
Wsréd najwazniejszych substratéw MMP, ktére nie sta-
nowig strukturalnych elementow macierzy zewnatrz-
komorkowej, wymieni¢ mozna: biatkowe czynniki wzrostu,
receptory kinazy tyrozynowej, czasteczki adhezji komdrko-
wej, cytokiny i chemokiny [8,46], Identyfikacja substratow
MMP jest jednak utrudniona, gdyz w warunkach in vitro
potrafig one degradowaé niemalze wszystkie sktadniki ma-
cierzy zewnatrzkomdrkowej. Kolejnym utrudnieniem w
badaniach jest bardzo powszechne w tej grupie enzymow
zjawisko kompensacji, czyli przejmowania roli pokrewnej
metaloproteinazy w sytuacji jej braku [45].

UDZIAL MMP W PROCESIE ANGIOGENEZY

Wiele czynnikdéw angiogenicznych posiada zdolno$¢
indukowania ekspresji genu biatka MMP w komérkach
$rodbtonka i zrebu naczyn krwiono$nych. Réwniez MMP
potrafiag zwieksza¢ dostepnos$¢ i aktywnos$¢ czynnikdéw
angiogenicznych, takich jak VEGF, bFGF (zasadowy czyn-
nik wzrostu fibroblastéw, ang. basic fibroblast growth factor)
czy TGF-p. MMP-1, MMP-3, MMP-7 i MMP-13 zdolne sg
do uwalniania aktywnego VEGF165 z jego nieaktywnych
kompleksow z CTGF (czynnik wzrostu tkanki tgcznej, ang.
connective tissue growth factor). MMP-1 i MMP-3, degradu-
jac perlekan znajdujacy sie w btonie podstawnej srodbton-
ka, powoduja uwalnianie bFGF. MMP-2, MMP-3 i MMP-7,
degradujac dekoryne, uwalniaja nieaktywng posta¢ TGF-1,
ktorg proteolitycznie aktywowa¢ mogg MMP-2 i MMP-9
[60].

Proteoliza macierzy bedaca efektem dziatania réznych
MMP, wydaje sie by¢ krytycznym elementem angiogene-
zy, na ktéra MMP wptywa réwniez poprzez indukowanie
migracji komérek. W proces unaczynienia zaangazowane
sg gtownie dwie zelatynazy - Zelatynaza A (MMP-2) i zZe-
latynaza B (MMP-9). Istotng role w angiogenezie wydaje
sie odgrywaé réwniez MT1-MMP [60]. Zmiany w macie-
rzy zewngtrzkomorkowej, wynikajace z aktywnos$ci MMP,
prowadzi¢ moga do powstania zaburzen w formowaniu
obwodowych naczyn krwionosnych. Myszy pozbawione
aktywnosci MMP-2 cechowaty sie m.in. zmniejszong zdol-
noscig do tworzenia naczyhn krwionosnych [53], Badania
prowadzone nad udziatem MMP-9 w procesie angiogenezy
wykazaty, ze metaloproteinaza ta jest niezbedna w migracji
i namnazaniu si¢ komorek miesni gtadkich w procesie od-
budowy naczyn [54], Mutanty mysie pozbawione MMP-9
wykazujg zaburzong angiogeneze oraz przebudowe naczyn
krwionosnych w postnatalnym rozwoju kosci dtugich [55].

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej moga
rowniez hamowac angiogeneze. Negatywny wptyw na pro-
ces wzrostu nowych naczyn odbywaé sie moze na drodze
proteolitycznego uwalniania endogennych inhibitoréw an-
giogenezy, jak i przez modyfikacje receptoréw powierzch-
niowych komorek, ktore po stracie domen wigzacych ligand
stajg sie niewrazliwe na sygnaty proangiogenne. Dodatko-
wo, MMP-7, MMP-9 i MMP-12 moga blokowa¢ angiogene-
ze poprzez przeksztatcanie plazminogenu w angiostatyne
[60,63].

Wzrost aktywnosci MMP jest zwigzany réwniez z nate-
zeniem procesu angiogenezy w guzach nowotworowych.
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Liczne doniesienia wskazujg na podwyzszony poziom
mRNA kodujacego MMP-2, MMP-7, MMP-9 i MMP-11 w
guzach rozwijajacych sie i przerzutujgcych [60].

UDZIAL MMP W ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej zaan-
gazowane sg réwniez w proces odpowiedzi immunologicz-
nej. Do ich syntezy zdolne sg praktycznie wszystkie komor-
ki uktadu odpornosciowego, a podwyzszenie poziomu ich
syntezy obserwuje sie¢ w przebiegu wszystkich choréb, kt6-
rym towarzyszy rozwo6j stanu zapalnego. Naptyw komorek
stanu zapalnego wigze sie z gwattownym wzrostem aktyw-
nosci metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej. Wy-
kazano, ze granulocyty oraz niewielka grupa makrofagow
przechowuje w cytoplazmatycznych granulach duze ilosci
zsyntezowanych metaloproteinaz proMMP-8 i proMMP-
9. W granulach makrofagéw magazynowana jest rowniez
proMMP-12. Podczas aktywacji granule te przemieszczajg
sie pod powierzchnie komérki i ich zawarto$s¢ uwalniana
jest na zewnatrz [56], Badania prowadzone na myszach po-
zwolity stwierdzi¢, ze aktywno$¢ MMP jest niezbedna w
migracji limfocytow z matych naczyn zylnych do weztéw
chtonnych, w ktérych obecny jest antygen [57], Myszy z nie-
doborem MMP-3 wykazywaty natomiast obnizong migracje
neutrofili do miejsc zapalnych w ptucach [58], Metaloprote-
inazy macierzy zewnatrzkomérkowej mogg réwniez regu-
lowaé rekrutacje limfocytow poprzez tworzenie gradientu
chemoatraktantow. Wydaje sie, ze wydzielanie MMP-7
przez komérki nabtonka jest elementem wczesnej odpowie-
dzi immunologicznej. Myszy z mutacjg w genie kodujgcym
MMP-7 cechuja sie obnizong migracja neutrofili. Aktywna
MMP-7 uwalnia syndekan-1 z powierzchni komérki, z kté-
rym zwigzana jest chemokina KC (CXCL1), dzieki czemu
tworzy sie jej gradient regulujagcy naptyw neutrofili do pe-
cherzykéw ptucnych, czego nie obserwuje sie u mutantéw
w obrebie genu MMP-7 [59],

Niektore metaloproteinazy macierzy  zewnatrz-
komorkowej wydzielane przez komorki uktadu odporno-
Sciowego roznig sie od MMP wydzielanych przez inne typy
komorek. Neutrofile, jako jedyne komérki, majg zdolnosé
do magazynowania w granulach MMP-8 i -9 i uwalniajg je
w momencie aktywacji. MMP-9 uwalniana z granul neutro-
fili wystepuje w formie monomeru, dimeru oraz kompleksu
z lipokaling zwigzang z zelatynazg B neutrofilow (NGAL).
Ponadto, MMP-9 neutrofiléw jest mniej podatna na dzia-
tanie inhibitoréow MMP, a MMP-9 zwigzana z powierzch-
nig neutrofiléw jest niewrazliwa na hamowanie ze strony
TIMP-1 oraz TIMP-2 [56],

UDZIAL. MMP W ROZWOJU |
PROGRESJI NOWOTWOROW

Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej sg
czynnikami zaangazowanymi we wszystkie etapy nowo-
tworzenia. Przypuszcza sie, ze MMP moga wspiera¢ lub ha-
mowac rozwdj nowotworow w zaleznos$ci od wrazliwosci
tkanki guza na angiostatyne. Badania prowadzone in vivo
na myszach pozbawionych integryny al pokazaty, ze de-
fekt ten prowadzi do nadprodukcji MMP-7 i MMP-9, a w
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efekcie - do wzrostu poziomu angiostatyny, ktéra hamuje
neowaskularyzacje [62],

Specyficzng role MMP-2, MMP-9 i MT1-MMP w no-
wotworzeniu wykazano w doswiadczeniach na myszach,
ktérym dozylnie podano ludzkie komorki nowotworowe
ptuc, pecherza moczowego i widkniako-miesaka. Myszy z
podwyzszong aktywnoscig tych MMP cechowaty sie znacz-
nie czestszym wystepowaniem przerzutow [44]. Z drugiej
strony wykazano, ze myszy pozbawione MMP-9 i MMP-
11 wykazujg ograniczony rozwo6j nowotworéw nabtonka
ptaskiego indukowanego kancerogenami i HPV [65], Nato-
miast myszy pozbawione MMP-2 i MMP-9 cechuje ograni-
czony wzrost nowotworu wysp trzustkowych indukowa-
nego przez SV40 [66], Badania kliniczne wskazujg za$, ze
staba ekspresja genu kodujacego MMP-9 w guzach nowo-
tworowych trzuski wigze sie z wystepowaniem tagodnego
fenotypu komoérek rakowych [61]. Z kolei ekspresja genéw
MMP-2 i MMP-9 wzrasta wraz z rozwojem nowotworéw
jelita grubego, zotgdka [70] i ptuc [71].

Ostanie odniesienia pokazujg, ze gen MMP-1 jestjednym
z czterech gendéw, ktdrych nadekspresja bardzo czesto wy-
stepuje w guzach raka piersi. Nasilona ekspresja MMP-1
zwieksza zdolno$¢ raka piersi do tworzenia przerzutéw w
kosciach [72]. Zwiekszenie ekspresji MMP-1 wiaze sie roéw-
niez z niekorzystnym rokowaniem w przypadku raka zo-
tadka, przetyku, jelita grubego [73] i czerniaka zto$liwego
[74].

Na rozwdj nowotworu znaczaco wpltywajg réwniez
inhibitory TIMP. Wykazano, ze wzrost ekspresji genéw
TIMP prowadzi do hamowania wzrostu guza, a takze do
spadku ilosci przerzutéw odlegtych. Natomiast spadek
ekspresji tych genéw prowadzi do wiekszego zezto$liwie-
nia komoérek nowotworowych [75]. Biatka TIMP dziataja
przeciwnowotworowo na drodze degradacji biatek zewnga-
trzkomorkowych, nie bedacych elementami strukturalnymi
macierzy zewngtrzkomodrkowej. W ten sposoéb wptywajg na
zachowanie komorek, regulujac ich wzrost, réznicowanie
czy nasilenie apoptozy. TIMP-1 i TIMP-2, hamujac migracje
i namnazanie sie komaérek srodbtonka naczyn, prowadza
do spowolnienia angiogenezy [75]. TIMP-3 dziata antyan-
giogenicznie poprzez ograniczenie zdolnosci do migracji
komoérek srodbtonka naczyn, a takze wzmagajac ich apop-
toze. Przy nadekspresji TIMP-1 obserwuje sie¢ zmniejszenie
stopnia zezto$liwienia nowotwordw trzustki. Prawdopo-
dobnie hamuje on wzrost guzéw, ich angiogeneze i prze-
rzutowanie, a takze przyczynia sie do nasilenia apoptozy
komérek nowotworowych. Jednak w niektérych przypad-
kach podwyzszona ekspresja genow biatek TIMP wigze
sie z rokowaniem niekorzystnym. Dotyczy to nadekspresji
TIMP-1 w raku jelita grubego czy TIMP-2 w raku pecherza
moczowego i piersi [76].

Obserwowana w wielu przypadkach rdéznych nowo-
tworow nadekspresja MMP, a takze przeciwnowotworowe
dziatanie TIMP, doprowadzity do rozpoczecia badan nad
syntetycznymi inhibitorami MMP — MMPi (ang. MMP
inhibitors). Badania prowadzone byty na myszach nastrzy-
kiwanych komorkami r6znych nowotwordw cztowieka,
m. in. trzustki, jelita grubego i piersi. Podanie Batimastatu
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(homologu kolagenu o szerokim spektrum dziatania) cztery
dni przed iniekcjg nowotworowych komorek trzustki zna-
czaco zwiekszato przezywalno$é myszy - az 85% pozostato
zywych przez 70 dni od nastrzykniecia, natomiast w grupie
kontrolnej 25%. Uzycie AG3340 (specyficznego inhibitora
zsyntezowanego na podstawie krystalograficznych struk-
tur ludzkich MMP) po dwéch tygodniach od nastrzykniecia
zwierzat liniag komorkowag wyprowadzong ze ztos$liwego
glejaka zaowocowato spadkiem masy guza pierwotnego i
spadkiem ilosci przerzutéw do nerek i kosci w poréwnaniu
z kontrolg. Podanie BAY12-9566 (specyficznego inhibitora
zelatynaz i stromielizyny-1) pie¢ dni przed iniekcjg linii
komérkowej wyprowadzonej z raka jelita grubego przeto-
zyto sie na znaczne obnizenie tempa wzrostu i tworzenia
przerzutdw. Jednak najwieksze efekty obserwowano przy
podawaniu dwéch réznych MMPi lub MMPi wraz z inny-
mi substancjami. W mysim modelu czerniaka ztosliwego
podanie AG3340 wraz z karboplatyng obnizato tempo two-
rzenia przerzutow w plucach o 70%, podczas gdy uzycie
samego AG3340 tylko o 33%. Podobnie, potgczenie AG3340
z paklitakselem obnizata ilos¢ wtornych guzéw o 83% w
porownaniu z 50% spadkiem przy uzyciu samego paklitak-
selu. Najsilniejszy efekt zaobserwowano jednak u myszy z
przeszczepionym ludzkim nowotworem jajnika, ktérym na
zmiane podawano Batimastat i cisplatyne - w chwili zakon-
czenia doSwiadczenia, po 28 tygodniach, wszystkie zwierze-
ta przezyty i byty wolne od zmian nowotworowych. Jednak
zastosowanie MMPi u ludzi byto utrudnione ze wzgledu
na silne dolegliwos$ci uboczne, a takze nie przynosito po-
dobnych rezultatow. Warto zaznaczy¢, ze MMPi opdZniaja
wzrost guza, redukujg liczbe i wielko$¢ przerzutéw, prze-
dtuzajg zycie chorych zwierzat, jednak nie wywotuja regre-
sji duzych guzdéw pierwotnych [36,44,7],

AKTYWNOSC MMP W IMMUNOPATOLOGIACH

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej moga
przyczynia¢ sie do immunopatologii powigzanych ze sta-
nem zakazenia. Podczas zakazenia HIV zakazone ma-
krofagi zwiekszaja wydzielanie MMP-2, ktdra degraduje
chemokine CXCL12 (SDF-1) wydzielang przez astrocyty,
zamieniajac jg w neurotoksyne [67]. Dodatkowo, zakazone
HIV monocyty zwiekszajag wydzielanie MMP-9, w wyniku
czego ro$nie przepuszczalnos$¢ nabtonkéw jednowarstwo-
wych. Prawdopodobnie stan ten prowadzi do zwiekszenia
przepuszczalnosci bariery krew-mézg, ktére obserwowa-
ne jest przy zakazeniach HIV. Wzrost aktywnos$ci MMP-9
w plynie moézgowo-rdzeniowym, a zarazem spadek ilosci
TIMP-1, doprowadza do zwigzanej z zakazeniem HIV de-
mencji [67,68]. Natomiast w przypadku wirusowego zapa-
lenia watroby typu B, wirusowe biatko HBx przyczynia sie
do zwiekszenia produkcji MMP-14 i MMP-9 [69]. Podwyz-
szony poziom enzymow towarzyszy réwniez zakazeniom
Helicobacter pylori [77] czy Mycobacterium [78].

UDZIAL MMP W PRZEKSZTALCANIU
TKANKI MIESNIOWEJ

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze me-
taloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej petniag funk-
cjeregulatorowe w trakcie wzrostu i rozwoju mieéni szkiele-
towych, a ekspresja ich genéw zwieksza sie po uszkodzeniu
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mieénia iw trakcie jego regeneracji. Do syntezy MMP zdolne
sg mioblasty oraz wtdkna miesniowe, a takze inne komorki
rezydujace w obrebie miesni szkieletowych, tj. fibroblasty i
fibrocyty, makrofagi, komorki srédbtonka, komorki nerwo-
we, adipocyty, komorki tuczne oraz r6znorodne komérki
uktadu odpornosciowego [79]. Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomaérkowej, poprzez wptyw na spdjnosc i sktad
macierzy zewnatrzkomdrkowej, odgrywaja kluczowg role
W namnazaniu sie mioblastéw, ich r6znicowaniu, naprawie
witokien miesniowych po uszkodzeniu oraz utrzymaniu
struktury tkanki tgcznej miesnia. Dane literaturowe wska-
zuja, ze dwa enzymy sposréd rodziny MMP sg zaangazo-
wane w procesy chorobowe miesni szkieletowych oraz w
procesy towarzyszgce naprawie tkanki miesniowej: MMP-2
i MMP-9 [80], Ich podwyzszong aktywno$¢ zaobserwowa-
no w wielu dystrofiach miesniowych czy stanach zapalnych
[81]. Wysoka aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9 wykrywana jest
rowniez przy uszkodzeniu nerwow w obrebie miesnia [82].
Wykazano, ze mie$nie z przewaga wtdkien wolno- i szyb-
kokurczacych sie roznig sie syntezg i aktywnos$cig MMP-2
i MMP-9 w trakcie regeneracji, co moze rzutowac¢ na ich
zdolnos$ci regeneracyjne [83]. Zmiany poziomu MMP to-
warzyszace regeneracji miesni szkieletowych zwigzane sg
prawdopodobnie z aktywacjg komdrek satelitowych oraz
naptywem komdrek stanu zapalnego. W warunkach in vitro
poziom syntezy poszczeg6lnych metaloproteinaz macierzy
zewngtrzkomorkowej zmienia sie w trakcie réznicowania
mioblastéw w miotuby. W hodowlach pierwotnych ludz-
kich mioblastow MMP-9 jest syntetyzowana jedynie przed
rozpoczeciem fuzji. MMP-2 jest natomiast syntetyzowana
na wszystkich etapach ré6znicowania mioblastow [84],

PODSUMOWANIE

Udziat metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
w wielu procesach biologicznych nie budzi watpliwosci.
Uczestniczac w proteolizie strukturalnych sktadnikéw ma-
cierzy zewnatrzkomdrkowej oraz receptoréw komaérka-ko-
morka i komorka-macierz zewngtrzkomorkowa enzymy te
wptywajg na architekture tkanek. Ponadto aktywno$¢ me-
taloproteinaz macierzy zewngtrzkomérkowej jest niezbed-
na do aktywacji lub dezaktywacji r6znorodnych czasteczek
sygnatowych, takich jak czynniki wzrostu, chemokiny i cy-
tokiny. Szczegélnie wazna z punktu widzenia zdrowia jest
rola tych enzymdédw w nowotworzeniu. Metaloproteinazy
uczestniczg takze w odpowiedzi zapalnej, tworzac prze-
strzei do migracji dla komorek uktadu odpornos$ciowego
oraz wptywajac na stezenie chemoatraktantéw i przeksztat-
cajac prekursory defensyn w formy aktywne. Dodatkowo,
enzymy te uczestnicza w procesach regeneracyjnych, wpty-
wajac na funkcjonalne odtworzenie unaczynienia i unerwie-
nia.

Z tego punktu widzenia poznanie budowy i funkcji po-
szczegblnych przedstawicieli rodziny MMP iich oddziaty-
wan ze sktadnikami macierzy zewnatrzkomdrkowej moze
przyczyni¢ si¢ do zrozumienia specyficznej i zaleznej od
typu komérek roli tych biatek enzymatycznych w utrzyma-
niu homeostazy komdrkowej i w rozwoju stanéow patolo-
gicznych.
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ABSTRACT:

The ECM remodeling is a finely orchestrated process that involves changes in expression of the ECM genes and the activity of proteinases
to clear the previous ECM deposit. Among enzymes involved in ECM remodeling, zinc-dependent proteinases - matrix metalloproteinases
(MMPs) are believed to be the ones of major importance. MMPs degrade the ECM components and regulate the bioavailability and/or activity
of growth factors by cleavage of both matrix and non-matrix substrates or by mediating receptor turnover. This review introduces the mem-
bers of the MMP family and discusses their domain structure and function, proenzyme activation and the mechanism of inhibition.
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Wykorzystanie systemow roslinnych do produkcji rekombinowanych cytokin

STRESZCZENIE

stotng zdobyczg nowoczesnej biotechnologii jest mozliwo$¢ wykorzystania roslinnych
I systemow ekspresyjnych do produkcji przeciwciat, antygenéw szczepionkowych oraz
innych biatek terapeutycznych. Podstawowymi zaletami bioreaktoréw roslinnych sa niskie
koszty produkcji i eliminacja ryzyka skazenia produktéw czynnikami chorobotwérczymi,
ktére stanowig potencjalne zagrozenie dla ludzi w przypadku uzycia systeméw tradycyj-
nych. Cytokiny sa matymi czasteczkami, ktére posrednicza w przekazywaniu sygnatow
miedzy komérkami, indukujg wzrost komoérek, réznicowanie, chemotaksje, aktywacje,
wzmagajg cytotoksyczno$¢ oraz uczestnicza w regulacji odpornosci. Wiele z nich znalazto
zastosowanie w medycynie gtéwnie w leczeniu infekcji wirusowych, hamowaniu rozwoju
nowotworow oraz w terapii choréb uktadu immunologicznego. Produkcja cytokin tradycyj-
ng metoda, na poziomie mogacym pokry¢ zapotrzebowanie, jest mato optacalna. W kilku la-
boratoriach prowadzone sg intensywne badania nad wykorzystaniem systeméw roslinnych
do uzyskania aktywnych biologicznie cytokin ssaczych.

WPROWADZENIE

Rozwoj technologii rekombinowanego DNA i transgenezy ros$lin umozliwi-
ty zastosowanie roslin do produkcji licznych biatek terapeutycznych. Pierwsze
pomysine wyniki doSwiadczen osiggniete przed dwudziestu laty, a mianowi-
cie uzyskanie ekspresji genu kodujgcego ludzki hormon wzrostu w komaérkach
tytoniu (Nicotiana tabacum) i stonecznika (Helianthus annuns) [1] oraz albumine
w tytoniu (N. tabacum) i ziemniaku (Solatium tuberosum) [2] dowiodty, ze rosli-
ny jako systemy ekspresyjne zdolne sg do produkcji aktywnych biatek ssakow.
Aktualna lista biatek o znaczeniu biotechnologicznym lub farmakologicznym
wyprodukowanych w roslinach jest bardzo obszerna i obejmuje przeciwciata,
antygeny szczepionkowe, substytuty krwi, enzymy, cytokiny oraz inne wazne
farmakologicznie substancje wykorzystywane do celéw terapeutyczno-komer-
cyjnych. Szczeg6towe zestawienia takich biatek dostepne sa w licznych artyku-
tach przegladowych (i cytowaniach w nich zawartych) podsumowujgcych wyni-
ki uzyskane w ciggu ostatniego dwudziestolecia przez szereg grup badawczych
rozwijajacych te fascynujaca dziedzine badan [3-10]. Produkcje biofarmaceuty-
kéw w roslinnych systemach ekspresyjnych czesto okresla sie obecnie terminem
wrolnictwo molekularne™ (ang. molecularfarming), natomiast terminy PMP (ang.
plant-made pharmaceuticals) lub wymiennie, PDP (ang. plant-derived pharmaceu-
tical) stosuje sie w literaturze anglojezycznej na okreslenie rekombinowanych
biatek o znaczeniu farmaceutycznym uzyskanych w systemach roslinnych
[8], W ostatnich latach obserwuje sie lawinowy wzrost publikacji opisujgcych
produkcje réznych PMP w wielu gatunkach roélin. Zjawisko to z jednej strony
uswiadamia Srodowisku naukowemu i spoteczenstwu, ze systemy roslinne sg
niezwykle atrakcyjnymi bioreaktorami do produkcji rekombinowanych biatek, z
drugiej strony wprowadza konieczno$¢ okreslenia regulacji prawnych dotycza-
cych warunkdw kultywacji genetycznie modyfikowanych rodlin oraz biotech-
nologicznych zastosowan produktéw z nich uzyskanych np. licencjonowania i
autoryzacji lekéw zawierajagcych PMP [11-13].

W zwigzku z licznymi pracami przegladowymi dotyczacymi tej problematy-
ki, w ktdrych wszechstronnie i dogtebnie rozwazano wszelkie aspekty rolnictwa
molekularnego, w niniejszej pracy jedynie bardzo krotko podkreslamy wady i
zalety systeméw roslinnych oraz omawiamy mozliwos$¢ zwiekszenia wydajno-
$ci produkcji rekombinowanych biatek w roslinach. W kolejnych czesciach pracy
wyjasniamy dlaczego cytokiny sg atrakcyjnym kandydatem na PMP. Ostatnia,
najobszerniejszg czeScig pracy jest krytyczny przeglad wynikéw uzyskanych
przez szereg grup badawczych stawiajgcych sobie za cel wyprodukowanie cyto-
kin ssakow w roslinnych systemach ekspresyjnych.
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ROSLINNE SYSTEMY EKSPRESYJNE W
POROWNANIU Z INNYMI SYSTEMAMI
PRODUKCJI REKOMBINOWANYCH BIALEK

Do produkcji rekombinowanych biatek tradycyjnie wy-
korzystuje sie bakterie, drozdze, komorki owadéw issakow.
Zasadniczg wadg systemow bakteryjnych jest brak zdolnosci
do wprowadzania wiekszoS$ci potranslancyjnych modyfika-
cji koniecznych do aktywnosci szeregu biatek zwierzecych.
Rekombinowane biatka wyprodukowane w tym systemie
wymagajg zwykle kosztownego procesu oczyszczania ze
wzgledu na trudne do usuniecia endotoksyny bakteryjne.
Ponadto, biatka eukariotyczne czesto tworza w bakteriach
ciatka inkluzyjne, co wymaga dodatkowych kosztow oraz
naktadow pracy w celu uzyskania natywnej formy biatka.
Z kolei, hodowla komorek zwierzecych jest kosztowna,
poniewaz wymaga specjalistycznego sprzetu oraz drogich
podtozy zawierajagcych m.in. osocze. Bardziej ekonomiczne
mogtoby by¢ wykorzystanie zwierzat transgenicznych jako
zrédta rekombinowanych biatek, jednak praktyka ta budzi
zazwyczaj watpliwosci natury moralnej i dla wielu os6b jest
niezgodna z zasadami etyki. Systemy zwierzece stwarzajg
ponadto ryzyko zanieczyszczenia produktu wirusami, pa-
togenami i onkogenami niebezpiecznymi dla zycia i zdro-
wia ludzi i zwierzat hodowlanych, ktérym zaaplikowano
rekombinowane biatko.

Roslinne systemy ekspresyjne wydajg sie by¢ atrakcyjng
alternatywg do klasycznych systeméw ekspresji opartych
na komorkach bakterii, drozdzy czy zwierzat [14,15], Po
pierwsze, szlaki syntezy i modyfikacji biatek w roslinach
sg zblizone do ssaczych. Po drugie, produkty uzyskane w
systemach roslinnych raczej nie zawierajg zwierzecych pa-
togendw ani bakteryjnych toksyn. Po trzecie, uprawa roslin
transgenicznych jest ekonomiczna - wymaga wody, Swiatta
i sktadnikéw mineralnych, co daje mozliwos¢ produkcji du-
zej ilosci biomasy wedtug technologii upraw opracowanych
dla rolnictwa. Zalety i wady uzycia roslin jako bioreakto-
row byty wielokrotnie i wszechstronnie dyskutowane w
licznych pracach przeglagdowych, ktérych jedynie niewielka
cze$¢ cytowana jest w niniejszej pracy [16-20],

STRATEGIE ZWIEKSZANIA WYDAJNOSCI
PRODUKCJI REKOMBINOWANYCH BIALEK
W SYSTEMACH ROSLINNYCH

Roslinne systemy ekspresyjne mozna podzieli¢ na trzy
gtéwne kategorie:

« zawiesiny transgenicznych komoérek roslinnych oraz ho-
dowle transgenicznych tkanek lub organdw (najczesciej
korzeni) roslinnych,

e rosliny ze stabilnie wbudowanym transgenem w genom
jadrowy (ro$liny transgeniczne) lub chloroplastowy (ro-
$liny transplastomiczne),

» systemy oparte na wirusach roslinnych zapewniajacych
przejSciowo, tj. w okresie namnazania sie zrekombinowa-
nego wirusa, wysoka ekspresje transgenéw w zainfeko-
wanych roslinach.
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Licznym zaletom roslinnych bioreaktoréw towarzyszg
takze pewne negatywne aspekty i ograniczenia, sposrod
ktorych najwazniejszym jest niski poziom akumulacji re-
kombinowanych biatek. Istnieje kilka mozliwosci zwieksze-
nia udziatu biatek rekombinowanych w catkowitej puli bia-
tek produkowanych przez rosliny [21]. Sposrod najczesciej
stosowanych strategii wymieni¢ nalezy:

e odpowiednig konstrukcje kasety ekspresyjnej — dobrze
dobrang do gatunku rosliny zaréwno pod wzgledem ak-
tywnosci promotora (optymalizacja transkrypcji), miejsca
w poblizu inicjacji translacji oraz wtasciwego doboru ko-
donéw (optymalizacja translacji) czy tez zapewnienie se-
kwencji odpowiedzialnych za stabilizacje mMRNA,;

« zwiekszenie liczby kopii transgenu w roslinie poprzez
transformowanie chloroplastow lub uzycie systemow
opartych na wirusach roslinnych (ekspresja przejSciowa).
Niewatpliwg zaleta chloroplastow jest ich wysoka liczba
(10000 czasteczek chloroplastéw na komérke), zdolnosé
do akumulacji biatek na poziomie do 47%, brak zjawiska
wyciszenia gendw oraz brak niebezpieczeristwa niekon-
trolowanej ,ucieczki" transgenu do $rodowiska za po-
mocg ziaren pytku (chloroplasty dziedziczone sg jedynie
w linii matecznej). Do podstawowych wad nalezy brak
pewnych modyfikacji potranslacyjnych. Wektory wiruso-
we zapewniajg bardzo wysoki poziom ekspresji transge-
noéw [22], natomiast podstawowg wadg tego systemu jest
konieczno$¢ powtarzania procesu infekowania roslin. W
roslinach transplastomicznych uzyskano produkcje ludz-
kiego hormonu wzrostu na poziomie 7% TSP [23] oraz
ludzkiej albuminy na poziomie 11% TSP [24];

kierowanie biatek do przedziatéw komoérkowych np.
ER —zastosowanie sygnatu retencji KDEL/HDEL zwiek-
sza poziom akumulacji 2-10-krotnie. Srodowisko ER jest
ubogie w proteazy a obfite w biatka opiekuncze zapew-
niajagce stabilno$¢. Poza tym glikozylacja wymagana do
aktywnosci niektérych biatek zachodzi m.in. witasnie w
btonach ER [25,26];

uzyskanie akumulacji rekombinowanych biatek w tkan-
kach przystosowanych do gromadzenia materiatow zapa-
sowych, np. w nasionach [27];

poprawe stabilizacji biatek poprzez ich otrzymanie w for-
mie biatek fuzyjnych z peptydami stabilizujgcymi albo
razem z innymi biatkami, np. czynnikami transkrypcyj-
nymi, inhibitorami proteaz lub biatkami opiekuniczymi.
Warte wzmianki sg réwniez bardzo interesujgce podejscia
majace na celu modyfikacje gospodarza roslinnego wpty-
wajacg na stabilizacje oraz zwiekszenie poziomu akumu-
lacji rekombinowanych biatek np. poprzez hamowanie
aktywnos$ci proteaz roslinnych [28] lub obnizenie zawar-
tosci endogennych biatek zapasowych [29],

STRATEGIE OCZYSZCZANIA BIALEK
ORAZ WYBOR ROSLINY

Oczyszczanie jest jednym z kosztowniejszych etapéw
produkcji rekombinowanych biatek. Jednym ze sposobdéw
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obnizenia kosztow jest ekstrakcja biatka przebiegajaca jed-
nocze$nie z procesami technologicznymi, jakim poddawa-
na jest roslina. Na przyktad, fuzja z oleozyng umozliwia
oczyszczenie rekombinowanego biatka w czasie produkcji
oleju z rzepaku (Brassica napus) [30]. Innym przyktadem
skutecznego poprawienia wydajnosci oczyszczania oraz
akumulacji rekombinowanych biatek w roslinach jest uzy-
cie fuzji z elastyno-podobnymi polipeptydami (ELP) zawie-
rajacymi powtdrzenia pentameru VPGXG [31,32], Biatka
zawierajgce ELP sg rozpuszczalne w wodzie ponizej tem-
peratury przejscia fazowego natomiast po podwyzszeniu
temperatury tworzg w sposob odwracalny agregaty (ang.
inverse transition cycling).

Decydujac sie na transformacje danej rosliny i jej uzycie
do ,,upraw molekularnych" zwraca sie¢ uwage na tatwos¢
transformacji, uzyskiwany plon rosliny z hektara, ilo$¢ biat-
ka z jednostki masy rosliny, trwato$¢ produktu w czasie
przechowywania rosliny oraz miejsce akumulacji biatka [9].
Na przyktad, jadalne czesci roslin moga mie¢ praktyczne za-
stosowanie jako szczepionki podawane droga pokarmowsag,
co moze w istotny spos6b ograniczyé konieczno$¢ oczysz-
czania rekombinowanych biatek. Z drugiej strony, uzycie
rosliny, ktora nie jest przeznaczona do jedzenia zmniejsza
niebezpieczenstwo niekontrolowanego zanieczyszczenia
pokarmu transgenicznym materiatem roslinnym. Najlepiej
poznanym i najczesSciej wykorzystywanym modelem stoso-
wanym w rolnictwie molekularnym jest tyton. Do gtéwnych
zalet stosowania tytoniu nalezy dobrze opracowana metoda
jego transformacji i regeneracji, uzyskiwanie duzej bioma-
sy (>100 ton/ha), duza liczba wytwarzanych nasion, co
pozwala na szybkie zwiekszanie skali produkcji. Tyton za-
wiera dos¢ duze ilosci alkaloidow, jednak do otrzymywania
rekombinowanych biatek mozna uzyé odmiany o niskiej za-
wartosci tych zwigzkéw. Drobne nasiona tytoniu nie moga
zapewni¢ dostatecznie wysokiej akumulacji rekombinowa-
nych biatek, natomiast liscie sg nietrwate, co powoduje ko-
niecznos¢ liofilizacji lub mrozenia tkanki w trakcie przecho-
wywania. Mozliwo$¢ akumulacji rekombinowanych biatek
w bardziej stabilnych tkankach, np. organach zapasowych,
zapewniajg inne czesto wykorzystywane do transformacji
gatunki, na przyktad: ziemniak (S. tuberosum), soja (Glycine
max), lucerna (Medicago sativa), ryz (Oryza sativa) i pszenica
(Triticum vulgare). Generalnie uwaza sig, ze akumulacja w
nasionach mogtaby wyeliminowaé koniecznos$¢ stosowania
niskich temperatur w czasie transportu oraz dtugotermino-
wego przechowywania PMP.

WADY ROSLIN JAKO SYSTEMOW DO PRODUKCJI
REKOMBINOWANYCH BIALEK ORAZ POTENCJALNE
RYZYKO UPRAW MOLEKULARNYCH

Wybdr specyficznej rosliny oraz rodzaju systemu roslin-
nego wptywa na swoisty zestaw zaletiwad, ktére w kazdym
przypadku trzeba szczegétowo rozwazyé. Na przyktad, w
roslinach transgenicznych istnieje mozliwo$¢ wystapienia
niekorzystnego zjawiska wyciszania gendw i zréznicowa-
nego (zaleznego od miejsca insercji transgenu w genomie)
poziomu ekspresji w niezaleznie uzyskanych transforman-
tach. Ponadto, istotng wadg jest pracochtonnos$é oraz dtugo-
trwato$¢ procesu uzyskiwania linii o ustabilizowanym po-
ziomie ekspresji transgenu. Jedng z powaznych wad roslin
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jako systeméw ekspresyjnych jest dtugi okres wegetacyjny,
ktory powoduje, ze produkcja biatek zostaje rozciggnieta w
czasie. W trakcie wzrostu i rozwoju, rosliny podlegaja wpty-
wom czynnikéw zewnetrznych, takich jak réznice tempera-
tury i oSwietlenia, co w istotny sposéb ogranicza przewi-
dywalno$é poziomu produkcji rekombinowanych biatek.
Ewentualne patogeny oraz stosowane $rodki ochrony roslin
powoduja, ze wyizolowane biatka moga by¢ zanieczyszczo-
ne pozostatosciami toksyn grzybowych czy pestycydow, co
niesie ryzyko wystgpienia reakcji alergicznych. Nadwrazli-
wos$¢ uktadu immunologicznego cztowieka (lub ssaka) na
PMP moze réwniez wystepowac¢ w wyniku réznic, jakie po-
jawiaja sie w procesie glikozylacji biatka, poniewaz odmien-
ny sktad reszt cukrowych moze zosta¢ potraktowany przez
organizm jako antygen. Mozliwe jest, jednak, uzyskanie
roslin ze zmodyfikowanym szlakiem glikozylacji biatek, co
znacznie redukuje wytwarzanie glikoprotein zawierajgcych
typowe dla ro$lin reszty cukrowe [33].

Doktadna analiza ryzyka (ang. risk assessment) zwigza-
nego z rolnictwem molekularnym i masowym wykorzy-
staniem PMP umozliwia rozwazenie mozliwych zagrozen
na poszczego6lnych etapach, poczgwszy od badan w labo-
ratorium, poprzez uprawy szklarniowe, polowe, bada-
nia kliniczne i wprowadzenie produktu na rynek [34,35].
Mozliwos$é niekontrolowanego uwolnienia transgenu, jego
produktu oraz transgenicznych roslin lub wirusowych wek-
torow do Srodowiska naturalnego i wynikajacych z tego
ewentualnych konsekwencji postrzeganych jako zagrozenie
réznorodnos$ci gatunkéw istnieje zaréwno na etapie badan
laboratoryjnych, upraw szklarniowych i polowych. Z jednej
strony budzi to oczywisScie pewne kontrowersje spotecz-
ne wynikajace z braku mozliwosci doktadnego okreslenia
szkodliwych efektow. Z drugiej jednak strony ryzyko takie
jest stosunkowo niewielkie, poniewaz prace prowadzone na
tych etapach powinny byé kontrolowane przez szczegdto-
we wytyczne i wykonywane doktadnie wedtug protokotu
eliminujgcego mozliwo$¢ niekontrolowanego uwolnie-
nia materiatu do $rodowiska. Ponadto, na kazdym etapie
produkcji ro$lin istnieje ryzyko wystgpienia odpowiedzi
immunologicznej (tolerancji lub alergii) u personelu. Ry-
zyko to oczywiscie ograniczone jest do niewielkiej grupy
0s6b majacych kontakt z materiatem roslinnym. Na etapie
badan klinicznych najwazniejszym ryzykiem wydaje sie
wspomniana wyzej niestabilno$¢ poziomu akumulacji re-
kombinowanych biatek, co moze doprowadzi¢ do réznic w
poszczego6lnych dawkach.

Brak odpowiednich regulacji prawnych w istotny sposéb
moze hamowac rozwoj tej dziedziny badahA oraz ograni-
cza¢ wdrazanie lekéw zawierajagcych PMP i ich produkcje
na skale przemystowg. Nalezy réwniez wzigé pod uwage
mozliwo$¢ ograniczenia powierzchni dostepnej pod upra-
we roslin przy rosnacym zapotrzebowaniu i wzajemnej
konkurencji o te same zasoby réznych gatezi przemystu. W
konsekwencji moze to doprowadzi¢ do wzrostu cen PMP.

CO TO SA CYTOKINY?
Cytokiny s3g to mate czgsteczki (gliko)proteinowe regu-

lujace bardzo réznorodne procesy takie jak proliferacja,
réznicowanie czy ruchliwo$é komérek biorgcych udziat w
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NADRODZINA CZASTECZEK TNF

np. TNF, limfotoksyny

swtasciwosci przeciwnowotworowe
i immunostymulujace

HEMATOPOETYNY
np. GM-CSF, G-CSF, erytropoetyna
«wplyw na wzrost i réznicowanie
komorek szlaku krwiotworzenia

INNE CYTOKINY

np. TGF, neuroleukina
sregulacja proliferacji i
réznicowania limfocytow

INTERLEUKINY,
IL-1, IL-2 IL-33
er6znorodne funkcje \

CYTOKINY

INTERFERONY (IFN)
*obrona przeciwwirusowa
«obrona przeciwnowotworowa

np. limfotaktyna, eotaksyna, RANTES

* kluczowa rola w reakcjach zapalnych,
odpornosci przeciwzakaznej, limfopoezie,
odpowiedzi przeciwnowotworowej

Rycina 1. Podziat cytokin ze wzgledu na petnione funkcje.

odpowiedzi odpornosciowej oraz komoérek hemopoetycz-
nych. Ze wzgledu na ich wybitng role w procesach immu-
nologicznych okresla sie je czesto mianem ,hormondéw"
uktadu odpornosciowego. Cytokiny mogg dziata¢ zaréwno
na komorki, ktére je wydzielaja, jak i na komérki znajduja-
ce sie w najblizszym sagsiedztwie lub w innych narzadach.
Inne wazne cechy cytokin to plejotropia, redundacja, moz-
liwos¢ zaréwno synergistycznego jak i antagonistycznego
dziatania oraz zdolno$¢ do wywotywania kaskad sprzezen
dodatnich i ujemnych [36], Dotad zostato opisanych ponad
sto kilkadziesiat cytokin, ktore zaleznie od petnionej funk-
cji mozna podzieli¢ na nastepujace grupy: interleukiny,
hematopoetyny (czynniki krwiotwdércze), interferony, che-
mokiny, nadrodzina czasteczek TNF (czynnika martwicy
nowotworow; ang. tumor necrosis factor) oraz inne (Ryc. 1).
Biologiczna rola cytokin, ich wtasciwosci zarébwno immu-
nosupresyjne jak i immunostymulujace, stwarzaja nadzieje
na ich kliniczne zastosowanie w terapii licznych schorzen.
Niektére z nich sg juz zarejestrowane jako leki np. IFN-a
(preparat Intron A) w leczeniu nowotworow iprzewlektych
zapalen watroby, IFN-y (Imukin) w przewlektej chorobie
ziarniniakowej, IL-2 (Proleukine) w leczeniu przerzutdw
raka nerki oraz czerniaka. Ponadto, wiele innych znajduje
sie w fazie badan klinicznych (Tab. 1). Warto wspomniec,

ze potencjalnym czynnikiem terapeutycznym moze by¢ nie
tylko cytokina, ale réwniez biatko receptora dla tej cytokiny,
antagonista receptora lub odpowiednie specyficzne prze-
ciwciato [37], Znaczna liczba cytokin zostata réwniez prze-
testowana jako potencjalne adiuwanty odpowiedzi immu-
nologicznej, szczeg6lnie podczas immunizacji stymulujacej
btony $luzowe np. doustnej, donosowej, dopochwowej itp.
[38,39], Czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytéw-
makrofagéw (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) wydaje sie by¢ jednym z lepszych kandy-
datéw na PMP. Cytokina ta jest stosunkowo stabilna, sktada
sie z jednego rodzaju polipeptydu (kodowana jest przez je-
den gen), a zastosowana jako terapeutyk jest dobrze tolero-
wana przez pacjentow. GM-CSF jest wazng cytoking, ktora
jest zatwierdzona jako lek Sargramostim® w terapii neutro-
penii, anemii czy redukcji odrzucania przeszczepow szpiku
u ludzi. Poza tym, biatko to byto wielokrotnie testowane na
zwierzetach jako adiuwant szczepionkowy. Ostatnie bada-
nia kliniczne wskazujg na efektywno$¢ dziatania GM-CSF
jako adiuwanta autologicznej szczepionki przeciwko czer-
niakowi, wykazujgc pozytywne efekty podanych sekwen-
cyjnie GM-CSF i interleukiny 2 (IL-2) tgcznie ze szczepionka
autologiczng przeciwko czerniakowi [40],

PRODUKCJA CYTOKIN W ROSLINACH

Ponizej omowione zostana najwazniejsze strategie pro-
dukcji wybranych cytokin w roslinach, ktére w zasadniczy
spos6b nie r6znig sie od strategii stosowanych do produkcji
w systemach roslinnych innych biatek rekombinowanych.
W systemach rosélinnych produkowane byty cytokiny na-
lezace do réznych grup funkcjonalnych (Tabela 2). Wielo-
krotnie, szczegdlnie w poczatkowych badaniach, podejmo-
wane byty proby produkcji cytokin w zawiesinach kultur
komaérek transgenicznych roslin. Metoda ta umozliwia wy-
dzielanie cytokin poza srodowisko komérki czyli do pod-
toza hodowlanego. Z jednej strony pozwala to na ominie-

Tabela 1. Obecnie prowadzone badania nad terapeutycznym zastosowaniem cytokin, receptoréw cytokin oraz skierowanych przeciwko nim przeciwciat (wedtug [37],

zmodyfikowane).

Cytokina Nazwa generyku
IL-IR-a (antagonista receptora) Anakinra
IL-2 (rekombinowane biatko) Aldesleukine

IL-4 (biatko sprzezone z egzotoksyng z Pseudomonas) -

IL-5 (przeciwciato monoklonalne anty-1L5) Mepolizumab

IL-6 (humanizowane przeciwciato anty-1L6 receptor) Tocilizumab
IL-8 (ludzkie przeciwciato anty-I1L8) ABX-IL-8
IL-9 (przeciwciato anty-I1L9) IL-9mADb
IL-10 (rekombinowane biatko) Tenovil
IL-11 (rekombinowane biatko) Neumega
IL-12 (humanizowane przeciwciato anty-1L12) ABT-874
IL-15 (humanizowane przeciwciato anty-1L15) AMG-714
IL-18 (rekombinowane biatko wiazgce IL-18) -

IL-21 (rekombinowane biatko) 494C10

IFN-y (humanizowane przeciwciato anty-IFN-y) Fontolizumab

TNF- a (fragment Fab humanizowanego

przeciwciata anty-TNF-a) Certolizumab
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ngg badan Zastosowanie terapeutyczne
klinicznych

1l zapalenie kosci i stawow

11 HIV

1l zto$liwy nowotwér mézgu (Glioma)

u astma alergiczna

m reumatoidalne zapalenie stawow (RZS),
mtodziericze idiopatyczne zapalenie stawéw

1l RZS, tuszczyca, przewlekta obturacyjna choroba ptuc
| astma

I} choroba Crohna

11 choroba Crohna,
1l RZS, tuszczyca,

1l choroba Crohna, tuszczyca, stwardnienie rozsiane
1l RZS

1 RZS

1l czerniak

1] choroba Crohna, RZS

11 choroba Crohna, RZS
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Tabela 2. Produkcja wybranych cytokin w roslinnych systemach ekspresji.

Cytokina
[odnos$nik lit.]

Erytropoetyna
[41]

G-CSF

[42]

GM-CSF
[43]

GM-CSF
144]
GM-CSF
[45]

GM-CSF
[46]

GM-CSF
[47]

GM-CSF
[48]

GM-CSF
[49]
GM-CSF
[50]
GM-CSF
(51

GM-CSF
[52]

GM-CSF [53]
IL-2; IL-4

[54]

IL-10; IL-4
[32]

IL-18
[55]
IL-2
[56]

IL-10
[57]

11-4
[58]
TNF-a
[59]
IL-12
[60]
IL-12
[61]
IL-12
[62]

IL-13
[63]

Kardiotrofina-1
[64]

IFN-a2b
[65]

Materiat roslinny

Zawiesina komérkowa
Nicotiana tabacum

zawiesina komoérkowa
N. tabacum

zawiesina komérkowa
N. tabacum

zawiesina komérkowa
N. tabacum

zawiesina komérkowa
Oryza sativa

zawiesina komérkowa
O. sativa

zawiesina komérkowa
O. sativa

zawiesina komérkowa
0. sativa

liscie Saccharum

nasiona N. tabacum

nasiona O. sativa

nasiona O. sativa

liscie Nicotiana benthamiana

zawiesina komérkowa
N. tabacum

liscie N. tabacum

liscie N. tabacum

bulwy S. tuberosum

liscie N. tabacum

liscie N. tabacum,
bulwy S. tuberosum

Solanum tuberosum

liscie N. tabacum

liscie i owoce Lycopersicon
esculentum

zawiesina komdérkowa
N. tabacum

liscie N. tabacum
liScie N. tabacum,
transformacja chloroplastéw

liscie N. tabacum,
transformacja chloroplastéw

Elementy kasety ekspresyjnej

promotor 35S CaMV, terminator 35S CaMV

promotor 35S CaMV z podwéjnym wzmacniaczem
transkrypcji, Q-wzmacniacz translacji; terminator genu nos

promotor 35S CaMV, sekwencja wzmacniajaca
translacje z wirusa TEV, etykieta His, terminator T7

promotor 35S CaMV z podwéjnym
wzmacniaczem transkrypcji, terminator nos

promotor amylazy ryzu, peptyd sygnalny amylazy ryzu

promotor amylazy ryzu, peptyd sygnalny
amylazy ryzu, wyciszenie genu kodujacego a-
amylaze za pomocg RNAi do poziomu 8.2%

promotor amylazy ryzu, peptyd sygnalny
amylazy ryzu, wyciszenie genu kodujgcego
cysternowa proteinaze za pomocg RNAI

promotor amylazy ryzu, peptyd sygnalny
amylazy ryzu; wspdlekspresja genu kodujacego
syntetyczny inhibitor proteaz (sPI-II)

promotor MUbi-1 z kukurydzy i
SCubi-9 z trzciny cukrowej

promotor gluteiny Gtl, Gt3, peptyd
sygnalny gluteiny, terminator nos

promotor gluteiny Gtl, peptyd sygnalny
gluteiny, terminator nos

promotor gluteiny Gtl3a (specyficzny dla
endospermy nasion), peptyd sygnalny gluteiny,
terminator nos, optymalizacja kodonéw

wektor pochodna PVX: promotor 35S CaMV, etykieta His
promotor 35S CaMV, terminator T7

promotor 35S CaMV z podwéjnym
wzmacniaczem transkrypcji, t-CUP-wzmacniacz
translacji, ELP, KDEL, terminator nos

promotor 35S CaMV z podwo6jnym wzmachiaczem
transkrypcji, Q-wzmacniacz translacji, terminator nos

promotor patatyny; terminator nos

1. promotor 35S CaMV, etykieta His, peptyd kierujacy
do chloroplastéw oraz kaseta bez etykiety

2. promotor 35S CaMV, etykieta His;

peptyd kierujgcy do mitochondriéw

promotor 35S CaMV, sekwencja KDEL

kierujaca biatka na szlak sekrecyjny

promotor 35S CaMV, Q-wzmacniacz translancji,
sekwencja SEKDEL kierujaca biatka na szlak sekrecyjny

promotor 35S CaMV, terminator 35S CaMV

promotor 35S CaMV z podw6jnym
wzmacniaczem, terminator 35S CaMV

promotor 35S CaMV z podw6jnym wzmacniaczem
transkrypcji, Q-wzmacniacz translancji

promotor 35S CaMV z podwéjnym wzmacniaczem
transkrypcji; wzmacniacz translacji z
wirusa AMV, KDEL, terminator nos

1. promotor rrn (promoter 16S RNA) iwzmacniacz
translacji (5'UTR genu 10 faga T7)
2. promotor psbA i wzmacniacz translacji (5'UTR pshA)

kaseta ekspresyjna: 5'UTR/HIS/THR/IFNa2b
sklonowana w wektorze chloroplastowym pLD-CtV

Metoda

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

mikrowstrzeliwanie

mikrowstrzeliwanie

mikrowstrzeliwanie

mikrowstrzeliwanie

mikrowstrzeliwanie
transformacja
A. tumefaciens
transformacja

A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens
wektor wirusowy PVX
transformacja

A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A.tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

transformacja
A. tumefaciens

mikrowstrzeliwanie

mikrowstrzeliwanie

Poziom produkcji

0.0026% TSP;
25pg/l

105 pg/1

150 gg/1 (wewnatrz
kom.); 250 gg/1
(wydzielane)

180-780 gg/1

129 mg/l

do 280 mg/I

do 290 mg/I

do 250 mg/I

0,02% TSP

0,005-0,03% TSP

1.3% TSP

0,5-14 pg/ nasiono

0,2-2% TSP

0,09 mg/l (IL-2)
0,45 mg/l (IL-4)

0,27% TSP (IL-10);
0,086% TSP (IL-4)

0,004-0,051%
TSP; 351 ng/g

115U/mg TSP

1. 7ng/mgTSP

(bez His); 43 ng/

mg TSP (z His)

2. brak akumulacji
0,1% TSP w tytoniu;
0,08% TSP w ziemniaku

15 pg/g tkanki

40ng/g

7,3pg/g lisci
4,3pg/ g owocoéw

175pg/l

0,15% TSP

1.0,14mglg
2.do 1,14 mg/g

3mg/g, 20% TSP

Kolorami oznaczono rézne systemy ekspresji (pomararnczowy - zawiesina komérkowa; czerwony —system oparty na wykorzystaniu wektora wirusowego; zielony —ro-
$liny stabilnie transformowane (transgeniczne lub transplastomiczne); terminator nos —terminator nopalinowy, M Ubi-1i Scubi- 9 —promotory poliubikwityny.
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cie etapu izolacji rekombinowanego biatka z tkanki, a tym
samym ufatwia proces oczyszczania, poniewaz podfoze do
prowadzenia kultur ro$linnych sktada sie tylko z wody, soli
mineralnych, cukru i witamin. Z drugiej strony, wydziela-
nie moze zwigkszy¢ degradacje rekombinowanego biatka
jezeli do podtoza beda tez wydzielane znaczne ilosci pro-
teaz. Stosunkowo wysoki poziom rekombinowanego biatka
(GM-CSF) uzyskano stosujgc system ekspresji przejsciowej
z wektorem wirusowym PVX (wirus mozaiki X ziemniaka,
ang. Potato virus X). Najwiecej prac dotyczy zastosowania
systemu ekspresji stabilnej, przy czym najczesciej do stabil-
nej transformacji wybierany byt tyton, ale pozytywne wy-
niki uzyskano takze transformujac ryz, trzcine cukrowg lub
ziemniaki.

CYTOKINY Z GRUPY HEMATOPOETYN

Jedna z pierwszych préb wykorzystania kultur komorek
roslinnych do produkcji cytokin dotyczyta erytropoetyny
[41]. Erytropoetyna jest stosowana przy leczeniu niedo-
krwistosci, ktéra moze pojawi¢ sie w przebiegu np. niewy-
dolnosci nerek czy po chemioterapii nowotworéw. Do ko-
morek tytoniu (N. tabacum) '‘Bright Yellow' 2 wprowadzono
plazmid zawierajagcy cDNA kodujacy erytropoetyne pod
kontrolg promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora (CaMV).
Prowadzono réwnoczes$nie kulture zawiesinowg komorek
tytoniu i protoplastow. Obecnos$¢ peptydu sygnatowego
na N-koncu powinna zapewni¢ w efekcie koncowym (po
przejsciu przez ER i aparat Golgiego) wydzielenie biatka
poza $rodowisko komorki na drodze egzocytozy. Byto to
wyraznie widoczne w przypadku protoplastow. Natomiast
w zawiesinie komorek tytoniu zauwazono, ze cytokina co
prawda przenikata przez btone komoérkowa, ale pozosta-
wata wewnatrz komorek zwigzana z ich $ciang. Najpraw-
dopodobniej masa erytropoetyny wynoszaca ok. 30 kDa
nie pozwalata na jej swobodne przechodzenie przez $ciane
komorkowa. U zwierzat erytropoetyna wystepuje w posta-
ci glikoproteiny. W komérkach roslinnych ulegata rowniez
glikozylacji, ale wzér i dtugos¢ N-oligosacharydu réznity
sie od tych wystepujacych w komorkach zwierzecych. Wia-
domo, ze glikozylacja nie jest konieczna dla aktywnosci ery-
tropoetyny in vitro, ale in vivo wptywa na jej dtugos$¢ okresu
péttrwania w krwioobiegu. W omawianej pracy uzyskano
niskag wydajnos¢, ktéra wynosita ok. 0,0026% rekombino-
wanej cytokiny w stosunku do catej puli rozpuszczalnych
biatek. Wykazywata ona aktywnos$¢ in vitro, ale niestety nie
byta aktywna in vivo. Prawdopodobnie byto to spowodo-
wane roznica w sktadzie N-oligosacharydu (brak kwasu
sialowego), co w konsekwencji mogto prowadzi¢ do jej usu-
niecia z krwioobiegu przed dotarciem do komorek krwio-
twérczych [41].

Badania dotyczace produkcji GM-CSF cztowieka (hGM-
CSF) w systemach roslinnych prowadzone sg dos$¢ inten-
sywnie przez kilka niezaleznych grup. Jedng z pierwszych
strategii wykorzystanych do produkcji hGM-CSF w rosli-
nach byto uzycie kultury zawiesinowej komorek tytoniu i
ryzu. W przypadku tytoniu przeprowadzone zostaty dwa
niezalezne dosSwiadczenia. James i wspotpracownicy [43]
opublikowali w 2000 roku wyniki ekspresji hGM-CSF w
hodowli komdérek transgenicznego tytoniu. cDNA kodujace
hGM-CSF umieszczono pod kontrolg promotora 35S wirusa
CaMV, dodatkowo zastosowano sekwencje poprawiajacg
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wydajnos$¢ translacji, pochodzacg z wirusa tytoniu TEV, a
na koncu 3' umieszczono etykiete szesSciu histydyn. Zastoso-
wanie sekwencji z wirusa TEV zwiekszyto ponad 2-krotnie
poziom produkcji biatka. Biatko to zawierato wystepujacy
naturalnie w hGM-CSF peptyd sygnalny i byto wydziela-
ne do pozywki. Zwiekszenie stezenia soli mineralnych w
pozywce, a takze dodanie biatka BSA zwiekszyto poziom
hGM-CSF izolowanego z pozywki az o 50%. Prawdopo-
dobnie oba te czynniki wptywajg stabilizujgco na czasteczki
GM-CSF, ktore naturalnie we krwi sg otoczone przez inne
biatka, gtéwnie albuminy. W powyzszym doswiadczeniu
z jednego litra kultury zawiesinowej uzyskano okoto 150
jug hGM-CSF wewnatrz komdrek roslinnych i okoto 250 pg
hGM-CSF wydzielanego do podtoza. Poréwnujac wyniki
produkcji przeciwciat (300 pg), IL-4 (180 pg) z produkcja
GM-CSF (250 pg) przy zastosowaniu tej samej linii komor-
kowej N. tabacum 'Bright Yellow' 1, tego samego promotora
(35S CaMV), takiej samej strategii klonowania i warunkéw
wzrostu komérek, stwierdzono, ze czynnikiem limitujagcym
ilos¢ rekombinowanego biatka nie sg warunki prowadzenia
kultur ani charakter produkowanego biatka. Zaproponowa-
no, ze dziatanie czynnika limitujagcego jest prawdopodob-
ne na etapie transkrypcji, translacji, potranskrypcyjnej lub
potranslacyjnej modyfikacji albo procesu sekrecji. Znalezie-
nie tego czynnika (lub tych czynnikéw) moze pozwoli¢ na
optymalizacje produkcji biatek terapeutycznych w kultu-
rach zawiesin komdérkowych [43]. Lee i wspotpracownicy w
2002 roku [44] przyjeli, ze czynnikiem limitujacym poziom
wydzielonych do pozywki biatek terapeutycznych jest ich
proteoliza przez roslinne proteazy wydzielane na zewnatrz
komoérek. Zaobserwowali oni, ze rekombinowane biatko
hGM-CSF, ktérego maksymalne stezenie po 4 dniach wy-
nosito 180 pg/1 pozywki, nie byto stabilne. Poczawszy od 5-
tego dnia nastepowata jego szybka degradacja, skorelowana
ze wzrostem aktywnosci proteaz. W celu zwiekszenia sta-
bilnosci hGM-CSF zastosowano PVP, PEG lub zelatyne jako
zwigzki potencjalnie stabilizujgce. Okazato sie, ze tylko ze-
latyna w stezeniu 5% (w/v) wykazuje widoczne wtasciwo-
§ci stabilizujgce biatko, bowiem stezenie hGM-CSF wzrosto
ponad 4-krotnie czyli do poziomu okoto 780 pg/1. W ciagu 4
pierwszych dni nie zauwazono wptywu zelatyny na wzrost
hodowli, natomiast p6zniej zaobserwowano jej negatywny
wptyw na rozwoj i wzrost komérek, czego skutkiem byt
spadek produkcji hGM-CSF. Prawdopodobnie Zzelatyna
zwieksza wydzielanie i aktywnos$¢é proteaz, szczeg6lnie po
4 dniach prowadzenia kultury zawiesinowej. Zdecydowa-
nie wyzszg produkcje hGM-CSF uzyskano w zawiesinie
komorkowej ryzu, w przypadku gdy cDNA dla hGM-CSF
umieszczono pod kontrolg specyficznego promotora amy-
lazy ryzu - Ramy3D [45], Brak cukru w pozywce prowadzi
do aktywacji promotora Ramy3D, co zwieksza kilkadziesiat
razy poziom transkryptu transgenu. Uzyskano 129 mg bio-
logicznie aktywnego hGM-CSF z jednego litra, co stanowito
do 25% wszystkich wydzielanych do pozywki biatek. Na-
lezy zaznaczy¢, ze w tym przypadku uzyskany wysoki po-
ziom akumulacji cytokiny byt takze wynikiem ograniczenia
czasu utrzymania kultury zawiesinowej do fazy, w ktorej
do podioza wydzielane byly mate iloSci proteaz. System
ten byt nastepnie optymalizowany z zastosowaniem trzech
strategii majacych na celu zmiane wasciwos$ci komérek go-
spodarza: (1) wyciszenie genu kodujacego a-amylaze, kto-
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ra jest biatkiem dominujgcym ws$rod biatek wydzielanych
przez komorki ryzu [46], (2) wyciszenie genu kodujacego
proteinaze cysternowg (CysP) wydzielang przez komoérki
do pozywki [47] oraz (3) wspdtekspresje inhibitora proteaz
[48], W kazdym przypadku uzyskano ok. 2-krotne zwiek-
szenie wydajnosci produkcji hGM-CSF w poréwnaniu z
systemem wyjsciowym.

Produkcja biatek terapeutycznych w kulturach zawie-
sin komdrek ro$linnych jest czasochtonna oraz ograniczo-
na przez konieczno$¢ duzych naktadéw finansowych na
infrastrukture (m.in. biofermentatory) i wykwalifikowany
personel. Alternatywg moze by¢ produkcja PMP w catych
roslinach lub tylko w wybranych organach, np. lisciach, na-
sionach lub bulwach. W li$ciach trzciny cukrowej uzyskano
produkcje hGM-CSF na poziomie ok. 0,02% TSP [49], Proby
uzyskania nasion zawierajagcych hGM-CSF byty nieco bar-
dziej obiecujgce. Co prawda, nasiona transgenicznego ty-
toniu zawieraty raczej mato rekombinowanego biatka (od
0,0055 do 0,03% TSP) [50], ale w uzyskanych pdzniej przez
te sama grupe nasionach transgenicznego ryzu hGM-CSF
stanowit 1,3% TSP [51]. Najbardziej wydajng akumulacje
hGM-CSF (do 2% TSP w lisciach tytoniu) zapewnito jednak
uzycie jako wektora wirusa PVX ze zmodyfikowanym biat-
kiem ptaszcza [53]. Jak juz wspomniano powyzej, wadg ro-
$linnych systeméw ekspresyjnych wykorzystujgcych wek-
tory wirusowe jest brak integracji wprowadzanych genéw
z genomem ro$liny. W zwigzku z tym gen nie jest dziedzi-
czony i produkcja rekombinowanego biatka dotyczy tylko
pokolenia infekowanego wektorem wirusowym. W wielu
przypadkach biologiczna aktywno$¢ rekombinowanego
hGM-CSF potwierdzana byta in vitro. Ponadto w przypad-
ku wydajnej produkcji hGM-CSF w nasionach ryzu stwier-
dzono, ze doustne podanie myszom takich ziaren stymuluje
proliferacje leukocytow. Doswiadczenie to potwierdzito za-
tem efektywnos$¢ rekombinowanego hGM-CSF in vivo [52],

INTERLEUKINY

W 1998 Magnuson i wspdtpracownicy [54] opublikowali
wyniki dotyczgce produkcji IL-2 i IL-4 w kulturze zawie-
siny komérkowej transgenicznego tytoniu (N. tabacum).
Zaktadano, ze obecno$¢ N-terminalnych peptydéw sygna-
towych zapewni wydajne wydzielanie rekombinowanych
biatek na zewnatrz komérek. Jednak tylko 0,1 pg/ml z 0,9
pg/ml wyprodukowanej IL-2i0,18 pg/ml z 0,46 pg/m| wy-
produkowanej IL-4 ulegato wydzieleniu do podtoza. Reszta
zatrzymywana byta w komdrkach. Ponadto okazato sie, ze
aktywnos$¢ biologiczng wykazywaty tylko cytokiny wydzie-
lane do podtoza.

Szukanie odpowiedniej strategii do wydajnej produkcji
cytokin wida¢ takze przy probach otrzymywania IL-10 w
roslinach transgenicznych. W badaniach klinicznych pro-
buje sie jg stosowa¢ w leczeniu tuszczycy oraz w hamo-
waniu odrzucania przeszczep6w allogenicznych u ludzi.
Jak wiadomo jednym ze sposobow ochrony biatka przed
proteolizg jest kierowanie go do okreslonych przedziatow
komoérkowych. IL-10 kierowano do chloroplastdw (stosujac
peptyd tranzytowy z matej podjednostki biatka RbcS) i do
mitochondriéw (stosujgc peptyd tranzytowy z dysmutazy
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nadtlenkowej). Strategia ta pozwolita na uzyskanie w przy-
padku biatek kierowanych do chloroplastéw ok. 43 ng IL-
10 na mg TSP (dla IL-10 z dotaczong etykietg His) i ok. 7
ng IL-10 na mg TSP (dla IL-10 bez etykiety His). Wynik ten
pozwala stwierdzié, ze w tym doswiadczeniu etykieta His
stabilizowata IL-10 kierowane do chloroplastéw. Nie zaob-
serwowano natomiast akumulacji tej cytokiny w mitochon-
driach [57].

Bardziej owocne wyniki uzyskano dla IL-4. W lisciach
transgenicznego tytoniu, przy kierowaniu rekombinowane-
go biatka do ER (stabilniejsze srodowisko - mniejsza ilo$¢
proteaz), otrzymano 0,1% IL-4 w stosunku do TSP. Poziom
akumulacji w bulwach ziemniaka byt nizszy, maksymalnie
biatko IL-4 stanowito 0,08% TSP [58], Wydajniejszg strategie
wybrano dla ekspresji IL-10 oraz IL-4 w pdzniejszych ba-
daniach. cDNA cytokin umieszczono pod kontrolg wzmoc-
nionego promotora 35S wirusa CaMV, dodatkowo zastoso-
wano wzmacniacz translacji z rejonu promotora tCUP, na
koncu C biatka umieszczono polipeptyd ELP zwiekszajgcy
stabilno$¢ biatka oraz sekwencje KDEL kierujacg zwrotnie
biatko do ER. Zaobserwowano, ze zastosowanie polipepty-
du ELP znacznie poprawito akumulacje rekombinowanych
cytokin. Ostatecznie uzyskana IL-10 stanowita 0,27% TSP
natomiast IL-4 ponad 0,08% [32].

Badania dotyczace IL-10 siegajg jeszcze dalej. Ostatnio
opublikowano wyniki dotyczace badan nad terapeutycz-
nym efektem IL-10 otrzymanej w tytoniu o niskiej zawar-
tosci alkaloidéw [66], Transgeniczny materiat roslinny za-
wierajacy rekombinowang cytokine podawany byt droga
pokarmowg myszom z objawami nieswoistego zapalenia
jelit. W przebiegu tej choroby istotng role odgrywa cytokina
prozapalna, TNF-a. Przy zastosowaniu bezpiecznej dawki
wynoszacej 2,5-9 pg IL-10 (w materiale roslinnym) na jeden
dzien, zauwazono znaczny spadek poziomu mRNA dla
TNF-a oraz wzrost mRNA dla IL-2 i IL-1(3, ktore to inter-
leukiny, wraz z IL-10, pobudzajg uktad immunologiczny do
zwalczania stanu zapalnego. Tym samym potwierdzono te-
rapeutyczne wiasciwosci produkowanej w roslinach IL-10.

Ekspresja transgenéw w bulwach ziemniaka umozliwia
utrzymanie wigkszej stabilnosci cytokin podczas ich prze-
chowywania. Wykorzystali to w 2002 roku Park i Cheong
[56] klonujac cDNA dla IL-2 pod kontrolg specyficznego
promotora patatyny, co zapewnia produkcje biatka gtéwnie
w bulwach transgenicznego ziemniaka. W dwutygodnio-
wych bulwach uzyskano ok. 115 jednostek/g materiatu, tj.
okoto 2-krotnie wigcej niz w przypadku zastosowania pro-
motora 35S wirusa CaMV. Produkcja IL-2 w bulwach ziem-
niaka wydaje sie zatem dobrg strategig.

Sposrdd innych interleukin wyprodukowanych w ro-
$linach nalezy wymienic¢ interleukine 12 (IL-12) [60-62,67],
interleukine 13 (IL-13) [63] oraz interleukine 18 (IL-18) [55],
W ostatnim przypadku uzyto ,,wzmocnionego" promotora
35S wirusa CaMV oraz dodatkowo zastosowano sekwencje
5'UTR z wirusa TMV (TMV Q) jako czynnik wzmacniajacy
translacje w ro$linach. Pozwolito to na uzyskanie biologicz-
nie aktywnej cytokiny w ilosci 351 ng/ g tkanki co stanowito
ok. 0,05% catej puli rozpuszczalnych biatek.
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Niedawno ukazata sie praca na temat uzyskania wydaj-
nej produkcji w transplastomicznych roslinach tytoniu (5%
TSP) cytokiny z grupy IL-6, kardiotrofiny-1 (ang. cardiotro-
phin-1). Rekombinowana cytokina wykazywata aktywnos$¢
biologiczna, ktéra w duzym stopniu hamowana byta przez
Swiatto, ktérego nadmiar prawdopodobnie uszkadza pra-
widtowg konformacje biatka [64],

CZYNNIK MARTWICY NOWOTWOROW
(TNF) ORAZ INTERFERON

W systemach roslinnych produkowano réwniez inne cy-
tokiny. Do produkcji TNF-a, czynnika dziatajgcego cytotok-
sycznie na komorki nowotworowe, wykorzystano ziemnia-
ka (S. tuberosum) odmiany 'Waseschiro' [59]. Transformo-
wano ziemniaka dwoma konstruktami: jeden z nich sktadat
sie z cDNA dla TNF-a pod kontrolg promotora 35S wirusa
CaMV i wzmacniacza translacji (TMV Q), a drugi dodatko-
wo zawierat na 5'-koncu sekwencje nukleotydowg z genu
dla biatka leguminy i na koncu 3' sekwencje SEKDEL, co
miato zwiekszy¢ stabilno$¢ TNF-a w komorkach roslin-
nych. Zastosowanie powyzszej strategii nie przyniosto jed-
nak pozadanego efektu —nie stwierdzono spodziewanego
wzrostu akumulacji rekombinowanego biatka przy zastoso-
waniu sekwencji leguminy i SEKDEL. Og6élnie, z jednego
grama roéliny ziemniaka uzyskano okoto 15 pg aktywnego
biologicznie TNF-a. Jednakze, poréwnujac osiggniety po-
ziom akumulacji ze stosowanymi w medycynie dawkami
innych cytokin, w tym rowniez TNF-a, uznano, Ze jest on
wystarczajgco wysoki do przeprowadzenia badan majgcych
na celu wykorzystanie terapeutyczne.

Produkcje interferonu (IFN-P) uzyskano w transgenicz-
nym tytoniu juz na poczatku lat 90-tych [68], jednak dopie-
ro uzycie roslin transplastomicznych zapewnito akumulacje
interferonu (IFN-a2b) na poziomie 20% TSP [65], Warto za-
znaczy¢, ze tak wysokg akumulacje uzyskano w roslinach
hodowanych w warunkach polowych oraz, ze aktywnos¢
biologiczna rekombinowanego biatka potwierdzona byta
zardwno in vitro jak in vivo. Interesujaca prébe produkcji in-
terferonu podjeto réwniez w rzepie (Brassica rapa) odmiany
‘Just Right' z uzyciem wektora wirusowego uzyskujgc bio-
logicznie aktywny IFN-aD [69], Produkcje interferonu uzy-
skano rowniez w transgenicznym ziemniaku [70,71] oraz
wykazano, ze ekstrakt roslinny zawierajacy rekombinowa-
ne biatko chronit myszy przed infekcjg Gram (+) bakterig
Listeria monocytogenes [72].

ZAKONCZENIE

W niniejszej pracy skoncentrowano sie na wykorzystaniu
roslin do produkcji cytokin. W rzeczywistosci stanowig one
tylko niewielki procent w grupie biatek, ktére moga by¢ sto-
sowane w medycynie badz weterynarii. Roslinne systemy
ekspresji wydajg sie by¢ godng uwagi alternatywga do stoso-
wanych powszechnie tradycyjnych systeméw bakteryjnych
badZz drozdzowych. Przemawiajg za tym gtdwnie wzgledy
ekonomiczne, uprawa roslin nie wymaga duzych naktadow
finansowych umozliwiajac jednoczesnie produkcje na duza
skale. Istotng zaletg jest rowniez fakt, ze PMP wykazuja
wysokg aktywnos$¢ biologiczng. Kilkanascie firm na $wie-
cie, gtdbwnie w USA i Kanadzie, opracowuje metody pro-

92

dukcji rekombinowanych biatek (w tym cytokin) w réznych
systemach roslinnych: w komérkach utrzymywanych w
zamknietych laboratoryjnych warunkach, w systemach eks-
presyjnych opartych na wirusowych wektorach roslinnych
oraz w ro$linach hodowanych w szklarni lub w warunkach
polowych (ang. open-field-cultivated plants). Nalezg do nich
Large Scale Biology (http://www.Isbc.com), Ventria Bio-
science (http://www.ventria.com), Planet Biotechnology
(http://www .planet biotechnology.com), Dow Agroscien-
ce (http://www.dowagro.com) i Agracetus (http://www.
agracetus.com) w Stanach Zjednoczonych, Medicago
(http:// www.medicago.com), Plantigen (http:/ / www.lhsc.
on.ca/plantigen) oraz SemBioSys (http://www.sembiosys.
ca) w Kanadzie, Icon Genetics (http://www.icongenetics.
com), Novoplant (http://novoplant.de), Sungene (http://
www.sungene.de) i MALTagen (http://www.maltagen.
de) w Niemczech, Meristem Therapeutics (http://www.
meristem-therapeutics.com) we Francji oraz ORF Genetics
(http://www.orfgenetics.com) w Islandii [13,73]. W stycz-
niu 2006 roku zarejestrowano w USA pierwszy PMP jako
szczepionke weterynaryjng. Jest to przeznaczona dla kur-
czat szczepionka przeciwko wirusowi rzekomego pomoru
drobiu (ang. Newcastle disease virus), ktora jest produkowana
przez Dow Agroscience w zawiesinie komérek roslinnych.
Z innych zarejestrowanych PMP warto wymienié¢ rekom-
binowane przeciwciata zapobiegajace prochnicy zebow
(CaroRx produkowane w transgenicznym tytoniu przez
Planet Biotechnology) oraz przeciwciata wykorzystywane
do oczyszczania antygenu w trakcie produkcji szczepion-
ki przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby typu B (CB-
Hep.l produkowane w CIGB na Kubie). Ponadto, wiele z
PMP jest w fazie badan klinicznych iw zwigzku z tym moz-
na oczekiwaé ich wprowadzenia na rynek w najblizszych
latach, np. glukocerebrozydaza produkowana przez Prota-
lix Biotherapeutics, interferon-a produkowany przez Biolex
Therapeutics czy insulina produkowana przez SemBioSys
[74], Z pewnosciag dziedzina ta bedzie bardzo intensywnie
rozwijana w nastepnych dziesiecioleciach.

W zwigzku z duzym zainteresowaniem roslinnymi sys-
temami ekspresyjnymi iich uzyciem do produkcji rekombi-
nowanych biatek o znaczeniu farmaceutycznym istnieje pil-
na potrzeba, zwtaszcza w Europie, wprowadzenia doktad-
nych oraz ujednoliconych regut produkcji i komercjalizacji
produktéw PMP. Obowigzujace reguty nie sg dostosowane
do mozliwosci wprowadzenia na rynek tego typu produk-
téw biotechnologicznych. W nowych regulacjach prawnych
konieczne jest uwzglednienie zar6wno wymagan dotycza-
cych upraw genetycznie zmodyfikowanych roslin (w Unii
Europejskiej sg one pod kontrolg Europejskiego Urzedu Do
Spraw Bezpieczenstwa Zywnosci — EFSA), jak i wymagan
dotyczacych lekow uzyskanych metodami biotechnologicz-
nymi (w Unii Europejskiej sg one pod kontrolg Europejskiej
Agencji Lekébw —EMEA).
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ABSTRACT

Modern biotechnology has led to increase of interest in producing pharmaceutically important and commercially valuable proteins in plants.
Plants can efficiently produce recombinant proteins in large quantities and plant-derived proteins are free of human disease factors. In gene-
ral, plant systems can now be used to produce a variety of proteins, including antibodies, cytokines, blood substitutes, vaccines and others.
Cytokines are small proteins secreted by animal cells. They mediate and regulate immunity, inflammation, and hematopoiesis. Due to their
properties many cytokines have medical application, mostly in treatment of virus infections, cancer symptoms and diseases affecting the im-
mune system. However clinical deployment of cytokines is limited by the high production costs. Recently, several research groups reported
using various plant-based expression systems for the production of biologically active mammalian cytokines.
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Serotypy wiruséw zwigzanych z adenowirusami

STRESZCZENIE

P réby kliniczne terapii genowej na $wiecie dotycza gtéwnie choréb nowotworowych, mo-
nogenowych i naczyniowo-sercowych. W badaniach wykorzystuje sie przede wszystkim
wirusowe nos$niki genéw konstruowane gtéwnie w oparciu o genom dobrze scharakteryzo-
wanych adenowiruséw i retrowiruséw. Prowadzone sg intensywne badania nad konstruk-
cjg wektora, ktory skutecznie dostarczatby geny do komérek i jednoczes$nie nie powodowat
skutkéw ubocznych. Badania doswiadczalne i pierwsze proby kliniczne podkreslajg tera-
peutyczne znaczenie rekombinowanych wiruséw zwigzanych z adenowirusami (AAV, ang.
adeno-associated viruses). Obecno$¢ serotypéw AAV i mozliwos$¢ ich namnazania w warun-
kach in vtro sprawiajg, iz mozliwym staje sie prowadzenie préb klinicznych terapii geno-
wej za pomocg preparatéw genowych wprowadzajacych terapeutyczne geny do okreslonych
komorek, tkanek i narzadéw cztowieka. W pracy scharakteryzowano 12 znanych serotypow
AAV. Podkres$lono ich naturalny, zalezny od ekspresji genéw biatek kapsydowych VP1, VP2
i VP3, tropizm komérkowy i aktywno$¢ biologiczng. Badania wskazuja, iz wektory AAV
najefektywniej infekujg komoérki miesni szkieletowych (AAV1,8,9), serca (AAV9), watroby
(AAV8) oraz narzady zmystéw (AAV3,4,5).

WPROWADZENIE

Odkryte w latach 60 ubiegtego stulecia [1] wirusy zwigzane z adenowirusa-
mi (AAV, ang. adeno-associated viruses) wykorzystywane sg obecnie w probach
klinicznych terapii genowej (Ryc. 1). Ostatnio, w pracy Hauswirth i wsp. [2],
przedstawiono bardzo obiecujace wyniki badan leczenia za pomocg rekombi-
nowanych wiruséw AAV pacjentdw cierpigcych na nieuleczalng - wedtug kla-
sycznej medycyny - dziedziczong autosomalnie recesywnie - Slepote (ang. leber
congenital amaurosis). Choroba spowodowana jest mutacjg w genie RPE65 (ang.
retinal pigment epithelium-specific-65 kDa). Pacjentom podawano rekombinowane
wektory AAV, serotyp 2 (rAAV2) kodujgce prawidtowe biatko RPE65. Wstep-
ne wyniki wykazaty, potwierdzany przez pacjentéw, wyrazny wzrost czuto$ci
widzenia.

Liczba przeprowadzanych na $wiecie protokotéw klinicznych terapii geno-
wej z uzyciem rAAV wzrasta. Obecnie jest ich ponad piecdziesiat; dotyczg gtdw-
nie leczenia chor6b nowotworowych, naczyniowo-sercowych. Zainteresowanie
rAAV wynika bezpos$rednio z ich witasciwosci biochemiczno-biologicznych.
rAAV spetniajg cechy dobrego wektora. Znanym jest np., iz efektywnie wno-
szg geny do komorek dzielgcych sie i nie dzielgcych sie, a ekspresja wprowa-
dzanych transgenéw utrzymuje sie dtugo. rAAV uwaza sie rowniez za wirusy
niechorobotwdrcze dla cztowieka. Zaletg rAAV jest ich niska w poréwnaniu z

[=]

Adenowirusy

350 1 Retrowirusy
- 300 I Vaccinia wirusy
b
5’: 250 0 Pokswirusy
o
4 . )
= 1 wirusy zwigzane z
é 200 adenowirusa{ni
0 Herpes simplex wirusy
a 150
a 1 Lentiwirusy
£ 100
0 Flawiwirusy.
50
0

Rycina 1. Wektory wirusowe w prébach klinicznych terapii genowej na $wiecie. W badaniach wykorzystuje
si¢ rekombinowane wektory wirusowe konstruowane w oparciu o genom znanych wiruséw (zrédto: www.
wiley.co.uk/genmed/vectors).
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Tabela 1. rAAV jako noéniki genéw w prébach klinicznych terapii genowej.

Choroba
Dystrofia mie$niowa DucheruTa

Hemofila typu B
Mukowiscydoza

Niedobor alpha-1 antytrypsyny

Niedobor lipazy lipoproteinowej

Gen terapeutyczny
minidystrofina
czynnik IX uktadu krzepniecia

transbtonowy regulator
transportu jonéw chlorkowych

a-l-antytrypsyna

lipaza lipoproteinowa

wapniowa ATPaza siateczki

Niewydolno$¢ serca .
sarkoplazmatycznej

czynnik pobudzajacy kolonie

Rak i 0
ak prostaty granulocytéw i makrofagow

kinaza tymidynowa

Rak prostaty wirusa opryszczki

receptor immunoglobulinowy
czynnika martwicy
nowotworéw

Zapalenie stawéw

W prawej kolumnie zamieszczono geny kodujace terapeutyczne biatka wprowa-
dzane do chorych za pomocg rekombinowanych wektoréw AAV (zaczerpnieto z:
www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

innymi wektorami wirusowymi (np. adenowirusami) im-
munogenno$¢ w stosunku do komorek gospodarza. Mimo
iz, z uwagi na maty genom AAV, mozliwym jest klonowa-
nie tylko niewielkich genéw - do okoto 2 x 103par zasad, re-
kombinowane wektory AAV budzg duze zainteresowanie
jako wykorzystywane w probach terapii genowej nosniki
terapeutycznych genéw (Tab. 1). AAV posiadajg zdolnos¢
do miejscowo-specyficznej integracji wiasnego DNA z ge-
nomem gospodarza [3], kliniczng atrakcyjno$é¢ rAAV wy-
znacza jednak gtownie obecno$¢ w przyrodzie serotypéw
AAV, ktére cechuje tropizm do wybranych komdérek, tka-
nek inarzagdéw cztowieka. Wystepowanie serotypoéw wiru-
sow zwigzanych z adenowirusami wigze sie ze zmiennoscig
sktadu reszt aminokwasowych w biatkach otoczki wirusow
(biatka kodowane przez wirusowy gen cap). Obecnie, dzie-
ki metodom biologii molekularnej i inzynierii genetycz-
nej mozliwy jest nie tylko odkrywanie nowych serotypow
AAV wystepujacych w przyrodzie, ale rowniez klonowanie
rekombinowanych wektoréw AAV (serotypow), ktore po-
zwalajg wnosi¢ terapeutyczne geny do okreslonych tkanek
cztowieka.

AAV - STRUKTURA I WEASCIWOSCI

Wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV) nalezg do ro-
dziny Parvoviridae, rodzaju Dependovirus, wiriony ich posia-
daja symetrie ikosahedralng o Srednicy okoto 20 nm, a ich
materiatem genetycznym jest jednoniciowy DNA (np. ge-
nom AAV2 zbudowany jest z 4680 nukleotydow) [4], Jedno-
niciowy DNA AAV ograniczony jest przez 145-nukleotydo-
we sekwencje kofncowe ITR (ang. inverted terminal repeats),
ktore przestrzennie tworzg stabilng energetycznie strukture
spinki do wiosow. ITR odgrywajg istotng role w replikacji,
sktadaniu wirusowych czastek oraz w integracji DNA AAV
do genomu komorki gospodarza. Miedzy sekwencjami ITR
w genomie AAV znajduja sie tylko dwa geny: rep oraz cap
oraz trzy promotory p5, pl9 i p40. Dzieki aktywnosci pro-
motora p5 powstajg biatka Rep78, Rep68, promotora pl9
biatka Rep52, Rep40, za$ obecnos¢ promotora p40 odpowia-
da na ekspresje genow biatek kapsydowych VP1, VP2 i VP3.
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Wskazuje sie, iz biatka Rep i Cap stanowig okoto 70% masy
wirionu AAV, pozostata czes¢ to DNA. AAV jako dependowi-
rusy nie posiadajg zdolnosci do samodzielnego namnazania
sie w komorce gospodarza, a do replikacji swojego materia-
tu genetycznego wymagaja obecnosci wirusa wspomagaja-
cego. Wsrdd najczesciej opisywanych wiruséw jednoczes$nie
infekujacych wymienia sie adenowirusy oraz herpeswirusy.
Unikalng cechg AAYV jest rowniez, zalezna od aktywnosci
biatek Rep, ich zdolno$¢ do miejscowo-specyficznej integra-
cji wiasnego DNA do chromosomu 19 cztowieka (19ql3.4,
miejsce AAVS1) [3], Proces infekcji komdrek przez AAV jest
wielostopniowy, obejmuje oddziatywanie AAV z biatkami
receptorowymi w btonie komdérkowej gospodarza (miejsca
receptorowe bogate w proteoglikany zawierajgce siarczan
heparanu), internalizacje wirusa, transport do jadra komor-
kowego oraz synteze dwuniciowego DNA AAV. W nie-
obecnos$ci wirusow wspomagajacych obserwuje sie integra-
cje AAV do genomu gospodarza, zas$ ich obecno$¢ prowadzi
do replikacji genomu AAYV i tworzenia aktywnych czastek
infekcyjnych. Szczeg6towe informacje dotyczace cyklu zy-
ciowego AAV i mechanizmdédw miejscowo-specyficznej in-
tegracji wirusowego DNA do genomu gospodarza autorzy
niniejszej pracy zamie$cili we wcze$niejszym opracowaniu
poswieconym AAV, opublikowanym w Postepach Bioche-
mii [3].

SEROTYPY AAV

Obecnie znanych jest dwanascie serotypdw AAV (AAV1-
AAV12). Poznawanie witasciwosci biochemicznych i biolo-
gicznych (aktywnosci infekcyjnej) poszczegdlnych seroty-
poéw pozwala konstruowac rekombinowane wektory AAV
w laboratorium i wykorzystywac je w terapii genowej u
cztowieka. W chwili obecnej najdoktadniej poznanym wy-
daje sie by¢ serotyp drugi AAV (AAV2). Badania charak-
teryzujace serotypy AAV ujawniajg ich aktywnos$¢ infek-
cyjna, tropizm i potencjalne aplikacje dla terapii genowej
(Tab. 11 2).

SEROTYP 1 (AAV1)

Serotyp AAV1 zostat wyizolowany z preparatu adeno-
wiruséw w postaci ,,zanieczyszczenia"™ [5], Do oczyszczenia
serotypu 1 wykorzystano metode oparta na chromatografii
jonowymiennej [6]. Struktura kapsydu AAV1 nie jest jeszcze
do korica poznana. Najprawdopodobniej, w oddziatywaniu
AAV1 z komérkami wazng role odgrywa kwas sialowy [7],
Opie i wsp. [8], zidentyfikowali w AAV2 reszty aminokwa-
sowe R585 i R588 zaangazowane w wigzanie heparyny. Jak
podajg Rabinowitz i wsp. [9] AAV1 nie posiada powyzszych
reszt, a tym samym nie tgczy sie z heparyng. Geny kapsy-
du AAV1 i AAV2 wykazujg wysoka homotogie. Sekwencja
aminokwasowa biatka VP1 AAV1 jest w 83 % taka jak VP1
AAV?2. Pozostate reszty aminokwasowe tworzg tzw. kla-
stry, ktére determinujg zaréwno wiasciwosci antygenowe
jak itropizm komorkowy [10]. Serotyp 1 wykazuje najwiegk-
szy tropizm do mie$ni szkieletowych. Jak wskazujg bada-
nia Hauck i wsp. [10] transdukcja miesni szkieletowych
jest bardziej wydajna przy zastosowaniu wektora AAV1
niz AAV2. Roznice w transdukcji badano tworzac wiruso-
we hybrydy [10]. Wysokga infekcyjnos¢ AAVI (wyzsza niz
dla AAV2) zanotowano réwniez w stosunku do komorek

www.postepybiochemii.pl


http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical
http://www.postepybiochemii.pl

centralnego uktadu nerwowego u myszy [11-13]. Obiecujg-
ce wyniki uzyskano rowniez stosujac AAV1 do transdukcji
miesnia sercowego. Wykazano, iz wirusy AAV1 transdu-
kujg komorki serca z wigkszg wydajnoscig niz AAV25 [14].
Su i wsp. [14] stosowali wektory AAV1 i AAV2 zawieraja-
ce geny VEGF (ang. vascular endothelail growth factor) i LacZ
(ang. f-galactosidase) eksprymowane poprzez promotor cmv
(ang. cytomegalovirus). Do iniekcji mie$nia sercowego $wini
uzyto réowniez wektorow plazmidowych. Uzyskane wyniki
pokazaty, iz po zastosowaniu AAV uzyskano wiekszg eks-
presje genow niz po uzyciu wektoréow plazmidowych. Po-
nadto ekspresja LacZ AAV1 byta na wyzszym poziomie niz
LacZ AAV2. Przewage serotypu 1 nad serotypami 2-5wyka-
zali rowniez Du i wsp. [15]. Do badan uzyto wektory skon-
struowane w oparciu o genom AAV2 pakowany w kapsyd
serotypéw AAV1-5. Konstrukty testowano na sercach doro-
stych myszy in vivo (iniekcja bezposrednia), na kardiomio-
cytach mtodych i dorostych myszy in vitro, jak rowniez na
kardiomiocytach cztowieka. Najwyzszg skuteczno$¢ trans-
dukcji otrzymano u dorostych myszy in vivo i in vitro stosu-
jac rAAVI. Z kolei u noworodkdw wysoka ekspresje genow
uzyskano dzieki AAV2. W kardiomiocytach cztowieka po
ok. miesigcu od transdukcji, ekspresja genu GFP rAAVI
wynosita 40%, GFP rAAV2 25%, a po uzyciu pozostatych
serotypow mniej niz 3%. Z badan wynika iz wirusy AAV1
wydajniej niz AAV2 transdukujg komorki miesnia sercowe-
go u cztowieka i myszy.

SEROTYP 2 (AAV2)

Serotyp AAV?2 zostat wyizolowany jako ,zanieczyszcze-
nie" z preparatow adenowirusow [4], Brak patogennosci
tego wirusa, jak rowniez szerokie spektrum infekcyjnosci i
zdolnos$ci do dtugiej, stabilnej ekspresji transgenéw miato
wptyw na wykorzystanie tego serotypu w terapii genowe;j.
Genom wirusa to pojedyncza ni¢ DNA sktadajaca sie z 4680
nukleotyd6éw, na koncach ktérej wystepujg 145-nukleotydo-
we, palindromowe sekwencje ITR (ang. inverted terminal re-
peats). Sekwencje ITR formujg stabilng energetycznie struk-
ture spinki do wtoséw; biorg udziat w replikacji, sktadaniu
wirusowych czastek jak rowniez integracji AAV do genomu
gospodarza. Genom AAV2to dwa geny: repicap. W wyniku
ekspresji genu rep powstajg biatka bedace inicjatorami repli-
kacji wirusa (Rep78,68,52,40), natomiast ekspresja genu cap
wyraza sie syntezg biatek kapsydu (VP1, VP2, VP3) [16,17].

Badania wskazuja, ze wejScie wirusow AAV2 do komo-
rek zostaje zapoczatkowane oddziatywaniem wiruséw (bia-
tek kapsydu), z biatkami receptorowymi komorek gospo-
darza. AAV2 rozpoznaje btonowe proteoglikany bogate w
siarczan heparanu (HSPG, ang. heparan sulfate proteoglycans)
[18]. Na podstawie badan wykorzystujgcych metode ukie-
runkowanej mutagenezy, zidentyfikowano w AAV2 klaster
reszt aminokwasowych R585 i R588 odpowiedzialnych za
przytaczanie heparyny. Obecno$¢ heparyny moze powo-
dowa¢ zahamowanie transdukcji AAV2 nawet w 75% [19].
Wskazuje sie rowniez, ze AAV2 moga oddziatlywac z recep-
torami czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR1, ang. fribro-

Tabela 2. Tropizm narzadowy serotypéw wiruséw zwigzanych z adenowirusami (AAV).
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Poprzez stopniowanie znaku ,,+" wskazano, potwierdzang eksperymentalnie [1-65], efektywno$¢ infekcyjng serotypéw AAV w stosunku do wybranych komérek, narza-

dow.
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blast growth factor receptor), czynnika wzrostu hepatocytéw
(HGFR, ang. hepatocyte growth factor receptor), jak i recepto-
rami integrynowymi aV|35 [20,21], AAV2 wykazuje tropizm
w kierunku tkanek watroby, miesni, ptuca, centralnego
uktadu nerwowego z rézng skutecznoscig [22], Podkresla
sie zdolnos¢ AAV2 do infekowania komérek nerki [22], na-
tomiast wydaje sie, iz AAV2 nie sg odpowiednimi wektora-
mi np. do transdukcji, np. kardiomiocytéw zaréwno in vitro
jak iin vivo [23]. W komoérkach serca dorostych myszy in vi-
troiin vivo ekspresja wprowadzanego przez AAV2 genu re-
porterowego GFP byta nizsza prawie dwukrotnie po zasto-
sowaniu rAAV2 niz rAAVI [15], jednak AAV2 efektywniej
niz AAVI infekowaly komérki noworodkéw myszy [15].
W badaniach transdukcji mie$nia sercowego przewage nad
wektorem AAV2 wykazywat rowniez wektor AAV6 [15].
Su i wsp. [25] udowodnili, ze komaérki miesnia serca Swi-
ni efektywniej transdukowane sg przez rAAVI niz rAAV2,
przy czym wydajno$¢ transdukcji rAAV2 byta wyzsza niz
transfekcji za pomocg wektora plazmidowego.

SEROTYP 3 (AAV3)

Serotyp AAV3, tak jak AAV2 i AAV5 zostat wykryty w
tkankach cztowieka [26], AAV3 wykazuje 83% homologie
nukleotydow z AAV1 [27], Pomimo braku reszt amino-
kwasowych R585 i R588 hioragcych udziat w przytgczaniu
heparyny AAV3 posiada zdolno$¢ jej wigzania [9,28], Ra-
bonowitz i wsp. [29] w oparciu 0 genom pieciu serotypdw
(AAV1-AAV5) skonstruowali mozaikowe wirusy AAV.
Wykazano, iz potgczenie np. wirusa AAV3 i AAV5 powo-
duje wzmocnienie zdolno$ci wigzania mucyny, jak rowniez
heparyny [29], Wskazuje sie na tropizm AAV3 do komdrek
wtosowatych §limaka ucha wewnetrznego [30],

SEROTYP 4 (AAV4)

Wirusy AAV4 zostaty wyizolowane z matp afrykanskich
(ang. african green monkey), zainfekowanych adenowirusem
typu 15 (SV15) [31], Do jego oczyszczenia uzyto metody
opartej na chromatografii jonowymiennej, jak réwniez ko-
lumn z mucyng [32,33]. Genom AAV4 zawiera 4767 nukle-
otydéw. Produkty genu rep AAV4 wykazujg 90% homolo-
gie z AAV2 i AAV3. Chiorini i wsp. [34] charakteryzowali
sekwencje ITR AAV4. Okazato sie, iz region RBS (ang. Rep
binding site) jest wydtuzony o dodatkowe powtérzenie
GAGC (u AAV2 wystepuja trzy powtdrzenia GAGC). Nie-
mniej jednak, zmiany te nie miaty znaczacego wptywu na
zdolnos$ci formowania charakterystycznej struktury spinki
do witoséw [34], Struktura kapsydu AAV4 zostata zdeter-
minowana za pomocg kriomikroskopii elektronowej [35],
Receptor komorkowy tego serotypu jest odmienny niz dla
AAV2, poniewaz do wigzania si¢ z powierzchnig komorki
AAV4 wykorzystuje kwas sialowy, a nie HSPG [36]. AAV4
jest jednym z najbardziej zr6znicowanych antygenowo se-
rotypow. Unikalne regiony biatek powierzchniowych de-
terminuja tropizm serotypu 4 i sprawiaja, iz AAV4 nie ulega
reakcji krzyzowej z neutralizujacymi przeciwciatami prze-
ciw AAV2 [34], Zaobserwowano, iz AAV4 wydajnie trans-
dukuje komorki centralnego uktadu nerwowego, gtownie
astrocyty, komorki wysciotki uktadu komorowego moézgu
i rdzenia, a takze pigmentowany nabtonek siatkdwki [37].
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Chiorini i wsp. [34] wykazali, iz AAV4 transdukuje komorki
cztowieka, matpy oraz szczura [38].

SEROTYP 5 (AAV5)

Serotyp AAVS5 zostat wyizolowany z klykcin konczy-
stych narzadéw piciowych meskich [4], Analiza bioche-
miczna i analiza sekwencji nukleotydowej genomu wyka-
zaly, iz AAV5 posiada unikalne cechy ws$réd serotypdw
AAV [39]. Funkcje wirusa pomocniczego dla tego serotypu
moze petni¢ FISV (ang. herpes simplex virus). Receptorem dla
AAVS jest kwas sialowy [35], natomiast ko-receptorem re-
ceptor ptytkowego czynnika wzrostu (PDGFR-a, ang. plate-
led derived growth factor receptor) [40]. Do oczyszczenia tego
serotypu wykorzystano chromatografie jonowymienng lub
kolumny z mucyng, ktéra ma witasciwosci wigzace reszty
kwasu sialowego. Struktura kapsydu AAV5 zostata okre-
$lona za pomocg kriomikroskopii elektronowej przy roz-
dzielczosci 16A oraz krystalografii rentgenowskiej. Wska-
zuje sie, iz AAVS5 nalezy do serotypow najbardziej zrozni-
cowanych antygenowo, aczkolwiek ulega krzyzowej reakcji
z neutralizujgcymi przeciwciatami przeciwko AAV2 [39], W
badaniach wykazano réwniez, iz rozpuszczalna heparyna
nie ma wiasciwosci neutralizujacych i nie wptywa na efekt
transdukcji komdrek za pomocg wektora AAV5 [39], AAV5
wykazuje tropizm w kierunku komérek centralnego uktadu
nerwowego [12,13],jak réwniez fotoreceptoréw [41], Wydaj-
no$¢ transdukcji AAV5 do uktadu nerwowego jest wyzsza
niz AAV2 [12,13]. Wewnatrzkomorkowe losy AAV5 s3 od-
mienne od charakteryzowanych dla pozostatych serotypéw
AAV. Zdarzenia wewatrzkomdérkowe do$¢ doktadnie zo-
staty przedstawione w badaniach na komdrkach linii HeLa
przez Bantel-Schaal i wsp. [42], O ile najczesciej opisywany
proces endocytozy przewaznie przebiega z udziatem pe-
cherzykéw pokrytych klatryng (ang. clarithin coated vesicles)
[42], to badania Bantel-Schaal i wsp. przyczynity sie do od-
krycia nietypowej drogi endocytozy serotypu 5. Wykazano,
ze czastki tego serotypu obecne sg réwniez w organellach
nie optaszczonych klarytyng i sg transportowane gtéwnie
do aparatu Golgiego poprzez cysterny siateczki Golgiego i
zwigzane z nimi pecherzyki [42]. W celu doktadniejszego
poznania biologii AAVS5 zesp6t Chiorini i wsp. [39] sklono-
wat i zsekwencjonowat genom AAVS5. Stwierdzono, iz po-
jedyncza ni¢ DNA przypomina dtugoscig i uktadem gendw
ni¢ serotypu AAV2. Lewa ramka odczytu (gen rep) wykazu-
je homologie z sekwencjg AAV2 w 67%. Prawa ramka od-
czytu, kodujaca biatka kapsydu VP1-VP3 (gen cap) jest iden-
tyczna tylko w 56% z genem cap AAV2 [39]. Cechy charakte-
rystyczne wystepujg rdwniez w sekwencjach ITR. Wskazuje
sie, iz w ITR serotypu AAV5 brak jest miejsc trs (ang. termi-
nal resolution site) przy zachowaniu miejsc RBS i zdolnoSci
tworzenia charakterystycznej struktury spinki do wtoséw.
Zaobserwowano 58% homologie regionéw ITR AAV5 i ITR
AAV?2 [40], Badania sekwencji AAV ITR trs wykazaly, iz
w ITR AAV5 wystepuje odmienne miejsce pekniecia, kto-
rego brak w sekwencjach ITR pozostatych serotypow [42].
Chiorini i wsp. [43] sprawdzili rdwniez zdolnos$¢ biatek Rep
i Cap do replikacji i pakowania genomu innego serotypu
przy uzyciu techniki podstawiania (ang. complementation
assay). Utworzono kilka konstruktéw: 2RepCap+2ITR (kaz-
dy element pochodzacy z genomu AAV2), 5RepCap+5 ITR
(kazdy element pochodzacy z genomu AAVS5), 5RepCap+2
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ITR (Rep i Cap z AAVS5 pakowane w AAV2 ITR) 2RepCap +
5ITR (Rep i Cap z AAV2 pakowane w AAVS5 ITR) i 5RepCap
+2ITR+2Rep (Rep i Cap z AAV5 pakowane w AAV2 ITR +
AAV2 Rep). Wektory zawieraty gen (3-galaktozydazy pod
ekspresyjng kontrolg promotora rsv (ang. respiratory syncy-
tial virus). W pierwszych dwoéch przypadkach, jak rowniez
ostatnim, zanotowano transdukcje, natomiast w kolejnych
dwoch jej brak [39]. Wykazano, iz czgstki wirusa AAVS5 ule-
gaja replikacji tylko w przypadku gdy jest obecny gen rep
AAV2 [17,18], W zwigzku z tym serotyp 5 jest odmienny
od innych serotypéw, poniewaz jego biatka Rep nie moga
uczestniczyé w tzw. krzyzowym podstawieniu genomu z
uzyciem AAV2 ITR [39,43]. Naukowcy udowodnili w ba-
daniach in vitro, iz obserwowane zjawisko wystepuje na
poziomie replikacji i nie jest zwigzane z etapem pakowania
czastek wirusowych [43],

SEROTYP 6 (AAV6)

Serotyp AAV6 zostat wyizolowany jako zanieczyszcze-
nie preparatu adenowirusa typu 5. Jest traktowany jako
wariant serotypu 1, poniewaz biatka kapsydu roznig sie tyl-
ko szeScioma resztami aminokwasowymi [38]. AAV6 wy-
kazuje 85% homologie z sekwencjg kapsydu AAV2 [44,45].
Niektorzy badacze uwazajg, iz serotyp 6 jest rekombino-
wang hybrydg serotypu 12, gdyz ITR iregion promotora
p5 sg identyczne u obu serotypow, a reszta genomu wyka-
zuje zdecydowane podobienstwo [46,47]. Receptorami dla
AAVG6 sa proteoglikany bogate w siarczany heparanu, stad
do oczyszczania AAV6 wykorzystuje sie kolumny z hepa-
ryng [44,45], Serotyp AAV6 ma réwniez zdolno$ci wigzania
reszt kwasu sialowego [39]. Kapsyd AAVG6 nie zawiera reszt
aminokwasowcyh R585 i R588, ktore sg odpowiedzialne za
przytaczanie HSPG przez AAV2. Okazato sig, iz zawiera on
dodatkowo reszty lizyny w pozycji 531, ktére umozliwiajg
taczenie sie z heparyng [39]. Wirusy serotypu 6 wykazujg
wysoki tropizm do mieéni szkieletowych [45], Michael i
wsp. [45] udowodnili, iz transdukcja miesni rekombinowa-
nymi wektorami zawierajgcymi biatka kapsydu serotypu 6
jest ponad 500 razy wydajniejsza niz transdukcja za pomoca
rAAV2. Wysoka wydajnos$¢ infekcji przez AAV6 (wiekszg
niz po zastosowaniu AAV2 czy AAV1) zaobserwowano
rowniez dla komdrek watroby [48]. Podobne wyniki uzy-
skali rowniez Raake i wsp. [49] na komorkach mies$nia ser-
cowego $wini. Inne badania japonskich naukowcéw wyka-
zaly, iz ekspresja genu GFP (ang. green fluorescent protein)
w miesniu sercowym gryzoni po zastosowaniu rAAV6 jest
nizsza w poréwnaniu z AAV7 lub AAV8 [50,51]. Zobserwo-
wano takze wydajng transdukcje rekombinowanego wekto-
ra AAV6 w kardiomiocytach szczuréw [51].

SEROTYP 7 (AAV7)

Serotyp AAV7 zostat zidentyfikowany u ssakéw naczel-
nych i wyizolowany z tkanek matpy (ang. rhesus monkey)
[52], Do oczyszczenia wykorzystano metode oparta na chro-
matografii jonowymiennej [53], Serotyp 7 nie ulega neutra-
lizacji przez przeciwciata indukowane przez inne serotypy,
aczkolwiek bardzo niskie miano przeciwciat przeciw AAV7
znaleziono w surowicy cztowieka [52], AAV7 wykazuje
tropizm w kierunku miesni szkieletowych. Efektywno$¢
transdukcji jest bardzo zblizona do AAV1 [52]. Wang i wsp.
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[51] wykazali wysoka ekspresje genu reporterowego GFP w
mies$niach szkieletowych i sercu. Infekcje przeprowadzano
za pomocg AAV7. Taymans i wsp. [54] natomiast por6éwna-
li tropizm rekombinowanych wektorow: AAV2/7 i AA2/8
z AAV2/1, AAV2/5 do komoérek centralnego uktadu ner-
wowgo myszy. Badania wykazaty, iz serotyp 7 tak samo
efektywnie transdukuje prazkowie i istote szarg jak pozo-
state badane wektory [54], Denby iwsp. [55] z kolei wykaza-
li, iz serotyp AAV7 wykazuje niskg skutecznos$¢ transduk-
cji komorek srédbtonka [55], a wptyw na ten proces majg
gtownie inhibitory proteasoméw. Wykazano takze, iz w
przypadku komérek miesni gtadkich badane inhibitory nie
wplywajg na transdukcje AAV [55].

SEROTYP 8 (AAVS)

Wystepowanie serotypu AAV8 odkryto u ssakéw na-
czelnych; serotyp zostat wyizolowany z tkanek matpy (ang.
rhesus monkey) [52], Do oczyszczenia wykorzystano chroma-
tografie jonowymienng [53]. Struktura kapsydu AAVS8 zo-
stata okreslona na podstawie wynikéw uzyskanych dzieki
krystalografii rentgenowskiej [56], Gao i wsp. [52] wykazali,
iz sekwenecja biatka VP1 kapsydu AAVS jest podobna do
VP1 AAV1, AAV2 i AAV3 w ok. 85%, natomiast do sero-
typu AAV4 tylko w 63%. Serotyp 8 nie ulega neutralizacji
przez przeciwciata indukowane przez inne serotypy; niskie
miano przeciwciat przeciw AAV8 znaleziono w surowicy
cztowieka [52], Serotyp AAV8 wykazuje tropizm w kierun-
ku komorek miesnia sercowego [51], watroby [52,57] oraz
trzustki [58], Naukowcy wykazali, iz przy uzyciu wektora
AAVS8 ekspresja transgenu w komoérkach watroby jest od
10-100 razy wyzsza niz przy trandukcji innymi serotypami
[52]. Obecnos¢ AAVSE wykryto takze w komaérkach miesni
szkieletowych [52,57]. Wang i wsp. [51] przeprowadzili
doswiadczenia na noworodkach i dorostych osobnikach
myszy, a takze chomikach z wykorzystaniem wektordw
réznych serotypow AAV; badano réwniez serotyp AAVS.
Wektory podawano zwierzetom dootrzewnowo i dozylnie.
Najwyzszg ekspresje wprowadzanych transgenéw po po-
daniu AAV8 obserwowano w mieéniach prazkowanych.

SEROTYP 9 (AAV9)

Serotyp AAV 9 zostat wyizolowany z tkanek cztowieka
[5]. Obecnos$¢ wirusa AAV9 zaobserwowano w watrobie,
ptucach i mie$niach [57]. Struktura kaspydu tego serotypu
nie jest jeszcze do kofica poznana. Wiadomo jednak, ze jest
to serotyp, ktéry z najwiekszg skutecznoscig transdukuje
komorki serca [59], Miyagi i wsp. [59] wykazali wysokg in-
fekcyjnos¢ wektora AAV9 (AAVI-cmv-lacZ) w stosunku do
komorek serca szczurow; autorzy opisuja 72% wydajnosé
transdukcji kardiomiocytéw. Zaobserwowano korelacje
miedzy dawka wektora, a skutecznos$cig transdukcji komo-
rek. Wektory AAV9 podawano zwierzetom réwniez dozyl-
nie. Ekspresje reporterowego genu lacZ wykazano gtownie
w watrobie, nerkach i miesniach szkieletowych. Stwierdzo-
no rowniez brak znaczacych réznic w ekspresji genéw w
sercu po zastosowaniu perfuzji ex vivo i iniekcji dozylnej.
Badania wykazaty diugotrwatg transdukcje komorek ser-
ca po zastosowaniu wektora AAV9. Ekspresja transgenow
utrzymywata sie na zblizonym poziomie poczawszy od 10
dnia do 3 miesigca po transplantacji [59], Sprawdzano row-
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niez infekcyjno$¢ AAV2/9 w stosunku do komérek miesnia
sercowego myszy, po zastosowaniu iniekcji dozylnej. Wy-
kazano, iz wirusy transdukujg komdérki serca do 200 razy
skuteczniej niz AAV2/1 [60]. Inne badania rowniez wyka-
zaly wysoka (80%) skuteczno$¢ transdukcji komorek serca
przy uzyciu AAV9. Udowodniono, iz AAV9 transdukuje
komorki serca 5-10 razy wydajniej niz AAV8 [61].

SEROTYP 10 (AAV10)

Serotyp AAV10 zostat wyizolowany z tkanek matp (ang.
cynomolgus monkey). Sekwencje AAV10 zidentyfikowano
w komorkach watroby i serca [62]. Wysoki poziom wiru-
séw odnotowano w tkankach limfatycznych [62], Poznano
sekwencje catego kodujacego wirusowego DNA [63]. Udo-
wodniono, iz kapsyd serotypu AAV10 wykazuje 84% ho-
mologie aminokwasowg z serotypem AAV2 [63], Ponadto
wykazano, iz serotyp AAV10 nie ulega krzyzowej reakcji z
przeciwciatami przeciw biatku VP2 AAV2, stad moze by¢
stosowany w infekcji, mimo wysokiego miana przeciwciat
anty-AAV2 w surowicy. Analiza filogenetyczna pokazata, iz
serotyp 10 jest bardzo podobny do AAV8 [63], Okazuje sie
rowniez, iz brak jest neutralizacji AAV8 przez przeciwciata
anty AAV10. Mori i wsp. [63] udowodnili, iz rekombino-
wane wektory AAV2/10 wykazujg u myszy odmienny tro-
pizm komérkowy od wektorow AAV2. Wektory AAV2/10
skuteczniej transdukujg mysie mioblastyczne komorki
réznicujace sie, niz nie réznicujgce. W przypadku wektora
AAV2 zaobserwowano odwrotne zjawisko.

SEROTYP 11 (AAV11)

Serotyp AAV11 zostatl, podobnie jak AAV10, wyizolo-
wany z tkanek matp (ang. cynomolgus monkey). Sekwencje
AAV11 zidentyfikowano w komérkach watroby, wykazano,
iz kapsyd serotypu AAV11l wykazuje 65% homologie ami-
nokwasowag z serotypem AAV2 [63]. Znanym jest réwniez,
iz serotyp AAV11 nie ulega krzyzowej reakcji z przeciwcia-
tami przeciw biatku VP2 AAV2, stad moze by¢ wykorzy-
stywany w terapii genowej, mimo wysokiego miana prze-
ciwciat anty-AAV2 w surowicy. Na podstawie analizy filo-
genetycznej opisywane jest podobiefAstwo serotypu 11 do
AAV4 [63]. Mori iwsp. [63] udowodnili, iz rekombinowane
wektory AAV2/10 i AAV2/11 wykazuja u myszy odmien-
ny tropizm komdrkowy od wektorow AAV2. Wskazuje sie,
iz wektory AAV2/11, jak réwniez AAV2/10 w przeciwien-
stwie do AAV2 skuteczniej transdukujg mysie mioblastycz-
ne komarki réznicujace sie, niz nie réznicujace.

SEROTYP 12 (AAV12)

Serotyp AAV12 zostat wyizolowany z preparatu matpich
adenoviruséw [19]. Sekwencja genomowego DNA tego se-
rotypu wykazuje wysoka homologie do serotypu AAV 11
(83%) i AAV4 (81%), natomiast najmniejszg w stosunku do
AAVS5 (63%) [19]. Sekwencja aminokwasowa biatka Rep 78
jest homologiczna w 89% z biatkiem Rep serotypu AAV4 i
88% serotypu AAV 11 [19]. Réwniez wysokie podobienstwo
aminokwasowe wykazuje biatko VP1 AAV12 w stosunku
do VP1 serotypu AAV11 (84%), natomiast 78% w stosunku
do VP1 AAV4. Najnizszg homologie VP1 AAV12 wykazano
w stosunku do serotypu AAV5 (53%) [19]. Schmidt i wsp.
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[19] wykazali w swoich badaniach, iz serotyp AAV12 po-
siada unikalne witasciwosci zardwno biologiczne, jak i im-
munologiczne,. Autorzy podkres$lajg, iz AAVI2 transdukujg
komarki niezaleznie od obecnosci HSPG i kwasu sialowego,
ktore sa niezbedne dla innych serotypow. Komorki linii ko-
madrkowej Cos transdukowano wektorami rAAV12 w obec-
nosci heparyny (analogu siarczanu heparanu), powodujacej
hamowanie transdukcji AAV. Wykazano, iz transdukcja ko-
morek przez rAAV12 nie zostata zahamowana nawet przy
dawce heparyny Img/ml), podczas gdy dla rAAV2 obser-
wowano drastyczny spadek transdukcji przy dawce nawet
80 razy mniejszej. W celu sprawdzenia czy transdukcja
wektora rAAV12 jest zalezna od kwasu sialowego, bedace-
go receptorem dla AAV4, AAV5, AAV6 [7,36,64,65], badane
komorki Cos traktowano neuraminidazg. W przypadku se-
rotypéw AAV4 i AAVS transfer genu zostat zahamowany
w 99 i 97%, natomiast w przypadku AAV12 nie zanotowa-
no zmian [19]. Schmidt i wsp. [19] badali takze zalezno$¢
transdukcji rAAV12 od obecnosci proteaz. Udowodnili, iz
receptory AAV zawierajg biatkowe komponenty, ktore sg
niezbedne do procesu transdukcji. Wykazano rowniez, iz
glikolipidy nie biorg udziatu w tym procesie. Wskazuje sie
takze, iz serotyp 12 jest odporny na neutralizujace przeciw-
ciata anty-AAV krazace w surowicy cztowieka [4]. Udowod-
niono rowniez, iz rAAV12 efektywnie transdukuje komarki
miesni oraz gruczotoéw Slinowych [19].

PODSUMOWANIE

Dotychczas zidentyfikowano 12 serotypow AAV. Tro-
pizm serotypow AAV wynika z budowy kapsydu wirusa.
Biatka kapsydu (VP1, VP2, VP3) petnig zasadniczg funkcje
w wigzaniu AAV do receptorow komorkowych, jak i w
transporcie czasteczek do jadra. Zgodnie z definicjg, nowy
serotyp identyfikuje sie wowczas, jesli nie ulega on reakcji
krzyzowej z przeciwciatami przeciwko scharakteryzowa-
nym juz wcze$niej serotypom. AAV1-5i AAV7-9 mozna za-
liczy¢ do prawdziwych serotypow, natomiast np. AAV6 nie
spetnia wymogéw definicji. AAV6 reprezentuje hybryde
serotypu AAV1 i AAV2. Duze zainteresowanie budzg ostat-
nio badania transdukcji (infekcji) komaérek miesni szkiele-
towych, rdwniez serca, przy uzyciu serotypéw AAV. Pod-
kresla sie uzyteczno$¢ rekombinowanych AAV w terapii
genowej dystrofii mieSniowej czy choroby niedokrwiennej
serca. Badania wskazuja, iz do komoérek miesni szkieleto-
wych geny najskuteczniej wprowadzane sg przez serotypy
AAV1,8,9 zas§ do mie$nia sercowego przez serotyp AAVOI.
Dalsze badania biologii wiruséw zwigzanych z adenowiru-
sami, ich serotypow pozwolg na petne wykorzystanie wek-
torow rAAV w terapii genowej u cztowieka.
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ABSTRACT

Cancer, monogenic and cardiovascular diseases are the main targets of clinical gene therapy. For the most part, the research is making use of
virus gene carriers based on genome of well characterized adenoviruses and retroviruses. There is an intensive research being done on cloning
vectors that would successfully deliver the therapeutic genes into the cells of interest without causing side effects. Experimental research and
first clinical trials emphasize therapeutic significance of recombinant adeno-associated viruses (AAV). The presence of AAV serotypes and
possibility of their cloning in vitro allow conducting clinical trials of gene therapy using gene products introducing therapeutic genes into
targeted cells, tissues, organs. In the work twelve known serotypes of AAV are described. The cell tropism as well as biological activity were
discussed. Research shows that AAV vectors mostly are able to infect skeletal muscles (AAV1,8,9), heart (AAV9), liver (AAV8) and sense
organs (AAV3,4,5).

102

www.postepybiochemii.pl


mailto:mahan@poczta.wp.pl
http://www.postepybiochemii.pl

WSKAZOWKI
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zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”, jej publikacja w catosci
lub we fragmentach w innym czasopi$mie wymagac bedzie uprzedniej
zgody Redakcji.

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

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

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepow
Biochemii”, w ktorym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOL OWE:

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

PRZYGOTOW ANIE MANUSKRYPTU:

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

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

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

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
torow (ze wskazaniem autora korespondujgcego), tytut naukowy kaz-
dego z Autoréw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
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telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrétow (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrocony tytut pracy (do 25 znakow).

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

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

1. Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol Kv AP
voltage-dependent K' channes in an open conformation. Nature 430: 806-810

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

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nauko-
we Slask, Katowice, Warszawa

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

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabelg. Wielkos$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

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

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

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

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny kwartalnika ""Postepy Biochemii*

Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Optata za druk: Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gtéwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo
pobiera od Autoréw optate, pokrywajaca czesciowo koszt druku arty-
kutu. Optata za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zi.
Szczego6towe informacje zamie$ciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

103


mailto:postepy@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

Kilkuletnie starania o pozyskanie srodkow finansowych z funduszy strukturalnych UE w okresie 2004-
2006 zakonczyty sie wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii ,,Biotechnologii, In-
formatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota™. W ramach projektu Wyposazenie Laboratorium
Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynowanego przez Instytut Biologii Doswiadczalnej
PAN im. Marcelego Nenckiego, a wykonywanego wspdlnie z Akademig Medyczng i Uniwersytetem
Warszawskim, zrealizowane zostaty inwestycje aparaturowe o wartosci ponad 15 milionéw ztotych.
Jest to najwiekszy tego typu projekt w ramach SPO WKP 1.4 w Polsce.

W ramach tego projektu do Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Nenckiego zakupiono
wysokorozdzielczy (0,2 nm) elektronowy mikroskop transmisyjny JEM 1400 (JEOL Co., Japonia 2008).
Ten elektronowy mikroskop cyfrowy jest sterowany z platformy Windows XP i jest wyposazony w
mikroanalizator rentgenowski (EDS INCA Energy TEM, Oxford Instruments) oraz system do tomografii
i kamere CCD MORADA (SiS-Olympus). Przy pomocy tego zestawu aparaturowego wykona¢ mozna
petnozakresowa mikroanalize rentgenowska, zaréwno jakosciowg, jak i iloSciowg, umozliwiajacg
obrazowanie rozktadu pierwiastkdw w preparacie biologicznym oraz odwzorowanie tomograficzne
3D. Jest to unikalny w Polsce mikroskop elektronowy dajacy takie mozliwosci badawcze i jeden z
pierwszych na $wiecie.
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AquaRNA™ RNAPurification Kit

AquaRNA™ jest wielofunkcyjnym wodnym roztworem do izolacji DNA, RNA oraz biatek.
Po uprzedniej lizie i inaktywacji RNaz, DNA i RNA sag gotowe do odzyskania z lizatu poprzez
precypitacje izopropanolem. Biatka pozostajgw roztworze iw kazdej chwili mogag by¢ odzyskane
poprzez precypitacje acetonem. Dzieki temu mozna jednoczes$nie izolowa¢ DNA, RNA oraz
biatka z tych samych prébek oszczedzajac czas i prace.

Charakterystyka:

Innowacyjny - jedyny w swoim rodzaju roztwor nieodwracalnie inaktywujagcy RNazy.
Wielofunkcyjny -jednoczesna izolacja DNA, RNAI bialek.

Prosty w uzyciu.

Nie wymaga stosowania szkodliwych substancji organicznych takich jak fenol,
chloroform, butanol saturowany, bromek etydyny, chlorek cezu, 2-mekraptoetanol.
Uwaga: zawiera tiocyjanian guanidyny.

Czysty - oczyszczone RNA jest stabilne i nie jest zagrozone endogennymi RNazami.
Jeden zestaw mozna zastosowac¢ w r6znych skalach: mini, midi, maxi i HTP.
Wysoka wydajnosc¢ - do 100 pg DNA, 50 pg RNA oraz 2000 pg biatek z 5 min komorek
lub 50 mg tkanki zwierzecej.

Ekonomiczny - niski koszt pojedynczej reakciji.

Bacteria Hu Cells Rat Liver
DNase | DNase | DNase |

Poréwnanie catkowitego RNA wyizolowanego z réznych zrédet przy uzyciu AQuaRNA™.
Do doswiadczenia uzyto 0,5 ml zawiesiny bakteryjnej, 500 000 komoérek ludzkich oraz tkanki
z watroby szczura. Koncowy osad z DNA/RNA zostat rozpuszczony w 100 pl wody DEPC.

5 pl niektorych prébek poddano dziataniu DNazy |, a nastepnie przeprowadzono elektroforeze
niedenaturujgcaw 0,5 % zelu agarozowym uwidaczniajaca prazki DNA oraz 28S (23S), 18S
(16S) i 5S RNA.

Zastosowanie:
Komorki eukariotyczne, drobnoustrojow, tkanka zwierzeca, roslinna, krew, krew wysuszona,

mate fragmenty DNA.

Informacje do zamoéwienia:

r
Nr kat. Produkt Wielko$¢ opakowania I1los¢ reakcji
AquaRNA™ RNA
S00IMT  pyrification Kit Smali 1 mi ok. 10
5003MT _AGUaRNA™ RNA 30 ml ok. 300
v Purification Kit Large

Z tej samej serii dostepne sg réwniez zestawy do izolacji plazmidowego DNA- AguaPlasmid™ oraz AguaGenomic do izolacji DNA.

Wiecej informaciji: J

abo Grazyna Boreysza
ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdansk

N Biuro: ul. Wichrowe Wzgérze 123, 80-293 Gdansk I\/b H
a b tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80 BI Ta:

. MOLECULAR BIOTECHNOLOGY
e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl


http://www.mobitec.de
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Czy firma Merck moze poprawic

proces zatezania probek?

U-Tube™ koncentratory

poprawiaja odzysk biatek,
koncentracje, szybkosS¢ otrzymania wynikow,

oraz redukujg ryzyko wysuszenia probek.

That's what's, in it for you. Merck Chemicals

Cechy i korzysci:

e Membrana polieterosulfonowa (PES)
lub Hydrosarf (typ ,Ultra-low protein binding")

« Niewielka podatnos¢ do wigzania biatek

i wysoki wskaznik odzysku

* Wysoki przeptyw umozliwia szybka
koncentracje prébek

e Ustalony punkt koncowy zapobiega
wysychaniu prébek

 Ro6zne pojemnosci koncentratorow
- od 0,5 ml do 20 ml

 Rb6zne wartosci punktu odciecia
- od 3 kDa do 30 kDa

 tatwe i wygodne w uzyciu

Zapraszamy do sklepu internetowego

http ;//mecomm.merck.pl
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