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DZIEWIECDZIESIATE URODZINY PANI PROFESOR ZOFII ZIELINSKIE]

esli komus daleko do Lwowa, az strach, jak pisze we wstgpie do trzeciego tomu swojego Alfabetu Lwowskiego Jerzy Janicki, to na pewno
nie profesor Zofii Zielinskiej, redaktorowi seniorowi ,,Postepéw Biochemii", aw latach 1973 - 2000 redaktorowi naczelnemu naszego kwar-
talnika, ktdra 29 lipca tego roku obchodzi Swoje Dziewigédziesieciolecie.

To Pani oddata w nasze rece, parafrazujac Mariana Hemara ,,choraggwi drzewce, bySmy ja cato niesli do domu", to Pani natozyta na nas
odpowiedzialno$¢ za losy czasopisma w przysztosci. To duzy ciezar, ale bedziemy go dzwigali z godnoscia, pamigtajac, ze naukowe czasopi-
Smiennictwo w jezyku polskim to takze cze$¢ naszej narodowej spuscizny.

W dniu Pani Urodzin, oprécz zyczen wielu lat w zdrowiu, nareczy kwiatéow, usémiechéw i usciskéw, a takze podziekowan za tyle lat
poswieconych Polskiemu Towarzystwu Biochemicznemu oraz ,Postepom Biochemii" - Autorom, Czytelnikom i Redaktorom czasopisma
- w Ich imieniu oraz w imieniu Zarzagdu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego do zyczen dotgczam fragment ksigzki Jerzego
Janickiego moéwiacy o nieznanej blizej stronie Pani Profesor zainteresowan historig polskiej nauki. A przeciez korzenie polskiej nauki tkwia,
oprécz Krakowa, Paryza, Warszawy, Berlina, Londynu i Zurichu, takze na Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie, $wietnej uczelni, ktorej
profesorem w latach 1920-1941 byt Jakub Karol Parnas. Jerzy Janicki pisze o tym na stronie 137 wspomnianej ksigzki w nastepujacy sposob:

.. Na zebraniu cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktére odbyto sie w todzi w dniu 6 wrzes$nia 1963 r. zapadta uchwata
nastepujacej tresci: - 111 zwyczajne Walne Zebranie Cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego postanowito, iz doroczna nagroda To-
warzystwa za najlepsza prace doswiadczalng z zakresu biochemii, wykonang w kraju nazywac sie bedzie nagroda imienia JAKUBA KAROLA
PARNASA, jednego z najwiekszych biochemikéw polskich i $wiatowych, nauczyciela i wychowawcy polskich kadr biochemicznych.

W diugim rejestrze tych ,kadr biochemicznych' (...) znajduje sie dzi$§ m.in. profesor Leszek Tomaszewski w Warszawie, doktor Wtodzi-
mierz Antyporowicz, emerytowany dzi$ ordynator Centralnego Szpitala Kolejowego w Miedzylesiu pod Warszawa, profesor PAN Bronistaw
Halikowski, wroctawski profesor Tadeusz Baranowski, profesor Tadeusz Korzybski, ktérego powojenne prace umozliwiaty produkcje pol-
skiej penicyliny. Pierwsi trzej byli uczestnikami wspomnianej sesji naukowej, poswieconej pamieci ich mistrza, a ich referaty pomieszczone
w 38 numerze czasopisma ,Postepy Biochemii', z ktérych korzystatem przy opracowaniu tej noty, udostepnita mi profesor Zofia Zielinska
- prawdziwa skarbnica wiedzy o Parnasie. To z jej zbiorow pochodzg taSmy z nagranymi wspomnieniami Parnasa-juniora (...)", doktora Jana
Oskara Parnasa (zmart w 1995 roku), ordynatora oddziatu chirurgicznego w Cztuchowie".

Przedrukowano za zgoda Autora; Jerzy Janicki ,,A do Lwowa daleko az strach...", tom 3 Alfabetu Lwowskiego wydany po raz pierwszy
w 1996 roku przez Polskg Oficyne Wydawniczg ,,BGW" w Warszawie.
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Przetaczniki RNA

STRESZCZENIE

rzetaczniki RNA (ryboprzetgczniki, ang. riboswitches) sg to struktury RNA wigzace ni-
Pskoczasteczkowe metabolity i regulujace ekspresje genéw zaréwno na poziomie trans-
krypcji jak i translacji. Wystepuja one przede wszystkim u bakterii, w regionach mRNA
nieulegajacych translacji (UTR), przy koricu 5'. U Bacillus subtilis okoto 2% catego genomu
znajduje sie pod kontrolg przetagcznikéw RNA. Wigzanie metabolitéw charakteryzuje sie
wysoka specyficznoscia i w niektérych przypadkach ma charakter kooperatywny. Obecnie
znane sg ryboprzetgczniki wigzace mononukleotyd flawinowy, tiamine i pirofosforan tia-
miny, adenozylokobalaming, S-adenozylometioning, lizyne, glicyne, adenine i guanineg oraz
glukozoamino-6-fosforan. Niektére z nich, np. element wigzacy pirofosforan tiaminy wyste-
puja réwniez u grzybéw (Neurospora crassa) oraz u roslin (Oryza sativa, Arabidopsis thaliana).
U cztowieka zidentyfikowano dotychczas jeden przetagcznik RNA, wigzacy 2-aminopuryne.
Wystepowanie przetacznikéw RNA we wszystkich grupach taksonomicznych wskazuje na
ich odlegte pochodzenie ewolucyjne. Sugeruje ponadto pytanie o ich udziat w regulacji eks-
presji genéw u wyzszych Eukaryota, a w szczeg6lnosci u cztowieka.

WPROWADZENIE

Zgodnie z podstawowym dogmatem biologii molekularnej informacja gene-
tyczna zakodowana w DNA przekazywana jest do RNA, a nastepnie do biatek,
ktore petnig funkcje enzymatyczne, transportujgce i regulatorowe. Ten prosty
model zostat znacznie wzbogacony po odkryciu wiasciwosci katalitycznych
RNA. U wielu organizméw stwierdzono, ze czgsteczki RNA wplywajg bez-
posrednio na takie procesy, jak hydroliza RNA, sktadanie RNA czy translacja,
a niekodujace RNA (ncRNA) zaangazowane sg w regulacje ekspresji genéw, za-
rowno na poziomie DNA, RNA, jak réwniez biatka [1-3].

Do szerokiego spektrum witasciwosci RNA w ostatnim czasie doszto jeszcze
specyficzne wigzanie niskoczasteczkowych metabolitow komoérkowych. Ta ce-
cha umozliwia czgsteczkom mRNA samoregulacje transkrypcji lub translacji.
W konsekwencji caty proces moze odbywac sie bez udziatu dodatkowych czyn-
nikow biatkowych. Funkcje te realizowane sg przez niekodujgce regiony mRNA
(UTR, ang. untranslated region) w uktadzie cis, ktore tworzg motywy strukturalne
wigzgce poszczegolne metabolity. Wigzanie to indukuje zmiany struktury nie-
kodujacego regionu mRNA oraz aktywacje lub represje translacji czy transkryp-
cji. Regulacja ekspresji genéw kodujgcych biatka odbywa sie poprzez odwra-
calne blokowanie znajdujgcej sie w obrebie UTR sekwencji RBS (ang. ribosome
binding site) stanowigcej miejsce przytgczenia mRNA do rybosomu. Mozliwe jest
rowniez utworzenie, jeszcze na etapie transkrypcji, alternatywnej spinki atenu-
acyjnej bedacej sygnatem terminacji transkrypcji u Prokaryota. Czasteczki RNA
wiazace metabolity nazywa sie przetacznikami RNA (ryboprzetacznikami) (ang.
riboswitch). Wiekszo$¢ zidentyfikowanych do tej pory ryboprzetagcznikéw znale-
ziono u organizméw prokariotycznych.

STRUKTURA PRZELACZNIKOW RNA

W obrebie struktury drugorzedowej wszystkich poznanych do tej pory prze-
tacznikbw RNA wyrézni¢ mozna nastepujace elementy: podstawowy trzon,
centralng multipetle oraz dodatkowe elementy strukturalne o charakterze spinki
do witoséw (Rys. 1). W oddziatywania trzeciorzedowe oraz w wigzanie ligandu
zaangazowane sg najprawdopodobniej regiony pojedynczoniciowe [4-6],

Ryboprzetaczniki posiadajg dwie domeny funkcjonalne: jest to element wig-
zacy naturalny ligand lub aptamer oraz ,,platforma ekspresyjna”, ktérej konfor-
macja wptywa na ekspresje genu [7], Podobnie jak w przypadku aptameréw,
przytaczenie ligandow do przetgcznikéw RNA jest ,,wigzaniem przystosowaw-
czym" (ang. adaptive binding), polegajagcym na indukowanym ,,dopasowaniu”
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Rysunek 1. Znane bakteryjne motywy strukturalne RNA wigzace metabolity: A) lizyne, B) glicyne, C) pirofosforan tiaminy, D) adenozynokobalamine, E) glukozoamino-
-6-fosforan (ryboprzetacznik ,,cis" o aktywnosci rybozymalnej, miejsce ciecia zaznaczono strzatka), F) mononukleotyd flawinowy, G) S-adenozylometionine oraz H) gu-
anine i adenine (kluczowy dla specyficznosci nukleotyd - dla wigzania guaniny C, a dla wigzania adeniny U, zaznaczono pogrubiong czcionka i strzatkg). Doktadne

miejsca wigzania ligandéw do przedstawionych struktur nie sa znane.

struktury RNA do ligandu [8]. Zmiany strukturalne prze-
noszone sg na platforme ekspresyjna, co prowadzi do mo-
dulacji poziomu ekspresji okreslonego genu. Domeny wig-
zgce ligandy sa wysoce zachowawcze w odlegtych od siebie
ewolucyjnie organizmach, natomiast platforma ekspresyjna
wykazuje pewne réznice w sekwencji, strukturze, jak row-
niez mechanizmie dziatania u réznych organizméw. To
wiasnie w obrebie tej platformy nastepuje tworzenie struk-
tur modulujacych ekspresje danego genu w zaleznosci od
dostepnosci metabolitu w srodowisku.

MECHANIZM DZIALANIA PRZELACZNIKOW RNA

Zmiana struktury mRNA indukowana wigzaniem ni-
skoczgsteczkowego metabolitu moze powodowac¢ dwojakie

112

konsekwencje w regulacji ekspresji genu (Rys. 2) [5,9-13],
Polegajg one na kontroli przedwczesnej terminacji trans-
krypcji (atenuacja) w wyniku asocjacji ligandéw z termina-
torem transkrypcji, antyterminatorem i anty-antytermina-
torem. Terminator ma strukture spinki do wioséw zakon-
czonej sekwencjg poli U. W przypadku represji transkrypcji,
podczas niedoboru metabolitu cze$¢ sekwencji terminatora
oddziatuje z antyterminatorem, co pozwala na prawidto-
wy przebieg transkrypcji i powstanie transkryptu o petnej
diugosci. Po zwigzaniu ligandu struktura antyterminatora
w MmRNA ulega zaburzeniu. Powoduje to utworzenie od-
powiedniej konformacji terminatora, a nastepnie dysocjacje
polimerazy RNA za sekwencjag poli U i w efekcie powstanie
skroconego, niekodujgcego transkryptu (Rys. 2A). Regula-
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Rysunek 2. Sposoby regulacji ekspresji genéw poprzez formowanie alternatywnych struktur drugorzedowych RNA pod wptywem wiagzania metabolitéw. A) Regulacja
na poziomie transkrypcji poprzez tworzenie alternatywnej spinki atenuacyjnej (terminatora) pod wptywem wigzania metabolitu (M). Przyktady ilustruja aktywacje oraz
przedwczesng terminacje transkrypcji. B) Regulacja na poziomie translacji odpowiednio poprzez uwalnianie lub blokowanie sekwencji Shine - Dalgarno i kodonu inicja-
torowego pod wpltywem wigzania metabolitu (M). Nie zwigzana sekwencja Shine - Delgarno pozwala na przytaczenie rybosomu i rozpoczecie translacji.

cja poprzez aktywacje transkrypcji jest przeciwienstwem W przypadku drugiego typu regulacji polegajacej na in-
opisanego procesu. Struktura spinki atenuacyjnej wystepu- hibicji translacji, modulacji podlega dostepnos$¢ sekwencji
je w sytuacji niedoboru ligandu, natomiast zwigzanie me- Shine-Dalgarno (RBS) oraz kodonu AUG. Jesli region ten
tabolitu powoduje jej rozplecenie i umozliwia transkrypcje uwiktany jest w strukture drugorzedowag jest on niedostep-
petnej dtugosci mMRNA. ny dla rybosomu, co prowadzi do inhibicji translacji. Jego
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uwolnienie natomiast powoduje natychmiastowg ekspre-
sje biatka. Podobnie jak w przypadku regulacji transkrypcji
znane sg przetaczniki RNA dziatajgce jako aktywatory i re-
presory translacji. Wigzanie metabolitu umozliwia uwolnie-
nie lub zwigzanie miejsca wigzania rybosomu (Rys. 2B).

PRZYKLADY PRZELACZNIKOW RNA

Biologiczne znaczenie ryboprzetgcznikéw moze potwier-
dzac ich rozpowszechnienie i duza zachowawczo$¢ w obre-
bie Prokaryota, a w niektérych przypadkach réwniez u Euka-
ryota [10]. PoszczegOlne typy przetgcznikdw RNA wystepuja
wielokrotnie w genomie jednego organizmu, np. 69 genow
Bacillus subtilis regulowanych jest poprzez ryboprzetaczni-
ki, co stanowi ok. 2% catego genomu bakterii [10-12],

Dotychczas elementy o charakterze przetagcznikow RNA
zidentyfikowano u blisko 100 gatunkéw bakterii wszyst-
kich grup taksonomicznych, jak réwniez w regionach nie-
kodujacych mRNA archebakterii, grzybéw i niektérych ro-
$lin [10,13]. Znane ryboprzetgczniki oraz ich role w regulacji
metabolizmu bakteryjnego zebrano w Tabeli 1.

PRZELACZNIKI W KONTROLI METABOLIZMU WITAMIN

Pierwsze przetgczniki RNA zaangazowane w regulacje
poziomu ekspresji gendw odpowiedzialnych za synteze wi-
tamin, zidentyfikowano w B.subtilis, E.coli oraz Rhizobium
etli.

WIAZANIE MONONUKLEOTYDU FLAWINOWEGO (FMN)

Witamina B2 (ryboflawina) jest prekursorem koenzymu-
mononukleotydu flawinowego (FMN) oraz dinukleotydu
flawinoadeninowego (FAD). Przetacznik RNA zidentyfiko-
wano w 300 nukleotydowym fragmencie niekodujacego re-
jonu 5' operonu ryboflawinowego (rib), kodujgcego pie¢ bia-
tek biorgcych udziat w szlaku syntezy ryboflawiny z guano-
zynotrifosforanu (GTP) u B. subtilis oraz E. coli. FMN wiagze
sie do fragmentu mRNA o dtugosci okoto 140 nukleotydéw
[14-17], Element ten nazywany jest kasetg rfn. Wystepuje on
réwniez u innych bakterii gramdodatnich i gramujemnych.

W jego strukturze wyr6zni¢ mozna 5 ,,spinek do witosow",
z ktérych trzy sa wyjatkowo zachowawcze, natomiast pozo-
state wykazujg wiekszg zmiennos¢ zarowno pod wzgledem
dtugosci jak i sekwencji [18-20].

Przy wysokiej dostepnosci mononukleotydu flawinowe-
go w komorce ijego zwigzaniu do ryboprzetacznika, oko-
to 60 nukleotydéw w kierunku 3' od elementu wigzacego
tworzy sie spinka atenuacyjna, powodujaca zakorczenie
transkrypcji w obrebie sekwencji 5’UTR mRNA, co zapobie-
ga tym samym ekspresji. Przy niedoborze FMN w mRNA
tworzy sie alternatywna struktura drugorzedowa zapobie-
gajaca formowaniu spinki atenuacyjnej. Efektem jest prze-
pisanie catego operonu rib i petna ekspresja biatek szlaku
syntezy ryboflawiny.

WIAZANIE TIAMINY (WITAMINY BI)
IPIROFOSFORANU TIAMINY (TPP)

Witamina Bl (tiamina) jest prekursorem pirofosforanu
tiaminy (TPP), kofaktora wielu enzymow uczestniczgcych
w szlaku metabolizmu cukréw. Regulacja genéw odpowie-
dzialnych za synteze tiaminy jest dobrze udokumentowa-
na u E.coli, R.etli oraz B.subtilis. W wigkszos$ci przypadkow
poziom ekspresji tych genéw regulowany jest na zasadzie
sprzezenia zwrotnego zaréwno przez tiamine jak i TPP
[21,22], Element wigzgcy tiamine i jej pirofosforan skiada
sie z zachowawczego fragmentu mRNA o dtugosci 39 nu-
kleotydéw, nazywanego kasetg thi i tworzacego strukture
drugorzedowg typu spinki do wioséw [13,15], Regulacja,
podobnie jak w przypadku wigzania mononukleotydu fla-
winowego nastepuje w wyniku tworzenia alternatywnych
struktur drugorzedowych zaleznych od dostepnosci ligan-
du. W przypadku obecnosci FMN w komérce i asocjacji
z kasetg thi, okoto 30 nukleotyddéw w kierunku 3' od miejsca
wigzania tiaminy, tworzy sie spinka atenuacyjna powodu-
jaca terminacje transkrypcji. Podczas niedoboru tiaminy lub
TPP region przetgcznika RNA blokuje sekwencje jednego
z ramion spinki atenuacyjnej, uniemozliwiajgc jej poprawne
uformowanie. Powoduje to petng ekspresje genéw operonu.
Powyzszy proces odbywa sie u bakterii gramdodatnich, a u
bakterii gramujemnych kaseta thi reguluje poziom ekspresji
genu poprzez inhibicje inicjacji translacji.

Tabela 1. Ryboprzetgczniki iich rola w regulacji metabolizmu komérki bakteryjnej
I Sensor
Metabolit (ligand) Prekursor Proces docelowy
RNA
FMN B2 rfn-box  ZaKonczenie transkrypcji
lub inicjacja translacji
TPP BI thi-box ~ Zakonczenie transkrypcji
lub inicjacja translacji
akonczenie transkrypcji
Ado-Cbl B12 Bl2-box  oconczente | ypc
i/lub inicjacja translacji
SAM Met S-box zakonczenie transkrypcji
lizyna N/A L-box zakonczenie transkrypcji
glicyna N/A VCI-I11 zakonczenie transkrypcji
) ) Ko . K "
guanina, hipoksantyna N/A G-box zakonczenie transkrypeji
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i atenuacja

Geny docelowe

synteza i transport B2

synteza i transport Bl

synteza i transport Bl 2

metabolizm siarki

LysC

gevT

metabolizm i transport
puryn

Gdzie znaleziono

bakterie Gram (+) i Gram (-)

bakterie Gram (+) i Gram (-), niektére
archebakterie, grzyby irosliny

bakterie Gram (+) i Gram (-)

bakterie Gram (+)

bakterie Gram (+) i Gram (-)

Bacillus subtilis

bakterie Gram (+)
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WIAZANIE ADENOZYLOKOBALAMINY (ADO-CBL)

Elementy wigzgce Ado-Cbl znajdujg sie w obrebie dwoch
gtéwnych operonéw kodujgcych biatka odpowiedzialne za
transport i synteze kobalaminy. Taki system regulatorowy
funkcjonuje u E. coli oraz bakterii z rodzaju Salmonella. Za
wigzanie ligandu odpowiedzialny jest fragment 25-nukle-
otydowy, zwany kasetg Bp. Podobnie, jak w przypadku
tiaminy i mononukleotydu flawinowego, wigzanie ligandu
do elementu przetagcznika RNA powoduje represje ekspre-
sji genu, jednak regulacja odbywa sie zarobwno na poziomie
transkrypcji jak i translacji [4,23,24], Element wigzacy ade-
nozylokobalamine w stanie wolnym znajduje sie w poblizu
sekwencji Shine-Dalgarno (SD), odpowiedzialnej za wigza-
nie mMRNA do rybosomu. Sekwencja SD nie bierze udzia-
tu w tworzeniu struktury drugorzedowej, co umozliwia
przytaczenie rybosomu i translacje. W momencie zwigzania
Ado-Cbl do ryboprzetacznika nastepuje rearanzacja struk-
tury prowadzaca do zablokowania sekwencji Shine-Dalgar-
no i represje translacji.

PRZELACZNIKI RNA W KONTROLI
METABOLIZMU AMINOKWASOW

WIAZANIE S-ADENOZYLOMETIONINY (SAM)

S-adenozylometionina jest kluczowym koenzymem
u wielu organizmoéw. Jest syntetyzowana bezposrednio
z metioniny przez syntetaze SAM i jest donorem grup me-
tylowych dla modyfikacji biatek i kwaséw nukleinowych.
U B. subtilis zidentyfikowano 11 operonéw zawierajgcych
26 genow podlegajacych kontroli poprzez ryboprzetgcz-
nik wigzacy S-adenozylometionine [25]. Charakteryzuja sie
one obecnoscig w rejonie 5'UTR zachowawczego motywu
sekwencyjnego nazywanego kasetag S (ang. S-box) [25,26].
Wiekszos$¢ z tych gendéw zaangazowana jest bezposrednio
w metabolizm siarki, biosynteze cysteiny i metioniny oraz
S-adenozylometioniny.

Regulacja ekspresji realizowana jest na poziomie trans-
krypcji, a jej mechanizm podobny jest do tego z udziatem
mononukleotydu flawinowego i tiaminy. Brak SAM po-
woduje rearanzacje struktury przetgcznika RNA, unie-
mozliwiajgc tworzenie spinki atenuacyjnej i tym samym
aktywujac transkrypcje petnego genu. Wigzanie SAM do
odpowiedniej sekwencji jest procesem odznaczajgcym sie
wysoka specyficznoscig. Czasteczki takie jak metionina lub
S-adenozylohomocysteina, pomimo wysokiego podobien-
stwa do SAM nie majg wptywu na kontrole ekspresji reali-
zowang przy pomocy tego mechanizmu [27-29].

WIAZANIE LIZYNY

Przetaczniki RNA wigzace lizyne wystepujg w nieko-
dujgcych regionach wielu genéw zwigzanych z biosyntezg
tego aminokwasu u bakterii. Ich sekwencje 5'UTR zawierajg
wysoce konserwatywne kasety sekwencyjne oraz posiadajg
podobng strukture drugorzedowsg regionu, w ktérym zlo-
kalizowany jest ryboprzetacznik [7,30], Pomimo tak wyso-
kiej zachowawczos$ci, mechanizm dziatania przelgcznika
RNA jest inny u bakterii gramdodatnich i gramujemnych.
U pierwszej grupy organizmow polega on na powstaniu
spinki atenuacyjnej oraz rearanzacji struktury prowadzacej
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do aktywacji transkrypcji petnej dtugosci mMRNA po zwigza-
niu lizyny. U bakterii gramujemnych, przy niedoborze lizy-
ny ryboprzetacznik oddziatuje z fragmentem UTR mRNA,
blokujagcym sekwencje Shine-Dalgarno w stanie zwigzania
ligandu. W obu tych przypadkach brak lizyny powoduje
w efekcie aktywacje ekspresji genow zwigzanych z biosyn-
tezg tego aminokwasu [30,31].

WIAZANIE GLICYNY

Przetacznik RNA wigzacy glicyne znajduje sie w regio-
nach niekodujacych genéw odpowiedzialnych za katabo-
lizm glicyny i wiaczenie jej do cyklu kwasu cytrynowego
jako substratu energetycznego. Regulacja ekspresji biatka
odbywa sie poprzez tworzenie spinki atenuacyjnej w przy-

%Uuuu\)/ 3
5'

Terminator

el '

Rysunek 3. Regulacja transkrypcji poprzez kooperatywne wiazanie dwéch cza-
steczek glicyny. Zwiazanie pierwszej czasteczki powoduje zmiany strukturalne
w obrebie drugiej domeny wiazacej, co umozliwia przytaczenie drugiej czastecz-
ki glicyny i aktywacje transkrypcji petnej dtugosci mRNA.
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padku niedoboru glicyny. Ryboprzetgcznik ten, w odro6z-
nieniu od innych znanych tego typu elementéw, wigze
dwie czasteczki glicyny [32], Jest to mozliwe dzigki wyste-
powaniu dwoéch podobnych do siebie motywo6w wigzacych
w Scisle okres$lonej odlegtosci od siebie. Wykazano, ze wia-
zanie glicyny odbywa sie w sposéb kooperatywny, charak-
terystyczny dla biatek (Rys. 3).

PRZELACZNIKI RNA W KONTROLI
METABOLIZMU ADENINY | GUANINY

Pie¢ operonow kodujgcych biatka szlakéw biosyntezy,
konwersji i transportu puryn u B.subtilis podlega regulacji
poprzez przetaczniki RNA [10]. W wigzaniu adeniny, gu-
aniny oraz hipoksantyny biorg udziat struktury RNA o dtu-
gosci okoto 70 nukleotydow, formujace strukture drugorze-
dowa sktadajacg sie z dwéch ,,spinek do wioséw" spietych
helisg. Specyficzno$¢ wigzania ligandu uzalezniona jest od
jednego nukleotydu w obrebie sekwencji wigzacej, tzw.
kasety G. Zamiana cytozyny w pozycji 74 na urydyne po-
woduje zmiane specyficznosci wigzania ligandu z guaniny
lub hipoksantyny na adening [14]. Mechanizm regulacji jest
typowym przyktadem powstawania spinki atenuacyjnej
ponizej sekwencji wigzacej nukleotyd. W przypadku braku
ligandu alternatywna struktura blokujaca mozliwo$¢ po-
wstania spinki, umozliwia transkrypcje catego genu.

PRZELACZNIKI RNA UCZESTNICZACE
W BIOSYNTEZIE SCIANY KOMORKOWE]

Wigzanie glukozoamino-6-fosforanu (GIcN6P), podsta-
wowego skiadnika budulcowego bakteryjnej Sciany ko-
morkowej, odbiega nieco od typowego modelu regulacji
poprzez ryboprzetaczniki [12]. Przetacznik RNA wiazacy
GIcNG6P znajduje sie w regionie 5’UTR mRNA zwigzanego
z genem kodujagcym biatko odpowiedzialne za synteze tego
zwigzku. Rearanzacja struktury 5° UTR mRNA odpowie-
dzialnej za wigzanie GIcN6OP aktywuje znajdujacy sie w tym
rejonie rybozym (Rys. 4) [12]. Aktywnos$¢ tego rybozymu
w uktadzie cis powoduje hydrolize mRNA, skrécenie czasu
poéttrwania mRNA z 4 minut do 15 sekund i w efekcie nie-
mal catkowite zahamowanie biosyntezy biatka.

Przetgcznik RNA dla GIcN6P wykazuje wysoka specy-
ficzno$¢ - analogi GIcNGP takie jak glukozo-6-fosforan czy
glukozoamina nie wpltywajg na aktywacje rybozymu. Me-
chanizm ten jest przyktadem bardzo efektywnego iszybkie-
go sposobu regulacji poprzez sprzezenie zwrotne [33,34],

PRZELACZNIKI RNA U Eukaryota

Dotychczas w organizmach eukariotycznych zidenty-
fikowano jedynie elementy wigzace pirofosforan tiaminy.
Motywy takie znaleziono u grzybow (Neurospora crassa,
Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae) oraz u roslin (Oryza
sativa, Poa secunda oraz Arabidopsis thaliana) [10,34], U Ara-
bidopsis region wigzacy pirofosforan tiaminy znajduje sie
w obrebie 3'UTR mRNA enzymu bioragcego udziat w syn-
tezie tiaminy (ortologu bakteryjnego thiC). Postuluje sie, ze
rearanzacja struktury tego regionu wywotana wigzaniem
ligandu moze wptywac na stabilno$¢ mRNA i na ekspresje
biatka.

W przypadku grzybéw motyw wigzacy pirofosforan tia-
miny znajduje sie w sekwencji intronu, a postulowany me-
chanizm polega na wigczaniu i wytgczaniu alternatywnego
miejsca sktadania mMRNA w zaleznosci od poziomu meta-
bolitu.

Przetagczniki RNA biorg rowniez udziat w regulacji po-
ziomu czynnika TNF-a (ang. tumor necrosis factor) cztowie-
ka. W obrebie 3'UTR mRNA tego genu wystepuje element
wigzacy 2-aminopuryne [35,36], Przy niskiej dostepnosci li-
gandu, element ten wigze nieaktywng RNA-zalezng kinaze
biatkowg (ang. RNA-dependent protein kinase-PKR), nastepu-
je aktywacja tego enzymu, co z kolei powoduje zwigekszong
efektywnos$é sktadania mRNA kodujgcego TNF-a. Rybo-
przetacznik wigzacy 2-aminopuryne w stanie wolnym akty-
wuje PKR znacznie efektywniej niz dwuniciowy RNA [36],
Postuluje sie, ze wigzanie i aktywacja kinazy PKR przez nie-
kodujacy region mMRNA pozwala na szybka ekspresje czyn-
nika TNF-a podczas infekcji wirusowe;.

TERMOCZUINIKI

Regulacja ekspresji i aktywnosci genéw, w zaleznosci od
temperatury moze by¢ wywotana w dwoch przypadkach:
jako odpowiedz na szok temperaturowy oraz na inwazje
patogenéw [37-40], Struktura drugorzedowa RNA jest nie-
zwykle wrazliwa na temperature, samo RNA moze wigc
petnié role termoczujnika (ang. termosensor). Dotychczas ter-
mosensory zidentyfikowano u bakterii z rodzaju Rhizobium,
oraz S. typhimurium, S.flexneri, E. coli, Y. pestis i L. monocyto-
genes [40-44], Zaangazowane sg one bezposrednio w mecha-
nizm regulacji translacji, a $cislej w modulacje dostepnosci
sekwencji Shine-Dalgarno oraz miejsca inicjacji translacji
AUG. Struktura o charakterze spinki do wtoséw obejmujgca
sekwencje Shine-Dalgarno zapobiega translacji mMRNA przy
obnizonej temperaturze. W przypadku podniesienia tempe-

Rysunek 4.Regulacja translacji poprzez ryboprzetacznik o aktywnosci rybozymalnej. Zmiana konformacji spowodowana wigzaniem metabolitu (M) - glukozoamino-6-
-fosforanu aktywuje rybozym hydrolizujgcy sekwencje mMRNA w miejscu wskazanym strzatka.
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Rysunek 5.Zmiany strukturalne w regionie 5’UTR mRNA indukowane wzro-
stem temperatury. Uwolnienie sekwencji Shine-Delgarno i kodonu inicjatorowe-
go umozliwia przytaczenie rybosomu i inicjacje translacji.

ratury z 30°C do 37°C dochodzi do oddziatywan rybosomu
z sekwencjg RBS, a w konsekwencji do translacji odpowied-
niego MRNA (Rys. 5).

METODY IDENTYFIKACII
PRZELACZNIKOW RNA in silico

Obecnie znana jest jedna metoda przewidywania struk-
tur przetacznikéw RNA de novo [45]. Polega ona na poszu-
kiwaniu sekwencji mogacych tworzy¢ dwie alternatywne
stabilne energetycznie struktury drugorzedowe. Powinny
one by¢ oddzielone barierg energetyczna, ktorej pokonanie
umozliwi dopiero jaki$ czynnik zewnetrzny (np. wigzacy
sie ligand). Alternatywne struktury powinny mie¢ zblizong
konicowa energie swobodna, jednak powinny sie zdecydo-
wanie réznic¢. Sekwencje tworzgce wiecej niz dwie struktury
sg odrzucane, gdyz po zadziataniu czynnika zewnetrznego,
czasteczka powinna mie¢ mozliwos¢ przyjecia tylko jednej,
Scile okreslonej konformacji. Implementacja powyzszych
zatozeh ma na celu wyszukanie sekwencji zdolnych do
»przetaczenia" struktury drugorzedowej na alternatywnag,
o zblizonej energii, pod wptywem czynnika zewnetrznego.
Metoda ta okazata sie jednak nieskuteczna w przypadku
wystepowania w jednej z alternatywnych struktur pseu-
doweztéw lub oddziatywan pomiedzy odlegltymi frag-
mentami sekwencji. Struktury tego typu zawiera okoto 2/3
wszystkich znanych przetacznikow RNA. Dla zidentyfiko-
wanych sekwencji ,,przetgcznikowych"” nie mozna réwniez
przewidzie¢ potencjalnych ligandéw zdolnych do wywo-
tania zmiany struktury. Fakt ten pozostawia przewidziane
ryboprzetgczniki bez zadnego znaczenia biologicznego.

Innym podejsciem majagcym na celu identyfikacje no-
wych przetgcznikéw RNA jest poszukiwanie scharaktery-
zowanych eksperymentalnie motywow wigzgcych metabo-
lity u organizmoéw, u ktérych jeszcze nie stwierdzono ich
obecnosci. Znana jest obecnie tylko jedna metoda pozwa-
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lajgca na tego typu badania. Jej implementacja dostepna jest
w postaci serwisu internetowego www.biozentrum.uni-
-wuerzburg.de/bioinformatik/Riboswitch/ [46]. Polega
ona na przeszukiwaniu zadanej sekwencji profilem sekwen-
cyjno-strukturalnym stworzonym na podstawie poréwna-
nia znanych ryboprzetgcznikéw danego typu. Po zidenty-
fikowaniu sekwencji odpowiadajgcej profilowi nastepuje
przewidywanie struktur suboptymalnych. Nastepnym kro-
kiem jest weryfikacja struktury o najnizszej energii pod kga-
tem liczby utworzonych par zasad w kazdym z elementow
strukturalnych. Na tym etapie dopuszczalne jest wprowa-
dzenie pewnych uproszczen pozwalajacych na stopniowa-
nie restrykcyjnosci metody.

Wyniki ewaluacji metody z uzyciem profilu dla elemen-
tu wigzacego adenine wykazaty, ze jest ona w stanie ziden-
tyfikowaé wszystkie znane ryboprzetgczniki bakteryjne dla
wypracowanego modelu. Dodatkowo przeszukiwanie bazy
danych EMBL doprowadzito do identyfikacji 19 nowych
potencjalnych przetgcznikéw RNA wigzacych adenine [46].

Metoda ta posiada jednak wiele ograniczen. Jedynym
modelem uzytym do oceny i dostepnym w chwili obecnej
do analizy jest ryboprzetagcznik adeninowy. Jak wida¢ na
Rys. 1, element ten jest najprostszym spos$réd znanych ele-
mentéw wigzacych metabolity. Obecnos¢ tatwych do zde-
finiowania oddziatywan strukturalnych (trzy wystepujace
blisko siebie struktury ,spinki do witoséw") pozwala na
proste okreslenie punktacji w profilu (minimalna ilo$¢ par
zasad w kazdej helisie, krytyczne pozycje konserwatyw-
nych nukleotydéw). Metoda ta nie wydaje sie jednak przy-
datna w przypadku przetagcznikbw RNA o bardziej ztozo-
nych oddziatywaniach.

PERSPEKTYWY

Mozliwos$¢ regulacji ekspresji gendéw bezposrednio przez
mMRNA, bez potrzeby biosyntezy biatek receptorowych i re-
gulacyjnych jest przyktadem wyjgtkowo ekonomicznego
mechanizmu. Prostota dziatania ryboprzetgcznikéw oraz
powszechno$¢ ich wystepowania u bakterii, grzybéw i ro-
§lin wskazuje na ich odlegte pochodzenie ewolucyjnie. Na
tej podstawie mozna przewidywac, ze elementy te powinny
by¢ réwniez obecne u cztowieka oraz innych przedstawicieli
krélestwa zwierzat. Zidentyfikowany u cztowieka element
regulujacy poziom czynnika TNF-a potwierdza stuszno$é
tej tezy. Ztozono$¢ szlakéw regulacyjnych u wyzszych Eu-
karyota nie pozwala jednak na prostg analize genéw zwig-
zanych bezpoérednio ze szlakiem transportu i syntezy wia-
zanego przez ryboprzetgcznik metabolitu. Skomplikowane
mechanizmy sygnalizacyjne oraz aktywujgce transkrypcje
i translacje zmuszajg do poszukiwania przetgcznikbw RNA
w szerokim spektrum genéw pozornie niezwigzanych z da-
nym szlakiem metabolicznym. Identyfikacja tego typu ele-
mentéw w tak ztozonych organizmach uzalezniona jest od
opracowania skutecznych narzedzi bioinformatycznych po-
zwalajacych na szybkie wytonienie kandydatéw dla badan
eksperymentalnych.
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Riboswitches
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ABSTRACT

Riboswitches are RNA structures able to bind small molecules and regulate gene expression at both, transcriptional and translational level. They
are present in a wide variety of bacterial species. In Bacillus subtilis more than 2% of the genome is regulated by riboswitches. Metabolite bind-
ing is highly specific and can be provided in cooperative manner. Several riboswitches has been identified and characterized to be specific for
flavin mononucleotide, thiamine, thiamine pyrophosphate, adenosylcobalamin, S-adenosylmethionine, lysine, glycine, adenine, guanine and
glucosamine-6-phosphate. Some of them have been found also in fungi (Neurospora crassa) and plants (Oryza sativa, Arabidopsis thaliana). In
human only one riboswitch with binding capacity for 2-aminopurine, has been found. Occurrence of riboswitches in all of the filogenetic groups
suggests that they are one of the oldest regulatory systems. It provokes also the question about their involvement in regulation of gene expres-
sion in human.
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STRESZCZENIE

szkodzenia zasad w DNA powstajace w wyniku proceséw deaminacji, utleniania czy
U alkilacji sa naprawiane przede wszystkim przez system naprawy DNA przez wycinanie
zasad (BER). Enzymami, ktére rozpoczynaja naprawe DNA przez system BER sa glikozyla-
zy DNA, rozpoznajace uszkodzone zasady i usuwajace je z DNA poprzez hydrolize wigzan
N-glikozydowych pomiedzy uszkodzong zasadg a resztag cukrowa. Poznano i scharaktery-
zowano wiele glikozylaz DNA wystepujacych w réznych organizmach (cztowieka, E. coli,
wirusow), réznigcych sie specyficznoscia substratowa. Niektdre z glikozylaz DNA wykazuja
dodatkowo aktywno$é liazy AP, enzymu katalizujacego reakcje hydrolizy wigzania fosfo-
diestrowego pomiedzy nukleotydem po stronie 3' uszkodzenia a deoksyrybozg pozbawiong
zasady azotowej. System BER sktada sie z dwoch réznych szlakéw naprawy DNA (podsta-
wowego i alternatywnego), w ktérych zostaja wprowadzone odpowiednio jeden nukleotyd,
lub od dwéch do szesciu, w miejsce usunietego wczesniej uszkodzonego pojedynczego nu-
kleotydu. Kontrola przez system BER stabilnos$ci i integralnos$ci genomowej komérek oraz
zapobieganie rozwojowi nowotwordéw (lub innych schorzen), sa najistotniejsze dla prawi-
dtowego funkcjonowania catego organizmu i zdolnosci jego przezycia.

WPROWADZENIE

Integralnos$é i stabilnos¢ DNA sa niezbedne dla prawidtowego funkcjono-
wania komoérek, a uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do zaburzen proceséw
komérkowych i $mierci, a w organizmach wielokomorkowych - do rozwoju
nowotwordéw i innych schorzen. Uszkodzenia DNA powstajg zarobwno w pro-
cesach endogennych (przede wszystkim jako konsekwencje btedéw w replikacji
DNA, uszkodzenia zasad w wyniku stresu oksydacyjnego, generowane miedzy
innymi przez produkty peroksydacji lipidow), badZ na skutek ekspozycji czyn-
nikéw zewnetrznych (substancje wystepujace w srodowisku zewnetrznym, nie-
wiasciwa dieta, skutki uboczne zastosowania réznych rodzajéw promieniowa-
nia lub lekéw w terapii, itp.).

W warunkach, w ktérych moga by¢ indukowane uszkodzenia DNA, pod-
stawowe znaczenie ma prawidtowe funkcjonowanie systeméw naprawy tych
uszkodzen. Szczeg6lnie czestymi uszkodzeniami w komoérce sa modyfikacje
zasad DNA w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu, powsta-
jace spontanicznie badz podczas ekspozycji na czynniki zewnetrzne, takie jak
promieniowanie jonizujgce lub UV. W nastepstwie aktywnosci RFT powstaja
zmodyfikowane zasady, np. 8-oksoguanina (8-0ksoG), ktére jesli nie zostang
usuniete z DNA, mogg by¢ zrédtem mutacji. Modyfikacje zasad azotowych wy-
wotywane sa tez przez produkty peroksydacji lipidow. W wyniku utleniania
dtugotancuchowych nienasyconych kwaséw ttuszczowych dochodzi do formo-
wania egzocyklicznych adduktéw DNA; miedzy innymi dwuetapowa reakcja
utleniania kwasu arachidonowego, ktorej produkt (2,3-epoksy-4-hydroksynone-
nal) modyfikuje zasady azotowe do etenoadduktéw DNA [1], Podstawowym
mechanizmem usuwania skutkéw dziatania RFT jest naprawa przez wycinanie
zasad azotowych DNA (BER). Istniejg dwa szlaki dziatania systemu BER, pod-
stawowy oraz alternatywny, ktéry jest Scisle zwigzany z replikacja DNA. Roz-
dzielenie szlak6w podstawowego i alternatywnego zapewnia sprawne i szyb-
kie dziatanie systemu BER, gdyz mozliwe jest usunigcie uszkodzonych zasad
zar6wno podczas trwajgcego procesu replikacji, tak aby nie bylty one zrédiem
dalszych bteddéw, ktore beda powielone i utrwalone w nowosyntetyzowanym
DNA, jak i podczas fazy stacjonarnej, kiedy to bardzo czesto generowane sg
uszkodzenia wywotane przez wolne rodniki. Ponadto system BER uczestniczy
w usuwaniu alkilowanych zasad i innych modyfikacji DNA oraz naprawie pek-
niec¢ czasteczek jednoniciowego DNA [2,3].
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SUBSTRATY DNA DLA BIALEK SYSTEMU NAPRAWY
USZKODZEN DNA PRZEZ WYCINANIE ZASAD

Wyciecie uszkodzonych zasad azotowych z DNA roz-
poczyna sie od reakcji katalizowanej przez glikozylazy
DNA, ktére hydrolizujg wigzania N-glikozydowe pomie-
dzy uszkodzong zasadg a resztg cukrowg [4-5], Ten rodzaj
naprawy DNA nazywany jest naprawa przez wycinanie za-
sad, poniewaz chemicznie zmodyfikowana zasada po wy-
cieciu staje sie ,,wolng zasadg" [6].

Uszkodzenia zasad przez wolne rodniki, powstajgce za-
réwno w wyniku metabolizmu komérkowego jak i dziatania
czynnikéw zewnetrznych, stanowia szerokg klase uszko-
dzen DNA, a uszkodzone czasteczki stajg sie substratami
systemu BER (m.in. 8-oksoG, glikol tyminy). Innym Zr6-
diem uszkodzen naprawianych przez BER sg uszkodzenia
alkilacyje DNA (N-alkilowane puryny: 7-metyloguanina,
3-metyloadenina, 3-metyloguanina) i uszkodzenia hydroli-
tyczne (deaminacja: uracyl, hipoksantyna) [7, 8], Czasteczka
8-0ksoG jest silnie mutagenna, gdyz powoduje btedne spa-
rowania z adening podczas replikacji, co moze prowadzié¢
do transwersji G:C—T:A [9]. N-alkilowane puryny sa po-
datne na spontaniczng hydrolize wigzania N-glikozydowe-
go, prowadzaca do powstania miejsc AP, ktore nastepnie sg
usuwane przez kolejne reakcje enzymatyczne systemu BER
[10].
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Rysunek 1.Reakcje chemiczne mogace zachodzi¢ w miejscu AP. Forma otwarte-
go pierscienia miejsca AP (A) moze podlegac reakcji P-eliminacji przez zwiazek
posredni (B), w wyniku przeciecia wigzania 3'fosfodiestrowego (C). Koniec 3' po-
wstaty podczas tej reakcji prowadzi do powstania a,p-nienasyconego aldehydu,
4-hydroksy-2-pentenalu. W $rodowisku zasadowym ten nienasycony aldehyd
moze ulega¢ przegrupowaniu i powodowa¢ powstanie 3'-2-oksycyklopent-I-
-enylu (D). W obecnosci dodatkowego katalizatora a,p-nienasycony aldehyd
moze takze podlega¢ reakcji 8-eliminacji, w rezultacie czego nastepuje przeciecie
wigzania 5'fosfodiestrowego powodujgc powstanie 4-hydroksy-pent-2,4-dienalu
(E), a powstata jednonukleotydowa luka w DNA zostaje oskrzydlona przez gru-
py 3'i 5" fosforanowe.
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W wyniku dziatania systemu BER naprawiane sg row-
niez pekniecia pojedynczych nici DNA (SSB). Pomiedzy
wieloma r6znego rodzaju uszkodzeniami DNA, SSB sa jed-
nymi z najczesciej wystepujacych uszkodzeh wywotanymi
przez RFT i przez hydrolize zasad DNA [11]. SSB powstajg
takze jako produkty posrednie metabolizmu DNA, wiacza-
jac w to naprawe DNA, replikacje i rekombinacje. Podczas
naprawy przez wycinanie zasad, SSB sa wytwarzane po
stronie uszkodzonej zasady przez dziatanie glikozylaz DNA
i endonukleaz AP. Zidentyfikowano dwa szlaki naprawy
pojedynczych peknie¢ DNA: szlak, w ktérym uczestniczy
polimeraza [3 (poi (3 i ligaza DNA Ill oraz szlak, w ktorym
biorg udziat polimerazy 8/e (poi 8/¢) i ligaza DNA | [12].
Wykazano, ze nadekspresja genu kodujacego ligaze DNA
11l powoduje podwyzszenie opornosci komoérek na czynniki
uszkadzajgce DNA, podczas gdy nadprodukcja ligazy DNA
I nie powoduje takiego efektu, co moze sugerowac, ze szlak
naprawy z udziatem ligazy DNA Il moze petni¢ role w re-
gulacji wrazliwosci komorkowej na czynniki uszkadzajgce
DNA, w szczeg6lnosci w opornosci komérek nowotworo-
wych na leki i promieniowanie [12].

Poli-ADP-rybozylacja, potranslacyjna modyfikacja bia-
tek, katalizowana przez zalezng od DNA polimeraze poli-
-ADP-rybozy (PARP), nalezy do wczesnych reakcji komér-
ki na SSB. Biatko PARP-1 odgrywa kluczowa role podczas
naprawy SSB, gdyz moze ono efektywnie wigza¢ DNA za-
wierajgce uszkodzenie oraz aktywowaé¢ PARP [13]. PARP-2
jest takze aktywowane przez SSB i bierze udziat w ich na-
prawie [14,15]. Biatko XRCC1 jest kolejnym biatkiem odgry-
wajagcym wazng role w naprawie SSB. Biatko to oddziatuje
z PARP-1 [15,16], PARP-2 [15], ligaza DNA Ilia [17,18] i en-
donukleazg AP [19]. Poprzez te oddziatywania biatko XRC-
C1 odgrywa wazng role w regulacji naprawy DNA przez
wycinanie zasad.

MIEJSCA AP

Miejsca AP w DNA moga powstawa¢ w wyniku dziata-
nia glikozylaz, a takze podczas depurynacji i depirymidy-
nacji, na skutek spontanicznej hydrolizy wigzan N-glikozy-
dowych. Miejsca te wystepujg w réwnowagowych formach:
otwartego tancucha a,B nienasyconego aldehydu, a- lub
(3-hemiacetali i otwartego farncucha a|3 nienasyconego hy-
dratu, z czego hemiacetale stanowia wiekszo$¢, a otwarte
tancuchy aldehydéw stanowig tylko 1% wszystkich miejsc
AP, aczkolwiek sa one chemicznie najbardziej reaktywne
[20]. Miejsca AP moga podlegaé¢ szeregu reakcjom, w tym
[3 i 8-eliminacji oraz rearanzacji, ktére prowadza do prze-
ciecia wigzan fosfodiestrowych [20], Reakcje (3-eliminacji
wywotane sg przez nukleofile i mogg pojawia¢ sie w dwoch
odrebnych szlakach. W szlaku pierwszym (Rys.l) proton
jest przenoszony z grupy CH?2 a-deoksyrybozy na grupe
karbonylowa w pozycji C-l. W drugim szlaku wytwarzana
jest zasada Schiffa pomiedzy aming i grupg karbonylowg
C-lotwartego pierscienia aldehydu. Obie reakcje sg nastep-
stwem [3-eliminacji, ktéra pozostawia 3' a,(3nienasycony al-
dehyd, 4-hydroksy-2-pentenal i 5' reszte fosforanowa [20].
Aldehyd 3' a,@3 nienasycony moze podlega¢ dodatkowej
reakcji 8 eliminacji, powodujacej uwolnienie 4-hydroksy-
-pent-2,4-dienalu i dajgcej jednonukleotydowe pekniecie
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Kysunek 2.Schemat wycinania zasady przez mechanizm flipped out. Inne obja-
$nienia w tekscie pracy.

oskrzydlone przez 3' i 5' reszty fosforanowe. W reakcji re-
aranzacji w srodowisku zasadowym 3' a, B nienasycony al-
dehyd moze przeksztakci¢ sie do reszty 3'-2-oksocyklopent-
-1l-enylu.

Wiasciwosci miejsca AP zalezg od rodzaju zasady znajdu-
jacej sie naprzeciwko oraz od sgsiednich nukleotydow. Jeze-
li zasada naprzeciw miejsca AP jest puryna, oddziatywania
pomiedzy zasadami w helisie DNA przewazajg i struktura
DNA jest zachowana, jezeli za$ naprzeciwko znajduje sie
pirymidyna, struktura helisy DNA zapada sie. Wtasciwo-
éci przestrzenne puryn umozliwiajg im dopasowanie sie do
miejsca AP, stabilizujgc strukture helisy DNA i chronigac jg
przed zagieciem. Proces ten wyjasnia preferencyjne wpro-
wadzanie puryn, zwitaszcza adeniny, w miejsce AP przez
wiele polimeraz DNA [21].

GLIKOZYLAZY DNA

Glikozylazy DNA mozna podzieli¢ na dwa typy | i Il
Pierwsze usuwajg zmodyfikowang zasade w DNA pozosta-
wiajgc miejsce AP, natomiast drugie usuwajg zasade i na-
stepnie rozktadajg miejsce AP dzieki aktywnosci 3' endonu-
kleolitycznej powodujgcej hydrolize wigzania fosfodiestro-
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wego pomiedzy nukleotydem po stronie 3' uszkodzenia
a deoksyrybozg pozbawiong zasady azotowej (wykazujg
aktywnosc¢ liazy AP). Zidentyfikowano szereg glikozylaz
DNA wystepujacych u wielu nieraz odlegtych filogenetycz-
nie organizmoéw [7]. Glikozylazy DNA, ktére powodujg hy-
drolize wigzan fosfodiestrowych w miejscu pozbawionym
zasady, czynig to poprzez [3-eliminacje. W nastepstwie tej
reakcji powstaje wolny koniec po stronie 3' miejsca AP, po-
zostawiajac reszte 3' nienasyconych pochodnych cukréw,
ktére nie moga by¢ bezposrednio wykorzystywane przez
polimerazy DNA jako startery [20].

GLIKOZYLAZY DNA E. coli

Wiekszo$¢ znanych glikozylaz DNA zostato po raz
pierwszy zidentyfikowanych u E.coli. Sg to mate biatka
o masie ponizej 30 kDa, niewymagajgce kofaktoréw [4, 5,
22]. W komérkach E. coli znanych jest jedenascie glikozylaz
DNA, wiekszo$¢ z nich jest specyficzna wobec okreslonej
modyfikacji zasad (Tabela 1).

W ostatnich latach na podstawie badan krystalograficz-
nych wyjasniono miedzy innymi molekularne podstawy
specyficznosci glikozylazy uracylu nalezgcej do glikozy-
laz DNA typu | [23-26], Wyniki tych badan sugeruja, ze
zmodyfikowana zasada jest wyciggana (ang. flipped out) na
zewnatrz helisy DNA do kieszeni katalitycznej enzymu,
w Kktorej znajdujg sie odpowiednie aminokwasy warun-
kujgce specyficzne rozpoznanie zmodyfikowanej zasady
w DNA (Rys. 2) [27], Ze wzgledu na relacje przestrzenne do
kieszeni glikozylazy uracylowej moze wejs¢ tylko uracyl,
a nie tymina czy cytozyna [28,29]. Reszta asparaginy w po-
zycji 204, znajdujaca sie w kieszeni enzymu, tworzy wigza-
nie wodorowe z atomem tlenu w pozycji 4 pierScienia piry-
midynowego uracylu, a nie tworzy z grupg NHV co unie-
mozliwia akomodacje cytozyny. Natomiast obecnos$¢ reszty
tyrozyny w pozycji 147 stanowi zawade przestrzenng dla
grupy CH, tyminy. Mutacja aminokwaséw w tych dwéch
pozycjach powoduje zmiane specyficznosci tego enzymu

Tabela 1. Glikozylazy DNA E. coli
Enzym Substrat
Ura-glikozylaza DNA uracyl

5-mC-glikozylaza DNA 5-metylocytozyna

Hx-glikozylaza DNA hipoksantyna

formamidopirymidyny lub

Fapy-glikozylaza DNA 8-hydroksyguanina

3-mA-glikozylaza DNA | 3-metyloadenina

3-metyloadenina, 7-metylo-

3-mA-glikozylaza DNA Il guanina lub 3-metyloguanina

PD-glikozylaza DNA dimery pirymidynowe
Hmu-glikozylaza DNA hydroksymetylouracyl
T-G-glikozylaza DNA pary G-T
MutY-glikozylaza DNA pary G-A

Endonukleaza Il 5,6-hydrat tyminy
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[30-34], Znana jest glikozylaza uracylowa specyficzna w sto-
sunku do uracylu zaréwno w jednoniciowym, jak i dwuni-
ciowym DNA (jak to ma miejsce w przypadku glikozylazy
UNG), jak réwniez glikozylaza specyficzna w stosunku do
uracylu tylko w dwuniciowym DNA czyli glikozylaza Mug
(dsUDG). Co ciekawe jednym z najlepszych substratéw dla
tego glikozylazy Mug jest etenocytozyna [35],

W komorkach E. coli zidentyfikowano dwa szlaki na-
prawy 3-metyloadeniny, glikozylazy DNA typu II: szlak
konstytutywny, w ktérym uczestniczy gen tag (3-mA-gliko-
zylaza DNA 1) oraz szlak indukowany czynnikami alkiluja-
cymi, kontrolowany przez gen ada). Gen alkA koduje biatko
3-mA-glikozylazy DNA 1l [36,37], Gen ten potozony jest na
czterdziestej trzeciej minucie mapy genetycznej E. coli. Nie
ma homologii na poziomie aminokwasowym pomiedzy
produktami gendw tag i alkA, co sugeruje, ze mechanizm
ich dziatania jest ré6zny [38], Nadekspresja genu tag prawie
catkowicie hamuje wrazliwo$s¢ mutanta alkA na alkilacje
DNA [39], Pomimo, ze 3-mA-glikozylaza DNA | usuwa 3-
-metyloguanine z duzo mniejszg wydajnoscia, ograniczenie
to moze zosta¢ zredukowane przez nadekspresje genu tag,
ktéra w komorkach typu dzikiego uwrazliwia je na uszko-
dzenia alkilacyjne [39], 3-mA-glikozylaza DNA 1 jest biat-
kiem o masie okoto 21 kDa, majagcym szerokie optimum
dziatania przy pH od 6 do 8,5 i zwiekszajgcym swojg aktyw-
no$¢ w obecnosci jonéw Mg2; Mn2+i Ca2+[40], Enzym ten
jest wrazliwy na czynniki, ktére inaktywujg grupy SH icha-
rakteryzuje sie Scistg specyficznoscig substratowsq, dziata
gtownie na 3-metyloadening, a oprécz niej na 3-etyloade-
nine i 3-metyloguanine [41,42], Biatko 3-mA-glikozylazy Il
(alkA) ma mase okoto 30 kDa i w odréznieniu od 3-mA-gli-
kozylazy DNA | charakteryzuje sie szersza specyficznoscia
substratowg. Oprocz dziatania na 3-metyloadenineg, enzym
tez katalizuje wycinanie 3-metyloguaniny, 7-metyloguaniny
i 7-metyloadeniny z alkilowanego DNA. Powoduje on tak-
ze wycinanie N”~karbooksyetyloadeniny i N7-karboksyety-
loguaniny, N23-etano- i -etenoguanine, 0 2alkilopirymidyn,
jak réwniez niemodyfikowanych zasad (w tym ostatnim
wypadku z niskg wydajnoscia) [43,44].

Glikozylaza hipoksantynowa (Hx-glikozylaza DNA) jest
glikozylazg DNA typu |. Zostata wykryta w ekstraktach E.
coli i jest biatkiem o masie okoto 30 kDa [45] . Enzym ten
katalizuje uwalnianie hipoksantyny powstajacej w wyniku
deaminacji adeniny w DNA, badZ w wyniku wprowadza-
nia dIMP zamiast dGMP podczas replikacji. Hx-glikozylaza
DNA nie katalizuje uwalniania ksantyny, adeniny, guaniny
czy uracylu z DNA poddanego dziataniu kwasu azotawe-
go. W przeciwienstwie do glikozylazy uracylowej, gliko-
zylaza hipoksantynowa nie jest hamowana przez produkt
jej dziatania. Analogi hipoksantyny, takie jak kofeina, ksan-
tyna czy deoksyinozyna takze nie hamujg aktywnosci tego
biatka [45],

Glikozylaza DNA formamidopirymidyny (Fpg), wyka-
zujgca rowniez aktywnos¢ liazy AP, usuwa utlenione pury-
ny z uszkodzonego DNA zapoczgtkowujac proces naprawy
uszkodzeh DNA pochodzenia wolnorodnikowego m.in.: 8-
-0ksoG, 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyny,
4,6-diamino-5-formamidopirymidyny [46,47], Rozpoznanie
8-0ksoG przez biatko Fpg (znane takze jako MutM) jest waz-
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ne ze wzgledu na wysoka czestos¢ tego typu modyfikacji
w genomowym DNA. Wyniki badan krystalograficznych
wykazaty, ze MutM wigze 8-0ksoG w pozycji syn i rozréz-
nia 8-oksoG od guaniny poprzez sprawdzanie stanu proto-
nacji atomu N7 [48]. Wyniki badan struktury przestrzennej
Fpg sugerujg specyficzne i niespecyficzne oddziatywanie
tego biatka z DNA [49], Najbardziej prawdopodobne jest
oddziatywanie reszty Lys w pozycji 217, umieszczonej
w kieszeni katalitycznej Fpg, z atomem tlenu w pozycji 8
w czasteczce 8-oksoG zlokalizowanej na zewnatrz helisy.
Mutacja reszty Lys 219 powoduje zmniejszenie zdolnosci
usuwania 8-oksoG z DNA [47], Zostaly identyfikowane
inne reszty aminokwasowe biorgce udziat w rozpoznaniu
uszkodzenia - His 89, Arg 108 i Arg 109. Reszta Arg 108
uczestniczy w tworzeniu dwoéch wigzan wodorowych Fpg
z cytozyng w DNA. Mutacja tej reszty zmniejsza zdolnos¢
biatka do wycinania 8-oksoG z niestabilnych sparowah
z guaning i tyming, za$ nie ma wplywu na wycinanie ze
stabilnych sparowah z cytozyng i adening. Mutacja reszty
histydyny w pozycji 89 selektywnie obniza tempo wycina-
nia 8-oksoguaniny, podczas gdy mutacja reszty argininy
w pozycji 109 prawie catkowicie znosi zdolno$¢ wigzania
Fpg z DNA. Reszty His 89 i Lys 217 wyznaczajg specyficz-
no$¢ Fpg w rozpoznawaniu uszkodzonej przez RFT zasa-
dy, zas reszta Arg 108 odpowiada za specyficzno$¢ enzymu
w stosunku do zasad zlokalizowanych naprzeciwko miejsca
uszkodzenia [47],

Glikozylaza MutY E. coli nalezaca do glikozylaz typu Il
uczestniczy w naprawie btednie sparowanych nukleoty-
dow w DNA, wykazujgc specyficznos¢ w stosunku do par:
0x0G:A, G:A, C:A, skad usuwa adenine [50,51]. MutY E.
coli jest biatkiem o masie 39 kDa, zbudowanym z dwoch
domen, domeny katalitycznej o masie 26 kDa (p26MutY),
oraz domeny o masie 13 kDa, ktéra determinuje specy-
ficzno$¢ substratowg i wydajno$é katalityczng [52], Reszty
aminokwasowe odpowiedzialne za aktywnos$¢ naprawczg
biatka MutY znajduja sie w jego N -koncowej czesci [53,54].
Struktura krystaliczna tego regionu [55] pokazuje, ze biatko
to nalezy do rodziny enzymow naprawiajgcych DNA, kto-
re zawierajg charakterystyczny motyw helisa-szpilka-helisa
(HhH) oraz dwie dodatkowe domeny o strukturze a helisy.
Domeny te majg dodatnio natadowane powierzchnie umoz-
liwiajgce efektywne wigzanie z DNA. Wyniki badan wyko-
rzystujgce techniki modelowania molekularnego uzywane
do integracji dwéch domen MutY z DNA sugeruja, ze biat-
ko to moze zawija¢ sie dookota DNA i zapoczatkowywac
katalize przez wyciagniecie i odstoniecie adeniny i 8-okso-
guaniny na zewnatrz helisy DNA [52]. Utrata MutY przez
E. coli powoduje znaczne podniesienie czesto$ci mutacji, co
sugeruje, ze poreplikacyjne dziatanie biatka MutY na uszko-
dzenia DNA jest bardzo waznym mechanizmem zapobie-
gajacym mutagenezie [56],

Endonukleaza Il (Endo Ill) jest enzymem o strukturze
pierwszorzedowej zachowanej w ewolucji, zapoczatkowu-
jacym proces wycinania zasad DNA uszkodzonych przez
wolne rodniki [57], Endo Il o masie 23 kDa (z grupg koor-
dynacyjng 4Fe-4S) jest zaréwno glikozylazg DNA o szero-
kim spektrum substratéw, jak i AP liazg, ktéra nacina DNA
usuwajac miejsca AP [58]. Endo Ill usuwa przede wszyst-
kim uszkodzone pirymidyny, w tym glikol tyminy, reszty
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mocznikowe, cytozyne, uwodniony uracyl i 5-hydroksy pi-
rymidyne, wytworzone przez promieniowanie jonizujgce,
UV oraz chemiczne czynniki utleniajace [59-61].

Wyniki badan nad strukturg krysztatu endonukleazy
Il z E. coli sugeruja, ze biatko to takze nalezy do rodziny
enzymoéw zawierajgcych motyw HhH odgrywajacy role
w wigzaniu DNA [62], Endo Il jest zbudowana z domeny
6-a beczki, zawierajgcej motyw HhH o zachowanej w ewo-
lucji strukturze pierwszorzedowej i motyw odczytujacy
mniejszy rowek DNA oraz domene 4-a helisy, ktora jest
strukturalnie koordynowana przez grupe zelazo-siarkowa
(4Fe-4S). Poréwnanie budowy Endo Il z MutY wskazuje
na réznice we wzajemnym przestrzennym utozeniu domen
w obu biatkach [55]. Pomiedzy wspomnianymi domenami
w czgsteczkach obu enzymdéw zlokalizowana jest hydrofi-
lowa kieszen katalityczna o r6znej wielkosci [62], Wieksza
kieszen w czgsteczce MutY zapewnia specyficznos¢ w sto-
sunku do adeniny, za$ mniejsza kieszen Endo Il w stosunku
do réznych typéw uszkodzonych zasad pirymidynowych.
Reszta Asp w centrum aktywnym Endo Ill aktywuje nu-
kleofilowy azot N” zasady. Reszta Lys dziata na wegiel Cl
i wytwarza przej$ciowe zasady Schiffa pomiedzy enzymem
a DNA, ktoére przerywajg 3' C-O wigzanie fosfodiestrowe
poprzez p-eliminacje i hydrolizujg i uwalniajg a,p- nienasy-
cony aldehyd. Mutacja reszty Asp i Lys kilkakrotnie zmniej-
sza aktywnos$¢é Endo Ill, nie ma jednak wptywu na wigzanie
enzymu z DNA [74],

GLIKOZYLAZY DNA WIRUSOW

Dotychczas odkryto dwie glikozylazy DNA typu Il u wi-
rusow: endonukleaze V bakteriofaga T4 (T4 glikozylaze
dimeréw pirymidynowych - T4-pdg) oraz glikozylaze di-
meréw pirymidynowych wirusa Chlorella (cv-pdg), ktéra
charakteryzuje sie 41% identycznoscig sekwencji amino-
kwasowej z glikozylaza T4-pdg. Enzymy te dzialaja na
dimery pirymidynowe powstajgce w wyniku ekspozycji
wiruséw na Swiatto UV. Wymienione enzymy wykazujg
rowniez aktywno$¢ w stosunku do formamidopirymidyn
[63,64]. Mimo podobienstwa strukturalnego, kazdy z tych
enzymow ma inng specyficznosé substratowa: T4-pdg dzia-
ta na formamidoadenineg, za$ cv-pdg zaréwno na formami-
doadenine FapyAde, jak i na formamidoguanine FapyGua).
Specyficznoé¢ tych enzyméw w stosunku do formamidopi-
rymidyn wskazuje na to, ze organizmy poddane dziataniu
Swiatta stonecznego moga znajdowac sie pod selektywng
presja i rozwijajg te enzymy do wyeliminowania nie tylko
dimerow pirymidynowych, ale réwniez innych produktow
wywotanych przez Swiatto UV [63,64].

GLIKOZYLAZY DNA CZLOWIEKA

U cztowieka zidentyfikowano 11 glikozylaz DNA, cha-
rakteryzujgcych sie r6zng specyficznoscig substratowg (Ta-
bela 2). Sze$¢ z tych glikozylaz nalezy do grupy glikozylaz
DNA typu | (MBD4, MPG, MYH, SMUGI, TDG, UNG),
a pie¢ do grupy glikozylaz typu Il (OGG1, NTH1, NEIL1,
NEIL2, NEIL3) [7,65],

Niektore glikozylazy DNA cztowieka, w tym UNG,
SMUGI, TDG, MBD4, wykazuja aktywnos$¢ wobec uracy-
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lu mogacego powstawaé¢ w wyniku deaminacji cytozyny.
Glikozylaza UNG jest najbardziej wydajng glikozylazg
DNA bioragcg udziat w usuwaniu z DNA wiegkszosci reszt
uracylowych. UNG oddziatuje z biatkami replikacji i uwal-
nia reszty uracylowe z genomu bezposrednio po replikacji
[66], Z kolei enzym SMUGI przejawia aktywno$¢ podczas
catego cyklu komorkowego i dlatego moze stanowi¢ po-
mocniczy system dla UNG [67], UNG i SMUGI sgjedynymi
glikozylazami DNA dziatajgcymi na jedno- i dwuniciowy
DNA, podczas gdy pozostate enzymy wymagaja dla swojej
aktywnos$ci dwuniciowego DNA.

TDG i MBD4 wykazujg specyficznos¢ w stosunku do
reszt tyminy i uracylu powstatych w wyniku deaminacji
reszt 5 MeC i C, tworzgcych pary z resztami guaninowymi,
dzieki czemu moga odgrywac role w utrzymywaniu stabil-
nosci metylowanych sekwencji CpG w DNA [68,69], MBD4
sktada sie z dwéch domen: wigzacej zmetylowane CpG oraz
domeny C-koncowej o aktywnosci glikozylazy specyficznej
dla nieprawidtowo sparowanych zasad DNA [70], Metyla-
cja reszt C wystepuje wytgcznie w sekwencjach CpG geno-
mow ssakow i jest bardzo wazna dla proceséw wyciszania
genow oraz regulacji transkrypcji [71,72].

U organizmoéw eukariotycznych zidentyfikowano dwa
enzymy biorace udziat w usuwaniu 8-oksoG, jednego z naj-
czesciej wystepujacych uszkodzen DNA. OGG1 wycina 8-
-0ksoG sparowang z cytozyna, przez co zapobiega wstawie-
niu naprzeciwko 8-oksoG adeniny w nastepnym cyklu re-
plikacyjnym [73], Glikozylaza MYH (homolog MutY) usuwa
btednie wprowadzone reszty adeniny sparowane z resztami
8-0ksoG [74], Wspolnie z pirofosfatazg 8-OxodGTP MTH
(homolog MutT), ktéra hydrolizuje 8-OxodGTP i usuwa je
z puli nukleotydéw, te dwie glikozylazy DNA przeciwdzia-
taja mutacjom DNA inicjowanym przez 8-oksoG [75,76].

Utlenione pirymidyny, takie jak glikole tyminy, wyci-
nane sg przez glikozylazy hNTHI i hNEILI. Oba enzymy

wykazujg szeroka specyficzno$¢ substratowg i aktywnie

Tabela2. Glikozylazy DNA cztowieka

Enzym Substrat
MBD4 U:.G, T:G
MPG 3-MeA, 7-MeG, 3-MeG, etenoA, hipoksantyna
MYH A:8-0ksoG
NEIL1 formamidopirymidyny, utlenione pirymidyny
(glikol tyminy)
NEIL2 5-hydroksyuracyl, 5-hydroksycytozyna
NEIL3 rozerwane i utlenione pirymidyny
NTH1 utlenione i rozerwane pirymidyny
OGG1 8-0ksoG:C, 8-0ksoG:T, 8-0ksoG:G
SMUGI uracyl
TDG U:G, T:G, etenoC
UNG uracyl
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wycinajg z DNA catg game utlenionych pirymidyn. Biatko
hNEILI jest z jednym z ostatnio wykrytych ludzkich gliko-
zylaz DNA dzieki przeszukiwaniu baz danych powstatych
w nastepstwie projektu sekwencjonowania genomu czto-
wieka [77,78], Znaleziono takze dwa homologi biatka hNE-
ILI - hNEIL2 oraz hNEIL3, ktére rowniez moga wycinaé
utlenione pirymidyny z DNA [79,80],

Gtoéwng funkcjg glikozylazy MPG (zwanej takze AAG,
bgadz ANPG) jest prawdopodobnie naprawa alkilowanych
reszt purynowych w DNA, ale enzym ten ma szeroka spe-
cyficzno$¢ substratowg obejmujaca 3-metyloadenine, 7-me-
tyloadenige, I,N6etenoadenine i hipoksantyne [81]. MPG
odznacza sie niskg aktywnoscig w stosunku do niezmody-
fikowanych zasad DNA [82], Zgodnie z tym, nadeksperesja
glikozylazy DNA Mag (wykazujacej podobne wiasciwosci
do biatka MPG) drozdzy prowadzi do powstania linii ko-
morkowych charakteryzujacych sie wystepowaniem zwiek-
szonej liczby mutacji. Dane te sugerujg, ze Scista regulacja
systemu BER jest bardzo wazna dla unikniecia mutagenne-
go efektu miejsc AP [83].

Mozna przypuszczaé, ze lista glikozylaz DNA organi-
zmoOw eukariotycznych nie jest jeszcze zamknieta, a nie-
dawne odkrycia SMUGI i NEIL3 zdajg sie potwierdzac te
teze [79,80,84]. Enzym SMUGI zostat wyizolowany poprzez
stosowanie podejscia, wykorzystujgc systemy klonowania
i ekspresji pozwalajgce na monitorowanie i identyfikacje
enzymow, ktore wigza sie z syntetycznymi inhibitorami
glikozylaz DNA [84], Ze wzgledu na wspotistnienie w ko-
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Rysunek 3.Szlaki systemu BER.
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morce kilku enzymoéw usuwajacych uracyl o podobnych
wiasciwosciach, biatko SMUGI nie mogto byé wykryte
z zastosowaniem tradycyjnych metod biochemicznych i ge-
netycznych.

SZLAKI SYSTEMU BER

Jak wspomniano, system naprawy uszkodzen DNA
przez wycinanie zasad jest inicjowany przez glikozylazy
DNA, ktore rozpoznajg uszkodzone zasady i wycinajg je
z DNA (Rys. 3). Niektore glikozylazy wykazuja réwniez ak-
tywnos¢ liazy AP i katalizujg reakcje (3-eliminacji wigzania
3' fosfodiestrowego, badz (3,8-eliminacji wigzan 3', 5' fosfo-
diestrowych [85], W dalszej kolejnosci powstate na drodze
[3,5-eliminacji reszty fosforanowe na koncu 3' usuwa endo-
nukleaza AP (APE-1). Powstajgca luka w fancuchu DNA
z wolng resztg 3' OH jest wypetniana przez polimeraze Ba
nastepnie tagczona przez ligaze DNA IlI, ktéra wspotdzia-
ta z Poip poprzez biatko XRCC1 [86-88], Pozostate gliko-
zylazy, nie wykazujgce aktywnosci liazy AP, biorg przede
wszystkim udziat naprawie zasad uszkodzonych poprzez
deaminacje, badz alkilacje, chociaz niektére z nich uczest-
niczg takze w naprawie zasad uszkodzonych przez wolne
rodniki tlenowe [85],

W nastepnym etapie liaza AP (APE-1) hydrolizuje wia-
zanie 5'-fosfodiestrowe pomiedzy nukleotydami po stronie
5' uszkodzenia, powstate w wyniku dziatania glikozylaz
DNA nie posiadajgcych aktywnosci liazy AP. Powstajacy
wolny koniec 3' OH jest ,rozszerzany" przez Pol(3 i w tym
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samym czasie 5' koncowy fosforan deoksyrybozy (5'-dRP)
jest usuwany przez Poip wykazujgcg aktywnos¢ liazy AP,
a nastepnie powstate naciecie jest tgczone przez ligaze DNA
Il wspoétdziatajaca z biatkiem XRCC1. Taki przebieg usu-
wania pojedynczej, uszkodzonej zasady w DNA jest nazy-
wany podstawowym szlakiem BER (ang. short path BER).

W niektérych wypadkach system BER moze odbywac
sie na drodze szlaku alternatywnego (ang. long path BER),
w ktorym polimerazy DNA 8 i e syntetyzuja kilka nukle-
otyddéw poprzez przemieszczenie nici DNA zawierajacej
5'-dRP w kierunku 5'-» 3' poczynajac od miejsca AP, w na-
stepstwie czego powstaje struktura tzw. odstajgcej nici
DNA (ang. flap). Powstata wystajgca struktura 5' jednoni-
ciowego DNA jest nastepnie usuwana przez endonukleaze
FEN-1. Ten szlak w odréznieniu od szlaku podstawowego
wymaga PCNA, ktore oddziatuje z Pol 8/¢, FEN1 oraz liga-
zg DNA 1 [89]. W koricowym etapie ligaza | skleja powstate
pekniecia [90,91],

UWAGI KONCOWE

Etap wykrywania pojedynczej, uszkodzonej zasady
DNA w genomie pozostaje jak dotad stabo poznany i jest
jednym z najwazniejszych proceséw naprawy DNA. Postep
w ostatnich latach w badaniach mechanizméw mutagene-
zy, ktéry bardzo dobrze ilustruje analiza dziatania gliko-
zylazy uracylowej na poziomie molekularnym, pozwolit
na wydodrebnienie poszczeg6lnych etapéw wykrywania
i rozpoznawania uszkodzen DNA przez glikozylazy DNA
i glikozylazy/AP liazy. Modyfikacje zasad sg gtéwna for-
ma uszkodzern DNA. Naprawa DNA przez wycinanie za-
chodzi na odrebne sposoby: poprzez wycinanie zasad lub
wycinanie nukleotydow (NER) [92]. Poza tym uszkodzenia
DNA moga by¢ naprawiane bezposrednio (rekombinacja),
badz tez przez inne systemy naprawy DNA, NHEJ i SSA.
[93,94]. Okres$lenie molekularnych podstaw rozpoznania
uszkodzen przez enzymy uczestniczagce w kazdym rodza-
ju naprawy DNA bedzie wymagato podobnego podejscia
metodycznego, jak zastosowany dla enzyméw uczestniczg-
cych w systemie BER.

Ekspozycja uszkodzonego nukleotydu na zewnatrz he-
lisy DNA wydaje sie decydujgcym dla specyficznosci roz-
poznania uszkodzenia mechanizmem BER i tworzy odpo-
wiednie aktywne katalitycznie miejsca dla usuwania uszko-
dzen. Zastosowanie inzynierii biatlek moze by¢ kluczem do
skonstruowania kieszeni rozpoznajgcej uszkodzong zasade
dla enzymoéw o szerokiej specyficznosci, takich jak Endo IlI
czy AlKA, w celu odkrycia nowych aktywnosci, oprécz tych,
ktére determinujg ich zdolno$¢ do wiagzania sie z DNA.

Doktadne rozpoznanie specyficznosci dziatania enzy-
mow biorgcych udziat w naprawie DNA jest niezbedne
do stworzenia nowych efektywnych inhibitoréw ich dzia-
fania. Inhibitory te nie musza przypomina¢ struktury roz-
poznawanej zasady DNA, ale moga prawdopodobnie wy-
korzystywaé¢ budowe kieszeni enzymatycznej. Zastosowa-
nie tego typu inhibitorow moze sta¢ sie jedng ze strategii
w terapii przeciwnowotw orowych [23]. Innym podejSciem
moze by¢ zastosowanie zwigzkéw chemicznych wiazacych
sie z miejscami AP, co spowoduje zahamowanie dalszych
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etapéw naprawy DNA przez wycinanie nieprawidtowych
zasad i moze zwiekszy¢ skutecznos$¢ dziatania lekow stoso-
wanych w terapii przeciwnowotworowej [95-98], Dlatego
dotychczasowa wiedza z zakresu biatek systemu naprawy
uszkodzeri DNA przez system BER moze mie¢ istotne za-
stosowanie kliniczne. Wiedza na temat mechanizméw sys-
temu naprawy uszkodzerh BER moze stanowi¢ podtoze do
badan nad rolg zwigzkéw, ktérych celem posrednim jest za-
burzenie systeméw naprawy, a efektem docelowym $mier¢
komorek nowotworowych.
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ABSTRACT

Damage to DNA bases resulting from deamination, oxidation, and alkylation is mainly repaired by base-excision repair. BER is initiated by
DNA glycosylases, which recognize damaged bases and excise them from DNA by hydrolyzing the N-glycosidic bond between the base and the
sugar phosphate backbone of DNA to generate an abasic site. Different human and E. coli DNA glycosylases have been cloned and characterized,
each one with unique substrate specifity. Some of them additionaly have AP lyase activity, which enables them to cleave the bond between the
sugar and phosphate 3' to the damaged site. BER consist of two repair pathways (short or long) in which one or more nucleotides are introduced
respectively. In conclusion, it seems to be likely that BER pathways are essential for genomic repair and stability in living cells.
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Stowa kluczowe: eukariotyczne polimerazy
DNA, replikacja DNA, naprawa DNA, synteza
na uszkodzonej matrycy DNA, aktywno$¢ ko-
rektorska 3'-—»5' egzonukleazy, starzenie sie

Wykaz skrétow: BER - naprawa DNA przez
wycinanie zasad; dRP - deoksyrybozo-5'-fos-
foran; MMR - naprawa btednie sparowanych
zasad DNA; NER - naprawa przez wycinanie
nukleotydéw DNA; NHEJ - naprawa DNA
przez niehomologiczne tgczenie koncéw; poi
- polimeraza; POLA, POLB, POLG, POLD,
POLE, POLZ, POLH, POLK, POLI, POLQ,
POLL, POLM, POLS, hTERT, hTR - geny kodu-
jace ludzkie polimerazy DNA; TdT - terminal-
na transferaza deoksynukleotydowa; TREX1,
TREX2, Mrell, WRN, RAD1, RADY9, APEL,
VDJP - autonomiczne egzonukleazy 3'—5
Ret>3, Rev7, XPV, DinBI, Rad30A, Rad30B, XPV,
mus308, Trf4, POL4, POL5 - geny kodujace eu-
kariotyczne polimerazy DNA
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STRESZCZENIE

iedza o eukariotycznych polimerazach DNA wzrosta znaczaco w czasie ostatnich lat.

Dobrze zostata poznana zaréwno struktura, jak i funkcja ,klasycznych" polimeraz
DNA poi a, p, 6, £i y- Poza tym zidentyfikowano wiele nowych polimeraz DNA o rzadko
spotykanych witasciwosciach. Nowo odkryte polimerazy DNA moga prowadzi¢ synteze na
uszkodzonej matrycy, uczestniczy¢ w somatycznej hipermutacji immunoglobulin, rekombi-
nacji DNA czy zapobiega¢ nowotworom. Wiele uwagi poswiecono réwniez roli aktywnosci
3'—5' egzonukleazy w doktadnosci syntezy DNA. W niniejszym artykule przedstawiono
takze dane, ktore Swiadcza o tym, ze brak niektérych polimeraz DNA lub zmiana ich funkcji
moga przyczyniac sie do procesbw nowotworzenia oraz starzenia sig.

WPROWADZENIE

Polimerazy DNA odgrywajg zasadniczg role w utrzymaniu stabilnosci gene-
tycznej w czasie replikacji, naprawy i rekombinacji DNA. Od odkrycia w 1957
roku polimerazy a (poi a) liczba nowo poznanych polimeraz DNA ro$nie,
a identyfikacja we wczesnych latach 70-tych polimeraz p iy pozwolita na sfor-
mutowanie koncepcji, ze poi a jest replikazg jagdrowego DNA, poi 3bierze udziat
w naprawie DNA, a poi y katalizuje synteze DNA w mitochondriach. Odkrycie
w latach 80-tych poi 6 i c oraz poznanie ich wasciwosci pozwolito przypisa¢ po-
szczegblnym polimerazom wiecej niz jedng funkcje. Z drugiej strony odkryto, iz
kompletna synteza okreslonego fragmentu DNA moze wymagac¢ udziatu wiecej
niz jednej polimerazy. W miare uptywu lat odkrywano kolejne polimerazy, jed-
nakze we wszystkich dotagd poznanych wyr6zni¢ mozna wiele wspdlnych moty-
wow i cech. Na podstawie obecnosci homologicznych sekwencji i podobienistw
strukturalnych podzielono wszystkie polimerazy na 4 klasy (rodziny): A, B, X i
Y [1]. Szczegdblne zainteresowanie budzg stosunkowo niedawno odkryte poi e
N, i ik, biorace udziat w syntezie na uszkodzonej matrycy (ang. translesion syn-
thesis). Poznanie funkcji polimeraz 0, A g, o i @wymaga jeszcze dodatkowych
badan.

EUKARIOTYCZNE POLIMERAZY DNA

Polimeraza a nalezy do grupy ,,klasycznych" polimeraz DNA, ktére odgrywaja
gtéwna role w procesie replikacji i naprawy DNA. Do grupy tej zalicza sie row-
niez polimerazy 5 i e, ktére razem z poi a stanowig rodzine B eukariotycznych
polimeraz DNA oraz mitochondrialng poi y. Polimerazy rodziny B wykazujg
podobienstwa strukturalne, zawierajg sekwencje homologiczne i charakteryzujg
sie duzg doktadnos$cig syntezy DNA. Pol a jest zbudowana z czterech podjedno-
stek (masa czasteczkowa podjednostek poi a cztowieka wynosi 48, 55, 68 i 180
kDa) [2]. Najwieksza podjednostka poi a, pl80, wykazuje aktywnos$¢ polimerazy
i zawiera trzy domeny: w N-koncu, domene centralng i w C-konhcu. Najwieksze
znaczenie dla funkcji katalitycznej ma domena centralna (reszty 330-1279) o za-
chowanej w ewolucji sekwencji, natomiast domeny N-korncowa (reszty 1-329)
i C-koricowa (reszty 1235-1465) nie sa istotne dla aktywnosci katalitycznej poi
a [2], Dwie najmniejsze podjednostki poi a (p55 i p48) tworza prymaze, syntety-
Zujacy starter niezbedny do rozpoczecia syntezy DNA przez inne polimerazy [3].
Prymaza, niezaleznie od pozostatych podjednostek poi a, moze przemieszczaé
sie do jadra dzieki obecnosci w podjednostce p55 sekwencji sygnatowej kierujg-
cej ja do jadra p55 [2]. Podjednostka p55, oprécz bezposredniego oddziatywania
z p48, wigze sie z podjednostka katalityczng pl80 [3], Podjednostka p68, zwana
takze podjednostka B, dzieki jednoczesnemu zwiazaniu z pl80 i prymaza, bie-
rze udziat w utrzymaniu integralnosci funkcjonalnego heterotetrameru polime-
razy a w jagdrze komérkowym. Natomiast oddziatywanie podjednostek B i kata-
litycznej w cytosolu umozliwia ich przemieszczenie sie do jagdra komérkowego.
Podjednostka p68 moze rowniez petni¢ funkcje regulatorowe, na co wskazuje jej
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fosforylacja skorelowana z fazami cyklu komorkowego [4].
Gtowng funkcjg kompleksu polimerazy a jest skoordynowa-
na synteza starteré6w na nici prowadzgacej i op6znionej. Pol
a wigze sie z kompleksem inicjacyjnym replikacji w miejscu
inicjacji i rozpoczyna synteze hybrydy RNA/DNA zawie-
rajacej 10 nukleotydéw RNA (aktywnos$¢ prymazy) i 20-30
nukleotydow DNA (aktywnos$é polimerazy) [5]. Powstaty
oligonukleotyd jest nastepnie wydtuzany przez poi 6 lub £
Pol a jest zatem polimerazg DNA zdolng rozpocza¢ repli-
kacje de novo [2], Poza replikacjg poi a bierze udziat w na-
prawie peknie¢ dwuniciowych DNA, tworzac strukture
przypominajgcg wideteki replikacyjne [6]. Pol a uczestniczy
takze w synchronizacji replikacji DNA z cyklem komérko-
wym oraz wraz z telomerazg w syntezie telomeréw [2],

Polimeraza (3jest pojedynczym polipeptydem o masie cza-
steczkowej 39 kDa, zbudowanym z 335 reszt aminokwaso-
wych. Jest to najmniejsza dotychczas poznana eukariotyczna
polimeraza DNA [7], W jej budowie wyréznia sie wieksza
(31 kDa), C-koncowg domene, wykazujgcg aktywnos$é kata-
lityczng polimerazy i mniejszg (8 kDa) domene N-koncowag
o aktywnosci liazy deoksyrybozo-5'-fosforanu (dRP) i AP
liazy [2]. Gtdwna funkcjg poi @jest udziat w naprawie przez
wycinanie zasad (BER) [8]. Najczesciej podczas BER wyci-
nana jest jedna zasada (ang. short patch) i powstaje jedno-
nukleotydowa luka, ktéra u ssakéw jest wypetniana przez

Tabela 1. Eukariotyczne polimerazy DNA

terminalna transferaza

Enzym Rodzina Gen
a (alfa) B POLA prymaza
P (beta) X POLB
y (gamma) A POLG
8 (delta) B POLD
e (epsilon) B POLE
C (dzeta) B POLZ (Rev3/Rev7)
0 (eta) Y POLH (Rad30A, XPV)
K (kappa) Y POLK (DinBI)
i (jota) Y POLI (Rad30B) liaza dRP
0 (theta) A POLQ
X (lambda) X POLL liaza dRP,
0 (mi) X POLM
o (sigma) X POLS (Tr/4)
©(phi) B POLS5
TdT X TDT
Telomeraza hTERT, hTR
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Dodatkowa aktywnos¢

AP liaza, liaza dRP

egzonukleaza 3'—5', liaza dRP

egzonukleaza 3'—5%'

egzonukleaza 3'-»5'

egzonukleaza 3'—5'

terminalna transferaza

egzonukleaza 3'-»5"

polimeraze (3 W pierwszym etapie BER uszkodzone zasady
sg wycinane przez glikozylaze DNA, w wyniku czego po-
wstaje miejsce AP (apurynowe/apirymidynowe). Nastep-
nie dziata endonukleaza AP, przecinajgca wigzanie fosfodie-
strowe po stronie 5' miejsca AP, polimeraza P iligaza DNA.
Pol Busuwa pozostaty szkielet cukrowy dzieki aktywnosci
AP liazy i wiacza wiasciwy nukleotyd [9]. Gdy wycinany
jest wiecej niz jeden nukleotyd (ang. long patch), podczas
BER biorg udziat biatka PCNA (antygen jadrowy komorek
proliferujgcych) i endonukleazy FEN1, natomiast synteza
naprawcza jest katalizowana przez poi 5 i £ PCNA jest tri-
merycznym biatkiem, ktore z jednej strony tworzy pierscien
otaczajagcy ni¢ DNA, a z drugiej moze oddziatywa¢ z poi 6 i
£. FENL1 jest niezbedna do usuwania niezwigzanej struktury
jednoniciowej z wolnym koricem 5°, powstajacej w wyniku
wypierania starej nici przez nowa w czasie syntezy napraw-
czej. Rola poi 3w szlaku naprawy przez wycinanie zasad
jest kluczowa, gdyz polimeraza ta dokonuje wyboru po-
miedzy mechanizmem long patch i short patch. Cho¢ system
naprawy BER zalezny od biatka PCNA i od FEN1 wigze
sie gtownie z aktywnoscig poi 5 i £ to obecno$¢ poi p jest
niezbedna, a brak tego enzymu zmniejsza efektywnos$¢ na-
prawy DNA [10]. Dodatkowo wykazano stymulacje aktyw-
nosci poi p przez FEN1, co potwierdza, iz oba te enzymy
moga oddziatywac ze sobg i razem bra¢ udziat w naprawie
przez wycinanie zasad [11], Pol p moze takze uczestniczy¢

Podstawowa funkcja
inicjacja replikacji
BER, NHE]
replikacja mitochondrialnego DNA
replikacja jadrowego DNA, BER, NER
replikacja jagdrowego DNA, BER, NER

synteza DNA na uszkodzonej matrycy

synteza DNA na uszkodzonej matrycy,
somatyczna hipermutacja w genach Ig

synteza DNA na uszkodzonej matrycy

synteza DNA na uszkodzonej matrycy,
hipermutacja w genach Ig, BER

naprawa wigzan krzyzowych

BER, naprawa DNA podczas mejozy, NHEJ]
somatyczna hipermutacja w genach Ig, NHE]
taczenie chromatyd siostrzanych w mejozie
udziat w syntezie rRNA

somatyczna hipermutacja w genach Ig, NHEJ

synteza telomerow
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w tworzeniu synaps i rekombinacji w mejozie [7], Ekspresja
poi pjest réwniez niezbedna dla prawidtowego przebiegu
embriobenezy u myszy. Zarodki myszy pozbawione funk-
cjonalnego genu kodujgcego poi p charakteryzowaly sie
op6znionym wzrostem w okresie zarodkowym i umieraty
zaraz po urodzeniu na skutek zaburzen oddechowych [12].
Dodatkowo obserwowano zwiekszenie liczby komorek
apoptotycznych w rozwijajagcym sie osrodkowym i obwo-
dowym uktadzie nerwowym, co moze wskazywaé na role
poi p w procesie neurogenezy [12]. U S. cerevisiae wykaza-
no, iz homolog poi p, kodowany przez gen POL4, uczest-
niczy w naprawie peknie¢ dwuniciowych DNA, poprzez
niehomologiczne tgczenie koncéw (ang. nonhomologous end.
joining, NHEJ) [2, 7],

Polimeraza y jest heterodimerem wystepujacym w mito-
chondriach, ale kodowanym przez jagdrowy DNA. Wigksza
podjednostka o masie czgsteczkowej 140 kDa, wykazuje ak-
tywnos¢ polimerazy DNA, 3'—5 egzonukleazy, jak réwniez
liazy deoksyrybozo-5'-fosforanu [13], Mniejsza podjednost-
ka, p55, zawierajagca domeny odpowiedzialne za wigzanie
podjednostki pl40, dimeryzacje i wigzanie DNA, stymuluje
aktywnos$¢ wiekszej podjednostki [14], Gtéwna funkcja poi
Y polega na replikacji mitochondralnego DNA (mtDNA)
[2], Dzieki aktywnosci 3'—5 egzonukleazy polimeraza
zwieksza doktadnosé¢ przeprowadzanej syntezy DNA [13].
Natomiast dzieki aktywnosci liazy dRP moze ona réwniez
bra¢ udziat w naprawie mtDNA przez wycinanie [15], Pod-
jednostka pl40, dzieki aktywnosci liazy, uwalnia grupe fos-
foranowag, co umozliwia ligazie DNA utworzenie wigzania
fosfodiestrowego pomiedzy nukleotydami [16],

Polimeraza 5 jest enzymem charakteryzujgcym sie zr6zni-
cowaniem miedzygatunkowym. U S. cerevisiae wyro6znia sie
3 podjednostki (pl25, p58 i p55), u ssakdéw 4 podjednostki
(p125, p66, p50ipl2), au S. pombe 5 podjednostek (pl25, p55,
p54, p40, p22) [17], Pol 6, poza formg monomeryczng, moze
by¢ sktadnikiem komplekséw wysokoczgsteczkowych, kt6-
rych tworzenie sie nastepuje w obecnosci mniejszych pod-
jednostek. U S. cerevisiae heksamery (pl25/p58/p55)?po-
wstajg po dodaniu do dimeréw p 125/p58 podjednostki p55.
U S. pombe z trimeréw pl25/p55/p22 i podjednostki p54
powstajg octamery (P125/P55/P54/P22).,. W obu przypad-
kach wymienione kompleksy charakteryzujg sie wiekszga
efektywnoscig i procesywnoscig syntezy DNA niz formy
monomeryczne [18]. Pol 5 ssakow wyizolowana z tkanek
ma mase czasteczkowg 250 - 500 kDa, co sugeruje, ze poi
5 rowniez tworzy tetra i octamery [17]. Pol 6 jest odpowie-
dzialna za replikacje jadrowego DNA w komoérkach euka-
riotycznych na obu niciach, po od#gczeniu sie poi a. Poza
tg kluczowg rola, poi 5 moze réwniez bra¢ udziat w syste-
mach naprawy przez wycinanie zasad (BER) i nukleotydow
(NER) [2], Badania in vitro sugerujg udziat poi 6 w systemie
naprawy btednie sparowanych zasad (MMR) [19],

Polimeraza e zbudowana jest z czterech podjednostek,
dwéch o nizszej masie czgsteczkowej i dwoch o wyzszej.
Podjednostki enzymu wyizolowane z tkanek cztowieka
charakteryzujg sie masami czgsteczkowymi: 261, 59,17 i 12
kDa, natomiast u S. cerevisiae - 256, 80, 23 i 22 kDa [20], Pol
ejest niezbedna w procesie replikacji DNA [2], Centrum ak-
tywne enzymu drozdzy znajduje sie w N-koricu. Brak tego
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regionu u S. pombe i S. cerevisiae, spowodowany delecjg, nie
jest letalny, co sugeruje, iz inna polimeraza moze przejmo-
wac role katalityczng poi £ [21], Jakkolwiek brak tego regio-
nu wigze sie z akumulacjg uszkodzern DNA i do przezycia
komorki konieczna jest ekspresja genow, ktérych produkty
biorg udziat w kontroli cyklu komdérkowego - rad3, husl,
chkl [2], Sugeruje to, ze poi £w czasie ewolucji nabyta wy-
specjalizowane funkcje, zwigzane z kontrola jakosci replika-
cji DNA. Podobnie do poi 6, omawiana polimeraza bierze
udziat w procesach NER i BER [2],

Polimeraza £ nalezy, obok poi r], x i i, do enzymdéw zdol-
nych do prowadzenia syntezy na uszkodzonej matrycy. Pol
e nalezy do rodziny B polimeraz, a trzy pozostate do rodzi-
ny Y [22]. Replikacja DNA prowadzona przez ,,klasyczne"
polimerazy zostaje zablokowana w obecnosci uszkodzenia,
natomiast synteza na uszkodzonej matrycy pozwala zakon-
czy¢ proces replikacji i tym samym chroni komoérke przed
$miercig. Pol ~zostata zidentyfikowana jako pierwsza poli-
meraza zdolna do syntezy na uszkodzonej matrycy [23]. Jest
enzymem charakteryzujacym sie wysokag czestotliwosciag
btedéw w czasie procesu replikacji w poréwnaniu z ,kla-
sycznymi" polimerazami DNA. Zbudowana jest z dwadch
podjednostek: Rev3 i Rev7, ktére razem tworzg holoenzym
aktywny w replikacji DNA w obecnosci dimeréw tymidy-
ny. Podjednostka Rev3 stanowi centrum katalityczne poi ¢
natomiast Rev7 oddziatuje z Rev3 i stymuluje jej aktywno$¢
[23], Pol e wspétdziata z dodatkowym enzymem - Revl,
charakteryzujgcym sie aktywnoscig deoksycytydylotransfe-
razy. Enzym ten wigcza preferencyjnie cytozyne naprzeciw
miejsca pozbawionego zasady, natomiast poi wydtuza po-
wstaty produkt [23], Synteza uszkodzonego DNA przez poi

jest poprzedzona przytgczeniem sie kompleksu Rad6/Ra-
dlI8 [24], Rad6 jest enzymem stowarzyszonym z ubikwity-
ng, natomiast Radl8 zawiera struktury palcéw cynkowych
i wykazuje aktywnos$¢ ATPazy oraz zdolnos¢ taczenia sie
z jednoniciowym DNA [41]. Inaktywacja genu kodujacego
katalityczng podjednostke poi ™ (gen Rev3) u transgenicz-
nych myszy jest letalna, prawdopodobnie na skutek kumu-
lacji uszkodzen DNA, ktére dla ,,klasycznych" polimeraz
stanowity bariere w procesie replikacji. Moze to wskazywac
na istotng funkcje poi £ w rozwoju i wyjasnia¢, dlaczego
nigdy nie zidentyfikowano chordob genetycznych zwigza-
nych z mutacjami w genie poi [26].

Polimeraza A cztowieka jest kodowana przez gen XPV,
ktdrego mutacje mozna obserwowaé¢ u pacjentdbw z wa-
riantem Xeroderma pigmentosum (XP-V). Chorzy charakte-
ryzujg sie nadwrazliwoscig na Swiatto UV i predyspozycja
do zachorowah na raka skoéry. Jednocze$nie ich komorki
posiadajg sprawny system naprawy DNA przez wycina-
nie nukleotydéw [27]. W komérkach tych pacjentéw repli-
kacja uszkodzonego DNA jest zaburzona, co wigze sie ze
zwiekszong czestoscia mutacji indukowanych przez pro-
mieniowanie UV. Przyczyng moze by¢ utrata aktywnosci
polimerazy r] zdolnej do syntezy na uszkodzonej matrycy.
Pol r) wykazuje stosunkowo wysokg czestos¢ btedow, gdy
dokonuje syntezy na matrycy nieuszkodzonego DNA, nato-
miast czesto$¢ ta spada, gdy synteza przebiega na matrycy
zawierajgcej uszkodzenia DNA [28]. Pol p wigcza komple-
mentarny nukleotyd naprzeciwko uszkodzenia DNA, jakim
moga by¢ dimery cis-syn TT, addukty cisplatyny, addukty
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AAF (N-2-acetylo-aminofluoren), a nastepnie odigcza sie
od DNA i nie jest zdolna do kontynuowania procesu repli-
kacji [22]. Pol r) nie moze syntetyzowa¢ DNA na matrycy
zawierajacej fotoprodukty 6-4 [22], W przypadku 8-okso-
guaniny, jednego z najcze$ciej wystepujacych uszkodzen
oksydacyjnych DNA, drozdzowa poi ) preferencynie wia-
cza C naprzeciwko 8-ox0-dG, zachowujgc wierno$é proce-
su replikacji [29]. Ludzka poi r] wigcza C lub A z podobng
czestotliwoscig, dlatego stwierdza sig, iz wprowadza ona
btedy w trakcie syntezy na matrycy zawierajacej 8-oksygu-
anine i moze by¢ przyczyng transwersji G—T [22]. Bezpo-
Srednie oddziatywanie PCNA z poi r] stymuluje replikacje
na uszkodzonej matrycy [2], Pol r) moze takze bra¢ udziat
w somatycznej hipermutacji w genach immunoglobulin,
polegajacej na zwiekszeniu czestosci mutacji w segmentach
genowych V juz ztozonego genu immunoglobuliny, co do-
datkowo, poza wcze$niejszg rearanzacjg genow, zwieksza
ré6znorodno$¢ w uktadzie odpornosciowym [30].

Polimeraza k nalezy do rodziny Y polimeraz ijest produk-
tem genu DinBI [2, 31]. Jako enzym bioracy udziat w synte-
zie poprzez uszkodzenie wykazuje niskg wiernosé replikacji
na nieuszkodzonej matrycy. Pol « jest 33 razy mniej doktad-
na niz poi p. Moze ona generowac $rednio jedng mutacje na
200 syntetyzowanych nukleotydéw, z przewaga transwersji
T—>G (1:147) [31], Pol k nie moze przeprowadzac syntezy
na matrycy zawierajagcej dimery TT cis-syn, fotoprodukty
6-4 TT oraz addukty cisplatyny [32], Podobnie jak poi r), poi
k wzgledem pewnych uszkodzeh jest polimerazg o duzej
wiernosci replikacyjnej (ang. error-free), a wzgledem innych
jest sktonna wprowadzac¢ btedy (ang. error-prone). Pierwszy
przypadek dotyczy adduktu (-)-trans-anti-benzopiren-N2~
-dG, ktory powstaje w wyniku ekspozycji na a-benzopiren.
Ludzka poi « wigcza wiasciwg zasade (C) naprzeciwko
uszkodzenia, co sugeruje, iz moze ona petni¢ istotng role
w hamowaniu mutacji indukowanych przez a-benzopiren
[22]. Natomiast wzgledem takich uszkodzen jak addukty
AAF-G, miejsca AP i 8-oksoguanina, poi k charakteryzuje
sie wysokg czestoscig btedow, wigczajac niewtasciwy nukle-
otyd i stymulujac tym samym mutageneze [22], Inng cecha
poi k jest stosunkowo wysoka procesywnos$¢ (25 lub wiecej
nukleotydoéw), czyli zdolnos$¢ do syntezy dtugich fragmen-
tow DNA bez odtgczania sie od niego. Taka cecha wraz z ni-
skg wiernoscig replikacji, moze $wiadczy¢ o udziale poi k w
spontanicznej mutagenezie [33], Mozliwy jest takze udziat
tej polimerazy w spermatogenezie [34],

Polimeraza i nalezy do rodziny polimeraz Y ijest produk-
tem genu Rad30B. Pol ijest najmniej doktadng polimerazg
replikujgca nieuszkodzony DNA [2], Moze ona tworzy¢
btednie sparowane zasady. Dzieje sie tak, gdyz poi i wsta-
wia 3-10 razy czeSciej G zamiast A naprzeciwko T oraz
wstawia naprzeciwko C niewtasciwe zasady [22, 35]. Co
wiecej, gdy poi i napotka T, to po wstawieniu G przerywa
replikacje, co ogranicza jej aktywnos$é do syntezy krotkich
odcinkéw DNA [22]. Sugeruje sig, iz te specyficzne cechy
poi i moga by¢ zwiazane ze zjawiskiem hipermutacji soma-
tycznej w trakcie tworzenia immunoglobulin, w czasie kté-
rego poziom mutacji w genach kodujacych lekkie i ciezkie
tancuchy przeciwciat wynosi 10M 0'4 na pare zasad [22],
Ludzka poi i moze wigcza¢ preferencyjnie G (rzadziej T,
A i C) naprzeciw miejsca AP, po czym przerywa synteze
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[36]. Napotykajac 8-oksoguanineg, poi i ulega zablokowaniu
w przeciwienistwie do poi r), k i 3 W przypadku adduktu
AAF z G poi i preferencyjnie wigcza cytozyne, po czym jej
aktywnos¢ jest blokowana przez uszkodzenie. Natomiast
w odpowiedzi na fotoprodukty 6-4 TT (dimery pirymidy-
na-pirymidon) poi i preferencyjnie wigcza A naprzeciwko
T fotoproduktu TT od konca 3' DNA. Po napotkaniu dime-
ru cis-syn TT, poi i wigcza T, w odr6znieniu od poi r), ktéra
wigcza wiasciwg zasade [36]. Z drugiej strony, poi i wyka-
zuje aktywnosc¢ liazy dRP. W obecnosci glikozylazy uracylu
DNA, AP endonukleazy, poi i i ligazy DNA mozna obser-
wowacé naprawe parowania A-U i G-U w DNA [37], Inne
badania sugerujg, iz in vitro poi i moze stymulowa¢ aktyw-
nos¢ BER w ekstrakcie komarek poi /-/- [38],

Polimeraza 8 nalezy do grupy ostatnio odkrytych eukario-
tycznych polimeraz DNA. Zostata ona zidentyfikowana jako
produkt genu mus308 u Drosophila melanogaster [39]. Mutacja
w tym genie objawiata sie¢ wrazliwoscig DNA na czynniki
tworzgce wigzania krzyzowe, zwiekszong czestotliwoscia
aberracji chromosomowych i zmienionym metabolizmem
DNA [39], Efekt tej mutacji sugeruje, iz poi 0 moze uczestni-
czy¢ w naprawie DNA, a najprawdopodobniej w naprawie
wigzan krzyzowych. Doktadny mechanizm tego procesu nie
zostat jeszcze poznany. Ostatnio zostat sklonowany homo-
log genu mus308 z biblioteki cDNA cztowieka [40], Ludzka
poi 0 jest polipeptydem o masie czgsteczkowej okoto 198
kDa, sktadajagcym sie z 1762 aminokwas6éw. Oczyszczony
enzym katalizuje efektywng synteze na matrycy zawie-
rajagcej miejsca AP, ale rowniez charakteryzuje sie wysoka
wiernoscig procesu replikacji przeprowadzanego na pra-
widtowej, nieuszkodzonej matrycy, co moze byé zwigzane
z jego aktywnoscig egzonukleazy 3'—5". Doktadnos¢ proce-
su replikacji poi 0 jest wieksza niz poi a, a poréwnywalna
z ,klasycznymi" polimerazami ¢ i £ Ze wzgledu na duze
podobienstwo w sekwencji DNA polimeraza 0 muszki
owocowej, jak i ludzka poi 0 zostaty zakwalifikowane do
rodziny A polimeraz eukariotycznych, do ktérych nalezy
tez mitochondrialna poi y [39].

Polimeraza X razem z poi g, o, i terminalng transferazg
deoksynukleotydowg (TdT) nalezy do rodziny X eukario-
tycznych polimeraz DNA, ktére wykazujg duze podobien-
stwo sekwencji i organizacji domenowej [41], Pol X zbudo-
wana jest z 575 reszt aminokwasowych. Poniewaz sekwen-
cja poi X wykazuje duza homologie z sekwencjg poi p oraz
oba enzymy wykazujg aktywno$¢ liazy dRP, mozliwe jest,
iz poi X bierze udziat w naprawie przez wycinanie zasad
(BER) [42], Pol Xoddziatuje bezposrednio z jadrowym anty-
genem komdarek proliferujgcych (PCNA) poprzez domene
przy koncu karboksylowym genu BRCA1l (ang. BRCA1-C
terminal domain, BRCT), czym poi X rézni sie od poi p, kt6-
ra nie wykazuje takiego oddziatywania. Konsekwencjg jest
negatywna regulacja aktywnosci poi X przez PCNA [43].
Ludzka poi X wykazuje réwniez aktywno$¢ terminalnej
transferazy deoksynukleotydowej, dzieki ktérej moze przy-
tacza¢ nukleotydy przy koncu 3'-OH oligonukleotydow,
bez matrycy. Z drugiej strony, poi Xin vitro moze prowadzi¢
synteze DNA de novo przy braku starterow [44], Sugeruje
to, ze poi X moze odgrywac role podobng do poi p w na-
prawie dwuniciowych peknie¢ DNA i podobng do poi a w
replikacji DNA [45], Enzym ten nie wykazuje, podobnie jak
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pozostate polimerazy rodziny X, aktywnosci egzonukleazy
3'—>5', dlatego nie moze poprawia¢ generowanych przez
siebie bteddw [34], Poniewaz obserwuje sie wysoki poziom
poi Aw meskich gonadach oraz polimeraza ta jest ewolucyj-
nie zwigzana z pachytenem spermatogenezy, to moze ona
mie¢ znaczenie w procesie naprawy DNA podczas mejozy
[46].

Polimeraza ju, podobnie jak poi A nalezy do rodziny X po-
limeraz DNA. W najwiekszym stopniu, bo az w 41%, poi
(i (494 aminokwasy) przypomina terminalng transferaze
deoksynukleotydowg (TdT) (509 aminokwasow), jednak
w odréznieniu od niej poi i jest polimerazg zar6wno za-
lezng, jak i niezalezng od matrycy DNA [34, 47], Podobnie
jak poi Ai TdT wykazuje aktywnos$¢ terminalnej transfera-
zy deoksynukleotydowej i jest in vitro zdolna do syntezy
DNA de novo [44]. Wysoki poziom poi g mozna obserwowac
w peryferyjnej tkance limfoidalnej i do tego polimeraza ta
charakteryzuje sie matg doktadnoscia replikacyjna, co suge-
ruje, iz enzym ten bierze udziat w somatycznej hipermutacji
gendw immunoglobulin [34], Z drugiej strony wysoki po-
ziom poi Ji w limfie moze wskazywac na jej role w napra-
wie dwuniciowych peknie¢ DNA, bedacych konsekwencja
hipermutacji [48], Poza tym, poi g zostata zidentyfikowana
w mniejszych iloSciach rowniez w innych tkankach, gdzie
prawdopodobnie bierze udziat w naprawie peknige¢ dwu-
niciowych DNA, poprzez niehomologiczne tgczenie koh-
cow (NHEJ). Potwierdza to jej zdolno$¢ do oddziatywania
z biatkiem Ku, biorgcym udziat w rozpoznawaniu wolnych
koncow DNA w NHEJ, jak rowniez z kompleksem ligazy
IV/XRCC 4, niezbednym do potgczenia koricow DNA [41].
Podobnie jak poi a, poi g i TdT moze in vitro syntetyzowacé
DNA de novo [44],

Polimeraza o, kodowana przez gen Trf4 u S. cerevisiae,
wykazuje niewielki stopien podobienstwa w stosunku do
pozostatych cztonkdéw rodziny X polimeraz. Pol o bierze
udziat w mitozie i w segregacji chromosomow, oraz w syn-
tezie DNA w czasie tworzenia potaczen pomiedzy siostrza-
nymi chromatydami chromosoméw [49], Poza aktywnoscia
polimerazy, poi o wykazuje réwniez aktywno$¢ egzonu-
kleazy 3'—5'. Mutanty Trf4 wykazuja wysoka wrazliwosé
na kamptotecyne, lek przeciwnowotworowy generujacy
pekniecia dwuniciowe w miejscu zachodzenia replikacji, co
sugeruje, ze poi o moze odgrywac role w naprawie pekniec
dwuniciowych [50], Dotad odkryto dwa homologi genu
Trf4 u cztowieka, hTrf4-1 i hTr/4-2, z ktoérych pierwszy ko-
duje polimeraze DNA [34],

Polimeraza oo, produkt genu POL5 u S. cerevisiae, ma mase
czasteczkowg okoto 130 kDa. Wykazuje ona stabe podo-
bieistwo do cztonkéw rodziny B polimeraz. Enzym ten jest
niezbedny dla wzrostu drozdzy [51] Pol pwykazuje wraz-
liwos$é na afidikoline i moze by¢ stymulowana przez droz-
dzowe biatko PCNA. Pol @ jest zlokalizowana wytacznie
w jagderku i moze wigza¢ sie z regionem wzmacniajgcym
dla genéw kodujacych rRNA. Mutanty POL5 z wrazliwa
na temperature poi owykazywaty silne zahamowanie syn-
tezy rRNA w podwyzszonej temperaturze, co wskazuje na
udziat tej polimerazy w syntezie rRNA. Z drugiej strony te
same mutanty nie wykazywaty zahamowania cyklu komor-
kowego w punkcie G2/M w podwyzszonej temperaturze,
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CO sugeruje, iz poi gin vivo nie bierze udziatu w replikacji
chromosomalnego DNA [52], In vitro poi ¢ charakteryzuje
sie niskg czestoScig btedéw, cho¢ nie wykazuje aktywnosci
3'-4-5' egzonukleazy. Jak dotagd nie zidentyfikowano ho-
mologu genu POL5 w innych komaérkach eukariotycznych,
oprocz Schizosaccharomyces pombe [2].

Terminalna transferaza deoksynukleotydowg (TdT - ang. ter-
minal deoxynucleotidyltransferase) jest polimerazg niezalezng
od matrycy, nalezgcg do rodziny X. Ulega ekspresji jedy-
nie w tkance limfoidalnej, gdzie prawdopodobnie odgrywa
istotng role w rozwoju komérek T i B. TdT dodaje losowo
nukleotydy do kodujgcych koncéw genéw immunoglobu-
lin i receptorow komorek T, tworzac region N (niematryco-
wy) [53] W ten sposéb TdT przyczynia sie do réznorodnosci
genow receptoréw antygendéw. Badania in vitro dowodza, iz
TdT moze syntetyzowa¢ DNA de novo [44],

Telomeraza jest wysoko wyspecjalizowang polimeraza
DNA odpowiedzialng za synteze koncowych odcinkow
chromosoméw - telomeréw - w komérkach eukariotycz-
nych [2]1 W jej budowie mozna wyrozni¢ dwie zasadnicze
podjednostki. Pierwsza to fragment RNA, ktérego czesé
centralng stanowi sekwencja komplementarna do powta-
rzalnej sekwencji telomeréw (TTAGGG)n i ten fragment
petni funkcje matrycy dla enzymu. Drugg podjednostka jest
biatko o aktywnosci odwrotnej transkryptazy, ktéra wyko-
rzystuje fragment RNA jako matryce do syntezy telomerdéw
[54], U cztowieka fragment RNA koduje gen hTR, natomiast
odwrotng transkryptaze - gen hTERT. Enzym ten ulega
ekspresji i jest aktywny gtéwnie w komdérkach nowotwo-
rowych, jednakze jego aktywno$¢ moze by¢ obserwowana
w niektorych narzadach i tkankach prawidtowych, miedzy
innymi w endometrium [55]. Aktywnos$¢ telomerazy w tym
narzadzie jest skorelowana z fazg cyklu menstruacyjnego
i ma zwigzek z aktywnoscig proliferacyjng komérek endo-
metrium, co sugeruje, iz telomeraza moze odgrywac role
w podtrzymywaniu cyklicznego odnawiania sie endome-
trium u kobiet. W przypadku raka tego narzadu obserwuje
sie znaczacy wzrost aktywnosci telomerazy [55].

AKTYWNOSC KOREKTORSKA
EUKARIOTYCZNYCH POLIMERAZ DNA

Polimerazy DNA sg enzymami biorgcymi udziat w utrzy-
maniu integralnosci genomu w czasie takich proceséw jak
replikacja, naprawa czy rekombinacja DNA [2], Za utrzy-
manie tej stabilnosci odpowiada miedzy innymi aktywnos$é
korektorska egzonukleazy 3'—5' polimeraz DNA. Dzieki
niej usuwane sg niewtasciwie wstawione nukleotydy. Eg-
zonukleazy 3'—5 mozna podzieli¢ na takie, ktére sg zwig-
zane z polimerazami DNA, stanowigc ich integralng czes¢
oraz na autonomiczne enzymy dziatajgce niezaleznie od
polimeraz [56], Endogenng aktywnos$¢ egzonukleazy 3'—»
5' wykazujg replikacyjne polimerazy 0 i ¢, mitochondrialna
poi y oraz poi 0 i 0. Zintegrowang aktywnos$¢ egzonukleazy
3'—5 zidentyfikowano réwniez w przypadku poi | E. coli
i polimeraz bakteriofagowych, ktére sa czesto traktowa-
ne jako enzymy modelowe w badaniu zaréwno aktywno-

1Telomeraza zostata opisana w ,,Postepach Biochemii" 45
(4) 1999
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sci polimerazy DNA, jak i egzonukleazy 3'—5'. Natomiast
wsrod autonomicznych egzonukleaz 3'—5 mozna wyréz-
ni¢ enzymy TREX1, TREX2, Mrell, WRN, RAD1, RADY,
APEL1 i VDJP. Niektére z tych enzymoéw moga wspoétdziataé
z polimerazami DNA pozbawionymi aktywnosci korektor-
skiej, takimi jak poi a czy poi p, czy tez polimerazami DNA
wykazujagcymi endogenng aktywnos$¢ korektorska, zwiek-
szajac doktadno$¢ przeprowadzanej przez te enzymy repli-
kacji DNA [57],

Podjednostka katalityczna poi 5 i poi £ zawiera dome-
ne egzonukleazy 3'—5 w kornicu aminowym. Domena ta
razem z domeng polimerazy tworzy strukture w ksztaicie
pierscienia, wewnatrz ktérego znajduje sie dupleks DNA,
tworzony przez matryce i nowo syntetyzowang ni¢. Ostatni
nukleotyd wigczony przez polimeraze moze zosta¢ usunie-
ty przez aktywnos$¢ egzonukleazy 3'—5'. Poniewaz koniec
3'-OH jest substratem zaréwno dla syntezy, jak i wycinania,
obie aktywnosci polimerazy wspétzawodniczg ze sobg o ko-
niec 3'-OH. Dupleks DNA zajmuje statg pozycje niezaleznie
od tego, czy zachodzi etap polimeryzacji, czy wycinania,
natomiast koniec 3'-OH zmienia swoje miejsce, wigzac sie
albo z miejscem aktywnym polimerazy albo egzonukleazy
3'—5". Domeny te sg oddzielone od siebie o okoto 30 A [57],
W przypadku polimeraz DNA pozbawionych aktywnosci
korektorskiej, takich jak poi a czy poi (3 po wprowadzeniu
nieprawidtowej zasady, nastepuje oddysocjowanie enzymu,
a w jego miejsce przytgcza sie autonomiczna egzonukleaza
3'—5', czy nawet inna polimeraza z wewnetrzng aktywno-
Scig korektorska [58],

Polimerazy moga replikowa¢ DNA z predkoscig 100-
-1000 nukleotydéw na sekunde, jednak gdy zostanie wpro-
wadzony niewtasciwy nukleotyd, tempo syntezy ulega
zwolnieniu do 1 nukleotydu na dziesie¢ sekund [59]. Zja-
wisko to, zwane jako ,,przestdj polimerazy DNA", pozwala
endogennej (lub autonomicznej) egzonukleazie 3'—'usu-
ng¢ niewtasciwie wigczong zasade [57]. Z drugiej strony
replikacja nici op6znionej jest doktadniejsza w poréwnaniu
Z nicig prowadzgacg, zarowno w komaérkach pro- jak i euka-
riotycznych [60], Moze to by¢ wynikiem tatwiejszego odig-
czania sie polimerazy DNA od nici opéznionej, na ktorej
syntetyzowane sa krotkie odcinki DNA (fragmenty Okaza-
ki), co moze ufatwia¢ przytaczanie sie egzonukleazy 3'—5%5'
i korekcje. Potwierdza to fakt, ze polimerazy DNA o duzej
procesywnosci, to znaczy syntetyzujgce diugie fragmenty
DNA bez odiaczania sie od niego, sg enzymami mniej do-
ktadnymi [61].

Pol 5 i £drozdzy wykazujg aktywnos$¢ egzonukleazy 3'—
5', ktéra umozliwia korekcje btedéw replikacyjnych DNA in
vivo [62]. Mutacje w domenie egzonukleazy 3'—5' poi 5 pro-
wadzg do 100-krotnego zwiekszenia tempa mutacji sponta-
nicznych i 10-krotnego w przypadku poi £ Natomiast potg-
czenie tych mutacji z defektywnym systemem MMR prowa-
dzito do $mierci komérek haploidalnych. To wskazuje, ze
nieefektywnie dziatajaca aktywnos$¢ korektorska polimeraz
replikacyjnych moze prowadzi¢ do akumulacji mutacji i w
efekcie do zatamania catego systemu naprawy biednie spa-
rowanych zasad. Z drugiej strony poi 5, w poréwnaniu z poi
£, odgrywa wigksza role w zapobieganiu mutacjom [63],
Podobne badania przeprowadzono dla drozdzowej poi V.
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W ich wyniku obserwowanol500-krotny wzrost tempa mu-
tacji w mitochondrialnym DNA i 104krotne zmniejszenie
aktywnosci egzonukleazy 3'—5' poi y [64]. W przypadku
poi 5 ssakéw wzrost spontanicznych mutacji wywotany de-
fektem aktywnosci egzonukleazy 3'—5 zwigkszat prawdo-
podobienstwo wystapienia raka [65]. Nieefektywnie dziata-
jaca egzonukleaza 3'—5' poi 5 okazata sie wystarczajgca do
zainicjowania transformacji nowotworowej u dwumiesiecz-
nych homozygotycznych zmutowanych myszy [66]. Nato-
miast u heterozygotycznych osobnikéw nowotwo6r nie roz-
wijat sie, co mozna wigzaé¢ z efektywnie dziatajgcym MMR
u tych myszy czy obecnoscig niezmutowanej formy poi 5,
zdolnej do usuwania btednego parowania. Réwniez u orga-
nizméw prokariotycznych utrata aktywnosci korektorskiej
ma niepozgdane efekty. Mutacja w genie dnaQ, kodujgcym
podjednostke £ poi Ill E. coli, wykazujgcg aktywnos$¢ egzo-
nukleazy 3'—»5' okazata sie letalna [67]. Swiadczy to o tym,
ze aktywnos$¢ korektorska egzonukleazy 3'—5 w procesie
replikacji jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania,
zar6wno dla eukariontéw, jak i dla prokariontow.

Autonomiczne egzonukleazy 3'—5' zostaty poczatkowo
zidentyfikowane w komorkach biataczkowych i grasicy
bydlecej [68]. Uwazano, iz enzymy te zwigkszajg wiernos¢
replikacji DNA w tych komérkach poprzez korekcje aktyw-
nosci poi 5 i £ ktére mimo wewnetrznej aktywnosci egzo-
nukleazy 3'—5' nie okazaty sie w petni doktadnymi polime-
razami DNA in vivo. Biatko TREX2, wykazujace aktywnos¢
korektorska, wigzac sie z poi 6 moze zwiekszaé 4-krotnie
doktadnos¢ replikacji DNA w warunkach sprzyjajacych
wprowadzaniu nieprawidtowych zasad (przy braku row-
nowagi pomiedzy nukleotydami), natomiast nie wptywa
na wiernos¢ replikacji DNA w prawidtowych warunkach
[69], Autonomiczna egzonukleaza 3'—5 moze réwniez za-
pewnia¢ aktywnos$é korektorskg polimeraz DNA poprzez
wspotdziatanie z polimerazami DNA niewykazujacymi
aktywnosci egzonukleazy 3'—5, jak ma to miejsce w przy-
padku polimerazy p, biorgcej udziat w syntezie naprawczej.
Czes¢ btedow wprowadzanych przez te polimeraze jest
usuwana przez egzonukleaze automomicznag, ktora wspoét-
dziata z polimerazg p w obrebie biatkowego kompleksu re-
plikacyjnego. W badaniach in vitro, w ktoérych zastosowano
pochodzgcg z komdrek watroby szczurzej autonomiczng
egzonukleaze 3'—5' i polimeraze p, obserwowano wycina-
nie btednie sparowanych nukleotydéw od konca 3' DNA,
czego efektem byt nawet 30-krotny wzrost wiernosci repli-
kacji oraz przyspieszenie procesu replikacji w poréwnaniu
z homogenng polimerazg p. Podobne wyniki osiggnieto dla
polimerazy a, co moze sugerowac, iz polimerazy DNA nie-
wykazujgce aktywnosci egzonukleazy, zdolnej do korygo-
wania btedow replikacyjnych, moga wspotpracowaé z au-
tonomicznymi egzonukleazami 3'—5' [58].

POLIMERAZY DNA A NOWOTWORY

Komoérki nowotworowe charakteryzuja sie wysoka cze-
stoscig wystepowania mutacji w genach majacych podsta-
wowe znaczenie dla utrzymania stabilnosci genetyczne;j.
Efektem tych mutacji jest niestabilno$¢ genetyczna komo-
rek nowotworowych, czego skutkiem moga by¢ kolejne
mutacje. Jedng z endogennych przyczyn mutacji w DNA
moze by¢ bledne wigczanie zasad do DNA przez polime-
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razy DNA oraz brak naprawy btednego sparowania. Moze
to nastapi¢ zaréwno w czasie replikacji, i wtedy btednego
wiaczenia zasady dokonujg polimerazy replikacyjne 6 i e,
jak rowniez w trakcie syntezy naprawczej przeprowadzanej
najczesciej przez polimeraze p. Odkrycie polimeraz DNA
0 niskiej wiernosci replikacji DNA, do ktérych zalicza sie e
r], ki i, pozwala przypuszczac, iz one réwniez mogg przy-
czyniaé sie do powstawania mutacji, mogacych prowadzi¢
do transformacji nowotworowej [70], Poza niestabilnoscia
genetyczna komdrki nowotworowe charakteryzujg sie tzw.
unie$miertelnieniem, cechg ktérej przyczyng moze by¢ re-
aktywacja telomerazy [54].

Wiernos¢ replikacji przez polimerazy 5 i £ jest w duzej
mierze zapewniona przez ich aktywnos$¢ egzonukleolitycz-
ng 3'—5". W wyniku mutacji punktowej w obu allelach genu
kodujgcego domene egzonulkeolityczng poi 5 u myszy ob-
serwowano rozwoj réznego typu guzéw pochodzenia epi-
dermalnego, podczas gdy w grupie kontrolnej i u myszy
hemizygotycznych nie zaobserwowano powstawania no-
wotworéw. Zatem zahamowanie aktywnosci korektorskiej
prowadzi do zwiekszenia poziomu mutacji w genomie,
czego efektem jest wzrost iloSci spontanicznie powstajacych
nowotworéw ztosliwych u myszy [70],

Polimeraza @jako enzym naprawczy moze rozpoznawacé
lnaprawia¢ btedne parowania, w tym G:U i G:T, ktoére, gdy
nie sg naprawiane, prowadzg do tranzycji A—T [71]. Inakty-
wacja genu kodujgcego poi 3w linii zarodkowej myszy jest
letalna [72], Natomiast mutacje w domenie katalitycznej poi
(3moga mie¢ powigzanie z r6znymi nowotworami. Opisane
zostaty mutacje genu POLB, kodujgcego poi 3w komérkach
ludzkiego raka zotagdka. W 6 na 20 przypadkéw tej choroby
zaobserwowano mutacje zmiany sensu w genie POLB, przy
czym wszystkie te mutacje dotyczyty tylko jednego allelu.
Jedna z tych mutacji, charakteryzujgca sie zastgpieniem Glu
przez Lys w kodonie 295, hamowata aktywnos$¢ systemu
naprawy przez wycinanie zasad (BER) in vitro [71]. Muta-
cje w domenie katalitycznej poi 3zidentyfikowano réwniez
w przypadku raka jelita grubego, prostaty czy pecherza
moczowego [73], Sugeruje to, iz mutacja w genie POLB
moze zakloca¢ prawidlowe funkcjonowanie naprawczej
polimerazy pi przyczyniac¢ sie do mutacji, ktére ostatecznie
prowadzg do transformacji nowotworowej. Z drugiej stro-
ny w pewnych guzach obserwowano zwiekszony poziom
niezmienionej poi p, co moze wigzac¢ sie z wiekszg aktyw-
noscig tego enzymu w poréwnaniu z tkanka prawidtowa.
W tej sytuacji poi pmoze zastepowac doktadniejsze polime-
razy DNA, a tym samym zwiekszaé¢ poziom mutacji [74],

Udziat w mutagenezie majg takze polimerazy DNA
zdolne do syntezy na uszkodzonej matrycy. Polimerazy
5 lub £ zatrzymujg sie w momencie napotkania uszkodze-
niaw DNA, a nastepnie oddysocjowujg od niego, natomiast
w ich miejsce przytacza sie jedna z polimeraz zdolnych do
syntezy na uszkodzonej matrycy. Po syntezie taka polime-
raza odtacza sie i poi d/e moze kontynuowaé replikacje.
W takim przypadku istotna jest kontrola procesu przytacza-
nia i odtgczania sie polimeraz, jak rowniez ich aktywnosci.
Utrata takiej kontroli moze grozi¢ zwiekszonym poziomem
mutacji, gdy zamiast poi d/e, zwykle mniej doktadna poli-
meraza zdolna do syntezy na uszkodzonej matrycy bedzie
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kontynuowaé ten proces na matrycy nieuszkodzonej [75].
Mozna tez przypuszczac, iz w pewnych nowotworach po-
limerazy DNA o niskiej doktadnosSci mogg wystepowac
w wiekszych ilosciach niz normalnie, co moze zakitdcaé
rownowage miedzy nimi a ,klasycznymi" polimerazami,
na niekorzys$¢ tych ostatnich i w ten sposéb przyczyniac sie
do akumulacji mutacji w DNA w komérkach nowotworo-
wych [70], Z drugiej strony brak jednej z polimeraz syntety-
zujgcych na uszkodzonej matrycy moze réwniez prowadzic¢
do choroby. Ma to miejsce w przypadku oséb z odmiang X.
pigmentosum, u ktorych polimeraza r] jest nieaktywna. Przy
braku aktywnosci tej polimerazy, powstajgce pod wptywem
Swiatta dimery pirymidyny powodujg zatrzymanie replika-
cji, natomiast polimerazy DNA podejmujgce prébe konty-
nuacji tego procesu nie sg juz tak doktadne wzgledem di-
merow pirymidynowch jak poi r). W rezultacie generowane
sg mutacje prowadzace do raka skory [76], Ze wzgledu na
fakt, iz polimerazy DNA zdolne do syntezy na uszkodzo-
nej matrycy zostaty odkryte stosunkowo niedawno, to ich
rola w transformacji nowotworowej nie jest jeszcze w petni
jasna.

Polimerazg DNA majacg stosunkowo dobrze okreslong
role w transformacji nowotworowej jest telomeraza, syn-
tetyzujgca sekwencje powtarzajgcego sie DNA na koricach
chromosomoéw. Telomeraza razem z innymi biatkami, chro-
ni korice chromosomoéw przed rekombinacja, fuzjg oraz de-
gradacjg [77], W diploidalnych komorkach prawidtowych
z kazdym podziatem komérkowym diugos¢ telomerdw
ulega skréceniu o okoto 100 zasad, poniewaz polimeraza
DNA nie jest w stanie replikowa¢ koncéw liniowych cza-
steczek [78]. Takie skracanie koricow DNA ogranicza ilos¢
podziatow komorkowych (limit Hayflicka) [79], Natomiast
w niektérych komoérkach nowotworowych telomery, po-
przez dziatanie telomerazy, nie ulegajg skréceniu w tempie,
w jakim ma to miejsce w komdrkach prawidtowych. W ten
sposob komorki nowotworowe mogg ulega¢ nieograniczo-
nej liczbie podziatow komorkowych; stan ten okres$la sie cza-
sem mianem nie$Smiertelnosci [54], Potwierdzity to badania,
w ktorych w wyniku przeniesienia telomerazy do réznych
komoérek prawidtowych obserwowano ich unieSmiertelnia-
nie [80]. Obecnie wykorzystuje sie telomeraze i telomery
jako cel w terapii przeciwnowotworowej [54],

ROLA POLIMERAZ DNA W STARZENIU SIE

Proces starzenia sie¢ komérek mozna powigzaé z ak-
tywnoscig telomerazy, regulujaca skracanie sie telomerow
w kazdym cyklu komérkowym [54]. Inne powigzanie po-
limeraz DNA z procesem starzenia sie moze by¢ poprzez
szlak naprawy przez wycinanie zasad (BER), ktérego po-
ziom znaczaco zmniejsza sie wraz z wiekiem. W ekstrak-
tach jadrowych pochodzacych z mézgu starych myszy ob-
serwowano 85% zmniejszenie aktywnos$ci naprawczej, a w
przypadku watroby 50% spadek w poréwnaniu z aktywno-
$cig BER u myszy szesciodniowych. Poza tym, w ekstrak-
cie jadrowym pochodzacym z mézgu starych myszy obser-
wowano nizszy poziom polimerazy p. Natomiast poziom
innych biatek biorgcych udziat w BER nie ulegat zmianie
wraz z wiekiem. Konsekwencjg zmniejszenia efektywnosci
naprawy DNA jest zwiekszony poziom uszkodzen DNA
oraz mutacje starzejacych sie komérek [81]. Podobne ba-
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dania przeprowadzono przy zastosowaniu ograniczenia
kalorycznego, ktére powodowato wzrost obnizajacej sie
z wiekiem aktywnosci BER w wielu tkankach. Ogranicze-
niom kalorycznym towarzyszyt réwniez wzrost spadaja-
cego z wiekiem poziomu polimerazy p [82], Badania na fi-
broblastach starszych os6b pozwolity stwierdzié, iz rowniez
polimeraza a byta mniej aktywna i nie wigzata sie tak fatwo
z DNA jak poi a mtodych oséb, efektem czego byta zmniej-
szona mozliwos$¢ inicjowania syntezy DNA. Dodatkowo
wiernosc replikacji DNA w starszych fibroblastach ludzkich
byta mniejsza niz w fibroblastach mtodszych [83], Podobne
wyniki uzyskano dla mysiej i szczurzej polimerazy a [84],
Zastosowanie u myszy ograniczen restrykcyjnych, tak jak
w przypadku poi p, miato korzystny wptyw na poi a i wig-
zato sie ze zwigkszeniem jej aktywnosci i zdolnosSci wigza-
nia sie z DNA [83],

UWAGI KONCOWE

Odkrycie wielu eukariotycznych polimeraz DNA zwiek-
szyto zainteresowanie problemem réznorodnosci procesow
komdérkowych. Wywotaé¢ jednak moze ono takze refleksje
czy nawet niepokdj, czy jesteSmy zdolni do komplekso-
wego zrozumienia procesow, takich jak replikacja czy na-
prawa DNA, a wiec majagcych fundamentalne znaczenie
w funkcjonowaniu kazdej komorki, kazdego organizmu.
Zatem poznanie roli polimeraz DNA i mechanizméw ich
dziatania jest nie tylko wyzwaniem biologii molekularnej,
ale ma takze charakter epistemologiczny. Wydaje sie, ze naj-
wazniejszymi zadaniami w dziedzinie poznania polimeraz
DNA sa: doktadne zrozumienie mechanizmu taczenia frag-
mentow DNA przy udziale polimeraz, okreslenie przebiegu
syntezy DNA na uszkodzonej matrycy oraz poznanie roli
polimeraz w rekombinacji immunoglobulin. Poznana takze
winna zosta¢ szczegétowa budowa jednostkowa polimeraz
a, 5 i £oraz ich rola w replikacji i procesach naprawczych,
a takze wptyw aktywnosci 3'—5 egzonukleazy na powsta-
wanie mutacji. Dalsze prace nad rolg polimeraz DNA moga
przynie$¢ wyniki dajgce odpowiedz na nurtujgce pytania
z zakresu transformacji nowotworowej i proceséw starze-
nia.
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ABSTRACT

Knowledge about eukaryotic DNA polymerases has increased considerably during recent years. Much have been learnt about both the structures
and the functions of “classical” DNA polymerases a, p, 5, e and y. New DNA polymerases that posses very unusual functions have been identi-
fied. They are able to perform translesion synthesis, take part in somatic hypermutation and prevent some cancers. Much attention has also been
devoted to the role of 3'—5' exonuclease activity in the accuracy of DNA synthesis. On the other hand, it have been shown that there are also
negative aspects of the activity of DNA polymerases. Lack of some DNA polymerases or even their altered functions may lead to carcinogenesis
and accelerate the process of ageing.
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STRESZCZENIE

olne rodniki, reaktywne formy tlenu i azotu, wytwarzane podczas stresu oksydacyj-
Wnego lub jako produkty uboczne tlenowego metabolizmu komo6rki moga modyfiko-
wac rézne zwiagzki biologiczne. Gtéwnym sktadnikiem komorki ulegajacym peroksydacji
sg biatka. Zmiany oksydacyjne w biatkach, spowodowane przez wolne rodniki i reaktyw-
ne formy tlenu i azotu obejmuja: tworzenie wodoronadtlenkéw biatek, hydroksylacje reszt
aminokwaséw aromatycznych i alifatycznych, nitrowanie reszt aminokwaséw aromatycz-
nych, utlenianie grup -SH, utlenianie reszt metioniny, przeksztatcanie niektérych reszt ami-
nokwasowych w pochodne karbonylowe, fragmentacje tancucha polipeptydowego czy tez
tworzenie wigzan krzyzowych.
Oksydacyjne modyfikacje struktury biatek, ktére prowadza do utraty witasciwosci biolo-
gicznych, utrudniaja degradacje i powoduja gromadzenie sie zmodyfikowanych produktéw
biatkowych, zaobserwowano w wielu stanach patologicznych, podczas procesu starzenia,
ré6znicowania sie komérek, a takze w apoptozie. Specyficzne produkty utleniania biatek
moga stuzy¢ jako znaczniki stresu oksydacyjnego.

WPROWADZENIE

Nieodtgcznym elementem tlenowego metabolizmu komérkowego jest wy-
twarzanie reaktywnych form tlenu, azotu ichloru, m. in. takich jak rodnik hydro-
ksylowy (OH), anionorodnik ponadtlenkowy (O/), nadtlenoazotyn (ONOO),
dwutlenek azotu (NO,), chlorek nitrylu (NO,CI), kwas podchlorawy (HOC1). Ich
zrodtem sg produkty posrednie utleniania przeno$nikéw elektrondw, zwigzki
wytwarzane w czasie reakcji zapalnych, tlenek azotu, peroksydacja lipidow oraz
reakcje katalizowane przez oksydazy ijony metali (Fe3t Cu2). Organizm nara-
zony jest takze na dziatanie szkodliwych czynnikéw zewnetrznych, takich jak
promieniowanie jonizujace, zanieczyszczenia atmosfery (ozon, dwutlenek azo-
tu, N,0,) czy dym papierosowy [1,2].

Organizmy bronig sie przed szkodliwym dziataniem utleniaczy wytwarzajgc
wiele zwigzkéw o charakterze antyoksydantéw. Do waznych antyoksydantéw
naleza: kwas moczowy, bilirubina, kwas liponowy, kofaktory enzyméw NADP+/
NADPH, NAD+#NADH, r6znorodne sktadniki pokarmowe, w tym witaminy A,
E, C, flawonoidy oraz jony metali (Mg2t Mn2; Zn2). Wazna role w obronie an-
tyoksydacyjnej odgrywajg liczne enzymy, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa,
katalaza, peroksydaza glutationowa, S-transferaza glutationowa, peroksydaza
tiolowa, reduktaza metionylosulfotlenkowa, reduktaza glutationowa, a takze
biatka wigzgce jony miedzi i zelaza - ceruloplazmina, ferrytyna i transferyna [2],
Pod wptywem reaktywnych form tlenu, azotu i chloru dochodzi do uszkodzen
wielu zwigzkéw biologicznie czynnych - lipidéw, kwaséw nukleinowych oraz
biatek, ktore sg gtownym celem ataku wolnych rodnikow [3,4],

Naprawa uszkodzonych biatek w organizmie ograniczona jest gtéwnie do re-
dukcji utlenionych aminokwaséw siarkowych (cysteiny i metioniny), a za ich
usuwanie odpowiadajg proteazy: katepsyna c, kalpaina, trypsyna oraz prote-
osomy m.in. 20S [2,5].

Przy duzej aktywnosci reaktywnych form tlenu i azotu, a zmniejszonej sku-
tecznosci uktadéw antyoksydacyjnych i proteolitycznych, dochodzi do nagro-
madzenia utlenionych produktow biatkowych [6], Moze to prowadzi¢ do wielu
zmian patologicznych oraz jest jednym z elementéw w procesie starzenia sie
organizmoéw [7,8].
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REAKCJE ZACHODZACE W BIALKACH POD
WPLYWEM CZYNNIKOW UTLENIAJACYCH

Pod wpltywem utleniaczy w biatkach dochodzi do utle-
niania tancucha polipeptydowego oraz utleniania reszt ami-
nokwasowych. Prowadzié¢ to moze do rozerwania fancucha
polipeptydowego, do tworzenia wigzan krzyzowych w ob-
rebie tego samego lub Kilku fancuchéw polipeptydowych
oraz do pojawienia sie¢ zmienionych reszt aminokwaso-
wych [7-9], Tak zmienione biatka mogg wykazywaé utrate
lub zwiekszenie aktywnosci biologicznej oraz mieé tenden-
cje do tworzenia agregatow [10,11]. Powstajace w wyniku
modyfikacji oksydacyjnych agregaty majg takze zdolnos¢
hamowania systemow odpowiedzialnych za ich degrada-
cje [11], Sprzyja to nagromadzaniu si¢ zmienionych biatek
[12]. Wykazano, ze pod wptywem reaktywnych form tlenu
dochodzi do utraty aktywnos$ci m.in. takich enzymoéw jak
dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej czy dehydro-
genazy glukozo-6-fosforanowej [13].

UTLENIANIE tANCUCHA POLIPEPTYDOWEGO

Rodnik hydroksylowy, powstajagcy podczas radiolizy
wody lub w wyniku reakcji nadtlenku wodoru np. z jonami
Fe2+ (reakcja Fentona) albo z anionorodnikiem ponadtlenko-
wym (reakcja Habera-Weissa), zapoczgtkowuje utlenianie
tancucha polipeptydowego odrywajac atom wodoru przy
weglu a aminokwasu. Powstajgcy rodnik alkilowy reaguje
gwattownie z tlenem tworzac, poprzez rodnik alkilonadtlen-
kowy, alkilowodoronadtlenek. Tworzacy sie z niego rodnik
alkoksylowy moze przeksztatci¢ sie¢ w hydroksylowang
przy weglu a reszte aminokwasowa lub moze doprowadzi¢
do fragmentacji faricucha polipeptydowego [14] (Wz6r 1).

VMAZANIAKRZYZOWE
<OH P
LSS SRS LIRS
H OO H OO HOO
(e}
FRAGMENTACIA

Wzér 1. Utlenianie tancucha polipeptydowego przy weglu a

Rodniki: alkilowy, alkilonadtlenkowy i alkoksylowy re-
agujag z innymi resztami aminokwasowymi tego samego
lub innego tahcucha polipeptydowego biatka, umozliwiajac
powstawanie kolejnych rodnikéw (Wzér 2a). Przy niedobo-
rze tlenu, gdy tworzenie rodnikéw alkilonadtenkowych jest
utrudnione, rodniki alkilowe w obrebie tego samego lub
réznych bialek, reagujgc ze sobg moga prowadzi¢ do po-

RG- RiCH RoG+ + RAH

11
R.C* + R R.C—CR
um 12

Wz6r 2. Reakcje rodnika alkilowego, a) tworzenie no-
wych rodnikéw, b) tworzenie wigzan krzyzowych
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wstawania wigzan krzyzowych miedzy tahncuchami poli-
peptydowymi [2] (Wzbér 2b).

Obecno$¢ rodnikéw alkoksylowych sprzyja reakcjom
prowadzacym do rozerwania tancucha polipeptydowego.

i I
0=C=N-C-C-

i B
TN T

H HoO
o
IB‘ I OBI |l \R O
H/A-C-C-N-C-C- N-C-C
H HoO
o R3O0
%q n i n
H,N-C-C-NH, Rj-C-C-N-C-C—
O wwH

Wz6r 3. Fragmentacja tancucha polipeptydowego poprzez rodnik alkoksylowy

W zaleznos$ci od miejsca pekniecia przy weglu a powstang
dwa rézne typy produktéow rozpadu [14] (Wzér 3 ai b).

Przerwanie tancucha polipeptydowego moze nastgpié
takze po ataku aktywnych form tlenu na reszty kwasu glu-
taminowego, kwasu asparaginowego i proliny. Oderwanie
atomu wodoru od atomu wegla y reszty kwasu glutamino-
wego lub kwasu asparaginowego przez rodnik hydroksy-
lowy réwniez moze doprowadzi¢ do fragmentacji tancucha
[7,8,14], Fragmentacje taricucha polipeptydowego poprzez
utlenianie reszty kwasu glutaminowego przedstawia wzér
4,

M9 19°"PH DY
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R ™ R R, CH R
o COOH FHO,
T OOk 1o,

—N-C-C=0 o HjCc-CC-

Wz6r 4. Fragmentacja tancucha polipeptydowego po-
przez utlenianie reszty kwasu glutaminowego

W wyniku utleniania reszt proliny powstaje 2-pyrolidon
i rownoczes$nie dochodzi do przerwania tancucha polipep-
tydowego (Wzér 5). Z kolei hydroliza 2-pyrolidonu w $ro-
dowisku kwasowym prowadzi do powstawania kwasu
4 aminomastowego, ktoérego obecno$¢ wsrod produktéow
hydrolizy biatek poddanych dziataniu czynnikéw utleniaja-
cych wskazuje, ze istotnie ma miejsce mechanizm fragmen-
tacji biatka poprzez utlenianie proliny [14].

CO,

Wzér 5. Utlenianie reszt proliny

141



UTLENIANIE RESZT AMINOKWASOWYCH W BIALKACH

Wszystkie reszty aminokwasowe wystepujgce w biat-
kach podatne sg na utlenianie. Najwieksza wrazliwo$é na
dziatanie reaktywnych form tlenu, azotu i chloru wykazuja:
cysteina, metionina, tyrozyna i tryptofan. Reszty cysterno-
we utleniajg sie do reszt dwusiarczkowych, a metioninowe
do sulfotlenku metioniny [14] (Wzér 6). Jest to jedyna mo-
dyfikacja aminokwaséw w biatkach in vivo, ktéra moze zo-
sta¢ naprawiona w obecnosci specyficznych reduktaz. Utle-
nianie i redukcja reszt metioniny moze mie¢ znaczenie jako
jeden z mechanizméw zmiatania wolnych rodnikéw [14].

GH9 ehl; Ty
S S=0 o: S|:O
¢ h2 H CHY
ch? CH29 CHo
NGG —N-CL- N-Gog-
HHO HHO HHO

Sulfotlenek metioniny Sulfon metioniny

Wzo6r 6. Utlenianie reszt metioniny

Wyjatkowo wrazliwe na atak aktywnych form tlenu sg
reszty aminokwasow aromatycznych. W wyniku utleniania
reszt tyrozynowych powstaje 3,4 dihydroksyfenyloalanina
(DOPA) poprzez wiaczanie dodatkowej grupy hydroksylo-
wej do pierscienia aromatycznego lub dochodzi do tworze-
nia wigzan krzyzowych pomiedzy pierscieniami aromatycz-
nymi dwéch czagsteczek tego aminokwasu dzieki powstaniu
2,5 dityrozyny [14] (Wzbr 7).
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3,4-dihydroksyfenyloalanina 2,5-dityrozyna

Wzér 7. Utlenianie reszt tyrozyny

Reszty tryptofanowe utleniajg sie do formylokinureniny
i Kinureniny (Wz6r 8), natomiast histydyny do 2-oksohisty-
dyny, asparaginy i kwasu asparaginowego [14].

Utlenianie reszt aminokwasowych z wolng grupa amino-
wag, amidowag lub hydroksylowa prowadzi do powstawania
pochodnych karbonylowych. Dotyczy to réwniez proliny,
ktérej pierscien ulega w czasie utleniania rozerwaniu. Takie
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Wz6r 8. Utlenianie reszt tryptofanu
pochodne aminokwasowe moga reagowac z innymi wolny-
mi grupami aminowymi reszt lizyny w tej samej lub innej
czasteczce biatka, tworzac wigzania krzyzowe. Jest to kolej-
ny, poza reakcjami rodnikow alkoksylowych itworzeniem
dityrozyny, mechanizm tworzenia wigzan krzyzowych
w tancuchach polipeptydowych [14].

Pochodne karbonylowe powstajg rowniez w reakcjach
reszt aminokwasowych z produktami peroksydacji lipidow
i cukrami redukujacymi [2,14].

REAKCIJE Z UDZIALEM NADTLENOAZOTYNU

Nadtlenoazotyn (ONOO) powstajgcy in vivo w reakcji
rodnika tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego ma
zdolnos$¢ utleniania wielu aminokwaséw wystepujacych
w biatkach [15], a takze odpowiada za podstawienie grupy
nitrowej (-NG2 w ich pierscieniu aromatycznym [16,17].
Szczego6lnie narazone na atak tego zwigzku sg reszty cyste-
iny, metioniny, tyrozyny i tryptofanu [18]. Produktami re-
akcji nadtlenoazotynu z tyrozyng sa: 3-nitrotyrozyna i2,5-
dinitrotyrozyna, ktéra odgrywa role w tworzeniu nieprawi-
dtowych wigzan krzyzowych [19], Zdolno$¢ nadtlenoazoty-
nu do utleniania aminokwaséw siarkowych i do nitrowania
aminokwasow aromatycznych zalezy od dostepnosci dwu-
tlenku wegla w miejscu reakcji [20,21]. O ile sam nadtleno-
azotyn bardzo silnie utlenia reszty metioniny do sulfotlen-
ku, o tyle zdolno$¢ do przeprowadzenia takiej reakcji przez
pochodng powstajagcg z ONOO i CO™ (0=NO00CO02 lub
0 2N0COy) jest znacznie mniejsza [22,23], Powstajacy zwia-
zek silniej nitruje reszty aminokwaséw aromatycznych niz
sam nadtlenoazotyn. W $rodowisku, w ktérym wystepuje
niskie stezenie dwutlenku wegla, przewaza utlenianie me-
tioniny, natomiast przy wysokim nasyceniu COnma prze-
wage nitrowanie tyrozyny i tryptofanu [6].

Aktywnos$¢ nadtlenoazotynu przejawia si¢ nie tylko utle-
nianiem aminokwas6w siarkowych i nitrowaniem amino-
kwas6w aromatycznych, ale prowadzi takze do tworzenia
grup karbonylowych i do fragmentacji biatek [24].

Wykazano, ze na skutek oksydacyjnego dziatania nadtle-
noazotynu dochodzi do zahamowania in vitro takich biatek
hemostazy jak fibrynogen, plazmina, aktywator tkankowy
plazminogenu i czynnik tkankowy [25-31].
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ZNACZNIKI UTLENIANIA BIALEK | METODY DETEKCII

Ocena stopnia uszkodzehn oksydacyjnych w strukturze
biatek, cho¢ trudna, jest mozliwa poprzez okreslenie ste-
zenia zwigzkoéw powstajagcych na skutek dziatania czynni-
kow utleniajgcych. Najczesciej oznaczane zwigzki uwazane
za znaczniki utleniania biatek to: wodoronadtlenki biatek,
alkohole, grupy karbonylowe oraz nitrotyrozyna.

WODORONADTLENKI I ALKOHOLE

Powstajgce w wyniku utleniania wodoronadtlenki bia-
tek sg nietrwate, ulegajg rozpadowi pod wpltywem Swiatta,
podwyzszonej temperatury, zwiazkéw redukujacych ijo-
néw metali. Z tego powodu wodoronadtlenki biatek nie sg
dobrymi znacznikami [32],

Alkohole powstajagce na skutek dwuelektronowego
(utleniania) redukcji nadtlenkéw, lub bezposrednio z rod-
nikow nadtlenkowych lub alkoksylowych sg stosunkowo
trwatymi produktami, mato podatnymi na dalsze utlenia-
nie. Wiele z nich jest obecnych w prawidtowych biatkach,
(4-hydroksyprolina, 4 i5-hydroksylizyna), a niektére z nich
podlegajg dalszym reakcjom, dlatego tez nie sg zbyt dobry-
mi znacznikami utleniania biatek [32],

GRUPY KARBONYLOWE JAKO ZNACZNIK
USZKODZEN OKSYDACYJINYCH BIALEK

Na skutek utleniania reszt aminokwasowych zawiera-
jacych wolng grupe aminowg, amidowg lub hydroksylowg
oraz reszt proliny, tryptofanu i histydyny, a takze w wyni-
ku przerwania tahncucha polipeptydowego po utworzeniu
rodnika alkoksylowego, powstajg zwigzki o charakterze
aldehydéw lub ketondéw. Ze wzgledu na wiasciwosci po-
wstatej stosunkowo trwatej grupy chemicznej mozliwe jest
jakosciowe i iloSciowe oznaczanie grup karbonylowych, po-
zwalajace na ocene uszkodzen struktury biatek [33,34],

Aldehydy iketony reagujg z pochodnymi amoniaku,
m.in. z hydroksylaming, hydrazyng czy fenylohydrazy-
na tworzac potaczenia, ktére mogg zostaé wykorzystane
do identyfikacji zmian w biatkach. Do oznaczania powsta-
jacych grup karbonylowych w biatkach stosuje sie zwykle
2,4 dinitrofenylohydrazyne (DNPH). Powstajacy w reakcji
addycji 2,4 dinitrofenylohydrazon (DNP) (Wzér 9) wykazu-
je maksimum absorbancji przy dtugosci fali 366 nm, a mo-
lowy wspéiczynnik absorbancji dla tego zwigzku wynosi
22000 M Am'L Umozliwia to zastosowanie metod spektro-
fotometrycznych do oceny stezenia grup karbonylowych
[35].

NO, NO, NO.
NES A | 2 N 2
c’+ HN-N —|-c=N-N e emii=N
i | H / N
0 H

H NO, NO, H NO,
N

DNPH HO
Wzér 9. Mechanizm reakcji sprzegania grup karbonylowych z DNPH

Przeciwciata specyficzne w stosunku do DNP pozwalajg

na oznaczanie grup karbonylowych w biatkach przy zasto-
sowaniu metody ELISA lub metody Western blotting [36],
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Tabelal. Aminokwasy najbardziej podatne na utlenianie [14].

Aminokwas Produkt utleniania

cysteina kwas cysteinowy, dwusiarczki

metionina sulfotlenek metioniny, sulfon metioniny
formylokinurenina, kinurenina, 3-

tryptofan -hydroksykinurenina, 2-,4-,5-,6-,7-

-hydroksytryptofan, nitrotryptofan

2.3-dihydroksyfenyloalanina, 2-,

fenyloalanina 3- lub 4-hydroksyfenyloalanina

3.4-dihydroksyfenyloalanina, 2,5-

tyrozyna -dityrozyna, nitrotyrozyna
histydyna 2-oksohistydyna, asparagina, asparaginian
arginina semialdehyd glutaminowy
lizyna semialdehyd a-aminoadypinowy
2-pyrolidon, kwas pyroglutaminowy,
prolina 4- i 5- hydroksyprolina,
semialdehyd glutaminowy
treonina kwas 2-amino-3-ketomastowy

kwas glutaminowy  kwas szczawiowy, kwas pirogronowy
3-NITROTYROZYNA - ZNACZNIK
REAKTYWNYCH FORM AZOTU

Nitrotyrozyna jest znacznikiem dziatania in vivo reak-
tywnych form azotu (ONOO, N 02 N 02C1). Obecna w biat-
ku nitrotyrozyna moze by¢ oznaczana spektrofotometrycz-
nie przy dtugosci fali 438 nm, (e=4400 M Am 1 pH 9), testem
ELISA [17] lub tez metodg Western blotting z zastosowaniem
dostepnych w handlu przeciwciat antynitrotyrozynowych.

BIOLOGICZNE ZNACZENIE UTLENIANIA BIALEK

Zmodyfikowane oksydacyjnie biatka wykryto w licznych
tkankach iwykazano, ze stres oksydacyjny i modyfikacja
biatek zachodzgca pod wptywem reaktywnych form tlenu
i azotu odgrywaja role zaréwno w procesie starzenia jak i w
patogenezie wielu choroéb. Ilo$¢ produktéw utleniania bia-
tek wzrasta wraz z wiekiem organizmu [37-41], Zaobserwo-
wano takze skorelowany z wiekiem wzrost wytwarzania
anionorodnika ponadtlenkowego oraz nadtlenku wodoru,
a takze spadek aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych,
przy rownoczesnym wzrosScie aktywnosci innych enzymoéw
[6]. Powstawanie i gromadzenie sie utlenionych produktow
biatkowych zalezy od szybkosci wytwarzania reaktywnych
czynnikow utleniajgcych (przy zaburzonej aktywnosci ukta-
doéw antyoksydacyjnych), od wrazliwosci biatek na utlenia-
nie i od szybkos$ci degradacji utlenionych biatek [38],

Powstawanie i kumulowanie sie utlenionych produk-
tow biatkowych odgrywa wazng role w patogenezie choréb
neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera, Parkinsona)
[42,43], takze w patogenezie choréb naczyniowych, szcze-
gblnie w miazdzycy oraz w cukrzycy [33-47], U diabetykow
z komplikacjami miazdzycowymi w ztogach wewnatrzna-
czyniowych wykryto oprécz utlenionych frakcji lipopro-
teinowych LDL takze skiadnik podobny do fibryny, im-
munologicznie identyczny z fibryng. Za jego powstawanie
moze odpowiadaé¢ zmieniony oksydacyjnie fibrynogen [48].
W macierzy pozakomérkowej pochodzacej z uszkodzonych
przez miazdzyce naczynh oraz w blaszce miazdzycowej wy-
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kryto produkty utleniania tyrozyny; dityrozyne [47], di-
hydroksyfenyloalanine i hydroksyfenyloalanine [45,49-51].
Stwierdzono takze obecnos¢ modyfikowanych oksydacyj-
nie biatek w osoczu 0s6b z chorobg nowotworowg i u pala-
czy tytoniu [52].

Gromadzenie sie¢ zmienionych oksydacyjnie biatek jest
charakterystyczne nie tylko dla starzejacych sie komérek
[37-41], ale takze jest obserwowane wielu chorobach zwig-
zanych z wiekiem [2,14,38,42], W mtodych komadrkach utle-
nione biatka sg rozpoznawane i degradowane przez prote-
osomy [38,52-58], U ssakéw degradacja zachodzi gtéwnie
z udziatem proteosomu 20S [55], przy czym nie jest koniecz-
ne przytgczenie do biatek ubikwityny [53-56], Utlenione
biatka tylko w niewielkim stopniu ulegaja reakcji ubikwity-
lacji [9]. Stwierdzono takze, ze tylko niewielkie modyfikacje
oksydacyjne w biatkach zwiekszajg ich podatnos¢ na prote-
olize, natomiast wyrazne zmiany oksydacyjne prowadzgce
do tworzenia wigzan krzyzowych i agregatéw, powodujg
opornos¢ tych biatek na degradacje [32,58]. Powstajgce agre-
gaty biatek zmienionych oksydacyjnie sa mniej podatne na
dziatanie enzymoéw proteolitycznych, hamujg aktywno$é
proteosomu 20S i moga odktadac sie w organizmie [10-11].
Gromadzenie sie takich biatek w komérce moze doprowa-
dzi¢ do apoptozy lub nekrozy [5],

Reaktywne formy tlenu i azotu moga nie tylko uszkadza¢
sktadniki komérki. Wykazano réwniez ich role w prze-
noszeniu sygnatu w komorce, w réznicowaniu komorek
i apoptozie. Reaktywne formy tlenu i azotu moga aktywo-
wac czynniki transkrypcyjne (NF-kappa B) [59-61], majg
wptyw na reakcje zapalne, wzrost i réznicowanie komérek
oraz apoptoze [59,60]. Patologiczna aktywacja takich proce-
sow przez ROS moze zaburza¢ prawidtowe funkcjonowa-
nie komorki [61].

UWAGI KONCOWE

W ostatnich latach problem stresu oksydacyjnego i je-
go wplyw na biatka jest badany przez wiele zespotéw na-
ukowych na catym Swiecie. Wynika to przede wszystkim
ze znaczenia utleniania biatek w procesie starzenia i w wie-
lu stanach chorobowych zwigzanych z wiekiem. Poszukuje
sie takze czutych wskaznikéw tych proceséw. Takim czu-
tym znacznikiem modyfikacji oksydacyjnych w biatkach
wydajg sie by¢ grupy karbonylowe.

Zmiany oksydacyjne w biatkach sg nieodtgcznym efek-
tem tlenowego metabolizmu komdérkowego i mimo licz-
nych uktadéw ochronnych nie moga zosta¢ catkowicie
wyeliminowane. Gromadzenie sie utlenionych produktow
biatkowych uposledza funkcje organizmu i moze przys$pie-
szaC proces starzenia, w skrajnych sytuacjach prowadzac
nawet do Smierci komoérek [13].
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Interaction of reactive oxygen and nitrogen species with proteins
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ABSTRACT

Free radicals and reactive oxygen or nitrogen species generated during oxidative stress and as by-products of normal cellular metabolism may
damage all types of biological molecules. Proteins are major initial targets in cell. Reactions of a variety of free radicals and reactive oxygen
and nitrogen species with proteins can lead to oxidative modifications of proteins such as protein hydroperoxides formation, hydroxylation
of aromatic groups and aliphatic amino acid side chains, nitration of aromatic amino acid residues, oxidation of sulfhydryl groups, oxidation of
methionine residues, conversion of some amino acid residues into carbonyl groups, cleavage of the polypeptide chain and formation of cross-
linking bonds. Such modifications of proteins leading to loss of their function (enzymatic activity), accumulation and inhibition of their degra-
dation have been observed in several human diseases, aging, cell differentiation and apoptosis. Formation of specific protein oxidation products
may be used as biomarkers of oxidative stress.
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STRESZCZENIE

szystkie organizmy zywe odpowiadaja na dziatanie czynnikéw stresowych, takich jak
W podwyzszona temperatura czy obecno$¢ etanolu, wzmozong synteza specyficznej gru-
py biatek zwanych biatkami szoku termicznego (Hsps) badz biatkami stresowymi. W$r6d
Hsps mozna wyrézni¢ biatka opiekuncze i proteazy. Biatka opiekurcze posrednicza w pra-
widtowym zwijaniu polipeptydéw, chronig biatka komaérkowe przed inaktywacjg i uczest-
nicza w reaktywacji zagregowanych biatek. Z kolei proteazy eliminujg z komorki biatka
trwale uszkodzone pod wptywem stresu. W artykule jest opisany udziat biatek szoku ter-
micznego modelowej komérki bakterii E. coli w ochronie innych biatek przed agregacja i w
mechanizmie usuwania z komoérki agregatéw biatkowych powstajacych w warunkach stre-
sowych, po szoku termicznym. Mechanizm ten nie jest w petni poznany. Z dotychczasowych
badan prowadzonych w wielu laboratoriach na $wiecie wynika, ze obejmuje on renaturacje
i proteolize z udziatem biatek opiekunczych i proteaz. Ostatnio szczeg6lnie duzym zain-
teresowaniem cieszy sie mechanizm dezagregacji i reaktywacji biatek z udziatem systemu
DnaK/Dnal/GrpE oraz biatka ClpB, ATPazy z rodziny AAA.

WPROWADZENIE

Gwattowne podwyzszenie temperatury powoduje wewnatrzkomoérkowa de-
naturacje i agregacje biatek Escherichia co//'[I-3]. Podobny efekt wywotujg rowniez
inne czynniki stresogenne takie jak: etanol, metale ciezkie, analogi aminokwa-
sOw, czynniki uszkadzajace DNA czy zmiany pH $rodowiska. Wszystkie wymie-
nione czynniki tagczy wspoélna cecha - naruszajg one natywnga strukture biatek,
co sprzyja ich agregacji (Rys. 1). Biatka w stanie zagregowanym sg nieaktywne
funkcjonalnie i stanowig powazne zagrozenie dla komérki. W zwigzku z tym,
pojawienie sie w komorce agregatow biatkowych indukuje (poprzez uruchomie-
nie odpowiedzi stresowej) wzmozong synteze specyficznej grupy bialek zwa-
nych biatkami szoku termicznego (Hsps, ang. Heat-shock proteins) badz biatkami
stresowymi[4-6], Ich
zadaniem jest ochro-
na komérki przed
zgubnymi skutkami

czynniki stresowe
podwyzszona temperatura, zw

T zmian  czynnikéw

nadprodukcia bialek f zewnetrznych, jak
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Zmy reagujg na czyn-
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komérka bakteryjna
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biatka szoku ter-

* REFALDOWANIE micznego [7]v Geny
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w ewolucji strukturg
pierwszorzedowa

bialka opiekuricze (holder chaperones)
DnaK/DnaJ/GpE. GroES/GOEL, »Hsps

proteazy: Lon. ClpAP
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CIpAP -/s ClpS
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@ )

Rysunek 1. Mechanizm ochrony komérki E. coli przed nieodwracalng agre- . R
gacja biatek. Agregacje biatlek wywotuja r6zne czynnik stresogenne, nadpro- | WySOkIm stopnlem
dukcja biatek heterologicznych oraz niektére mutacje. Tworzeniu agregatow homologii sekwencji
biatkowych zapobiegajg biatka opiekuncze, gtéwnie DnaK/Dnal/GrpE i Gro-

ES/GroEL oraz proteazy, ktére usuwajg trwale uszkodzone biatka. Wysoki [4]‘ HSpS Syntety-
poziom rozwinietych biatek w komérce wyczerpuje pojemnoéé biatek opie- ZOWane Ssg rowmez
kunczych i proteaz, co prowadzi do tworzenia si¢ agregatéow. Zagregowane yw warunkach fizjo-
biatka sg ,,rozpuszczane" przez ClpB/DnaK/Dnal/GrpE i refatdowane przy
udziale DnaK/Dnal/GrpE oraz GroES/GroEL. Dziatanie ClpB/DnaK/Dnal/
GrpE moga usprawniaé¢ sHsps zasocjowane z agregatami. Proteazy szoku ter- ziomie kOﬂStytutyW-
micznego usuwajg z komarki biatka niefunkcjonalne, mozliwy tez jest w tym nym, a ich funkcja
procesie udziat biatek opiekuriczych. N- biatko natywne.

logicznych na po-
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wigze sie przede wszystkim z biogenezg biatek, kontrolg
prawidtowego fatdowania powstajacych polipeptydéw
[8-12] (Rys.2).

WsSrod Hsps wyréznié mozna biatka opiekuhcze (ang. mo-
lecular chaperones): GroEL, GroES, DnaK, DnaJ, GrpE, ClpB,
IbpA/B) (Tab.l) i proteazy szoku termicznego: CIpAP,
ClpXP, ClpYQ, Lon [13,14], Biatka opiekunicze w warunkach
stresogennych zapobiegajg przede wszystkim agregacji bia-
tek komérkowych, hamujac agregacje biatek czesciowo zde-
naturowanych (ang. holder chaperones) i przywracajgc im ich
wiasciwg konformacje oraz wiasciwosci biologiczne (ang.

Rybosom

TF

DnaK

GroEL
(inne biatka opiekuncze)

Rysunek 2. Model fatdowania nowo syntetyzowanych biatek E. coli. W fatdowa-
niu biatek E. coli najwazniejsza role odgrywaja: czynnik TF- peptydylo-prolylo
cis/trans izomeraza (ang. trigger factor), DnaK i GroEL. (I) Czynnik TF asocjuje
z duzg podjednostka rybosomu i (II) oddziatuje z wytaniajacym sie z tunelu ry-
bosomu tahncuchem polipeptydowym. Wigkszo$¢ krotkich polipeptydéw (67%,
Bukau i wsp. [12]) oddziatuje tylko z TF i po zakoniczonej syntezie osigga natyw-
na konformacje bez pomocy dodatkowych biatek opiekuriczych. (lll) Diuzsze
polipeptydy moga w pierwszej kolejnoéci oddziatywa¢ z TF a nastepnie z biat-
kiem DnaK (wigzanie ko-translacyjne), ktére wspoétpracuje z Dnal i GrpE. Dnal
réwniez moze przejSciowo oddziatywac z polipeptydami (1V). System DnaK albo
posredniczy w potranslacyjnym fatdowaniu/sktadaniu polipeptydéw (5-18%
biatek >30kDa) albo (V) stabilizuje intermediaty fatdowania, ktére nastepnie sa
przekazywane na kompleks GroEL/GroES (lub inne biatka opiekuncze). Gro-
EL/GroES moze przejmowac substraty bez posrednictwa systemu DnaK. 10-15%
wszystkich biatek cytoplazmatycznych E. coli oddziatuje podczas fatdowania de
Novo z GroEL/GroES i sg to w wigkszos$ci biatka ~20-60-kDa. N- biatko natywne.
Rysunek przedrukowano z: Teter SA, Floury WA, Ang D, Tradler T, Rockabrand
D, Fischer G, Blum P, Georgopoulos C, Hartl FU (1999) Polypeptide flux through
bacterial Hsp70: DnaK cooperates with trigger factor in chaperoning nascent
chains. Cell 97: 755-765, za zgoda autoréw i wydawnictwa Elsevier.
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folder chaperones) [3, 15-17], Z kolei gtéwne zadanie prote-
az szoku termicznego sprowadza si¢ do wyeliminowania
z komorki nieodwracalnie uszkodzonych biatek, ktérych
obecno$¢ mogtaby niekorzystnie wptywaé na funkcjono-
wanie innych biatek komoérkowych [18,19], Biatka opiekuni-
cze wraz z proteazami tworzg tzw. system kontroli jakosci
biatek, sprawujgcy opieke nad stanem fatdowania biatek
komaérkowych i ich prawidtowym funkcjonowaniem w ko-
morce (Rys.l).

Do agregacji biatek w komérkach E. coli moze takze do-
chodzi¢ podczas nadprodukcji biatek heterologicznych.
Czesto w takich przypadkach tworzg sie nierozpuszczalne
ciata inkluzyjne (ang. inclusion bodies), bedace szczeg6lnym
typem agregatow biatkowych [20]. Jednoczesna nadpro-
dukcja Hsps pozwala na utrzymanie takich biatek w formie
rozpuszczalnej, niezagregowanej [ 21,22],

WEASNOSCI BIALEK E. COLI ZAGREGOWANYCH
PO SZOKU TERMICZNYM - FRAKCJA S

Biatka E. coli, ktore ulegty agregacji w wyniku szoku
termicznego mozna wyizolowa¢ z komorki jako odrebng
frakcje S, stosujac metode opracowang przez Kucharczyka
iwsp. [1]. Metoda ta polega na ultrawirowaniu lizatow bak-
teryjnych w gradientach stezeh sacharozy. Dzieki tej meto-
dzie mozna $ledzi¢ agregacje biatek in vitro i dalszy ich los
po szoku termicznym. Nie mozna jednak odrézni¢ proce-
sow, w wyniku ktérych frakcja S jest usuwana z komorek.

Frakcja S w szczepie E. coli typu dzikiego (wt) pojawia sie
w 15 minut po przeniesieniu bakterii z 30°C do 45°C i zani-
ka po 10 minutach inkubacji w temperaturze 37°C. Szybkie
zanikanie frakcji S w komorkach wt jest wynikiem efektyw-
nie dziatajacego mechanizmu odpowiedzi stresowej. W ko-
morkach mutanta rpoH, niezdolnego do indukcji odpowie-
dzi stresowej, frakcja S jest znacznie wieksza niz w komor-
kach E. coli wt i bardziej stabilna (nie jest usuwana w czasie
trwania jednej generacji [1]). Mutacje punktowe w genach
biatek opiekunczych (dnaK, dna], groES, groEL) takze sta-
bilizujg frakcje S lub powodujg niekompletne jej usunigcie
[23]. Mutacje w genach proteaz szoku termicznego (cip,
htrA, lon) op6zniajg usuwanie frakcji S, niektére tez powo-
duja niekompletne jej usuniecie [19]. Wyniki doswiadczen
z mutantami w genach szoku termicznego $wiadczg o tym,
ze mechanizm usuwania z komorki zagregowanych biatek
frakcji S polega na renaturacji i/lub proteolizie z udziatem
biatek opiekunczych i proteaz szoku termicznego.

Biatka frakcji S charakteryzujg specyficzne witasnosci.
Stwierdzono, ze w skiad frakcji S wchodzg niektore z biatek
opiekunczych: DnaK, DnaJ, ClpB oraz w duzych ilosciach
mate biatka szoku termicznego (sHsps) IbpA/B [1,24]. Biat-
ka GroES, GroEL i GrpE pozostaja po szoku termicznym we
frakcji biatek rozpuszczalnych [1], Niewatpliwie to obecno$¢
Hsps i sHsps nadaje biatkom frakcji S specyficzne witasnosci.
Dzieki Hsps i sHsps zagregowane biatka frakcji S utrzymy-
wane sg w odpowiedniej konformacji, w stanie kompetencji
do refatdowania lub proteolizy. Cennych informacji o wta-
snosciach biatek frakcji S dostarczyty doswiadczenia, w kt6-
rych poréwnywano je z biatkami komérkowymi uwalnia-
nymi z komorki i denaturowanymi in vitro w analogicznych
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Tabela 1. Biatka opiekuncze E. coli indukowane w warunkach stresogennych

Efekt fenotypowy mutacji nuli

wolniejsze tempo wzrostu bakterii

w temperaturze 44°C, zredukowana
przezywalnos$¢ w 50°C, stabilizacja frak-
cji zagregowanych biatek (frakcji S) po
szoku termicznym (15 min, 45°C)

wolniejsze tempo wzrostu bak-
terii w temperaturze 44°C

mutant wrazliwy na temperature (39°C)

Funkcja

ATPaza bioragca udziat wraz z systemem
DnaK/Dnal/GrpE w dezagregacji i re-
aktywacji biatek oraz w termoopornosci

ATPaza; fatdowanie i stabi-
lizacja ré6znych biatek

ATPaza; faldowanie biatek (rozpoznaje

Rodzina Struktura Biatko E. coli
Hsps

Hsp heksamer/ ClpB 15561
100/Cip heptamer
Hsp90 dimer HtpG B&l
Hsp70/ monomer DnaK102, partne-
Hsp40 rzy: Dnal i GrpE
Hsp6O/ 14-mer GroEL 186,
HsplO partner GroES
sHsps 8-24-mery IbpA, 1bpB 18306

warunkach (45°C, 15 minut) oraz z kazeing, nienaturalnym
substratem proteazy HtrA. Z doswiadczen tych wynikato,
ze HtrA (niezalezna od ATP proteaza serynowa szoku ter-
micznego) rozpoznaje biatka frakcji S i degraduje je podob-
nie jak kazeing, natomiast biatka komdrkowe denaturowane
in vitro nie byty substratami tej proteazy [19]. Poza tym, pro-
teoliza zagregowanych biatek frakcji S byta stymulowana
przez jony magnezu i hamowana w obecnosci Dnal. Takie-
go efektu nie stwierdzono w przypadku trawienia kazeiny.
Hamujacy wptyw Dnal na trawienie frakcji S proteazg HtrA
moze Swiadczy¢ o udziale Dnal w ochronie endogennych
biatek E. coli zagregowanych po szoku przed proteolizg ka-
talizowang przez HtrA lub inne proteazy. Ponadto biatka
frakcji S w poréwnaniu z komérkowymi biatkami dena-
turowanymi in vitro wykazywaty inny wzér sedymentacji
w gradientach stezen sacharozy [25].

Rézne wtiasnosci biatek frakcji S i biatek denaturowa-
nych in vitro jak najbardziej moga $wiadczy¢ o réznicach
w ich konformacji, zaleznosci konformacji od poziomu
Hsps w czasie denaturacji. Denaturacja w uktadach poza-
komérkowych, w ekstraktach bakteryjnych zachodzi przy
statym poziomie Hsps, natomiast w komorkach, w warun-
kach stresu ilo$¢ Hsps gwattownie wzrasta dzieki indukgcji
ekspresji genéw szoku termicznego. Z przeprowadzonych
doswiadczen wynika, ze utrzymywanie zdenaturowanych
biatek komdérkowych w konformacjach umozliwiajgcych
ich refaldowanie lub degradacje stanowi niezbedny waru-
nek, od ktérego zalezy skuteczna walka Hsps z agregacja
biatek komérkowych indukowang termicznie.

HAMOWANIE AGREGACIJI BIALEK
DENATUROWANYCH TERMICZNIE

Zidentyfikowno szereg sposobow w jaki biatka Hsps
walczg z nieodwracalng agregacjg biatek komérkowych E.
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mutacja letalna (obydwa biatka GroE
sg niezbedne do wzrostu E. coli)

obnizona przezywalno$¢ w warun-
kach przedtuzonego szoku termicznego
(50°C, 4 godziny), podwyzszony po-
ziom zagregowanych biatek (frakcji S)

rozciggniete peptydy, wigze je i uwal-
nia w zaleznym od ATP cyklu reakcji);
zapobieganie agregacji biatek; wraz

z ClIpB bierze udziat w dezagregacji

i reaktywaciji biatek; regulacja odpowie-
dzi na stres (negatywny regulator)

ATPaza; faldowanie biatek (rozpo-
znaje stany przejSciowe fatdowania,
stabilizuje polipeptydy w konforma-
cji przypominajacej ,,molten globule”),
zapobieganie agregacji biatek
zapobieganie agregacji biatek

i ochrona biatek przed nieodwra-
calng agregacja; biatka odgrywajace
role w zjawisku termoopornosci

coli indukowang czynnikami stresowymi. Jedng z nich jest
zapobieganie agregacji biatek, utrzymywanie ich w formie
rozpuszczalnej, w stanie kompetencji do renaturacji/re-
fatdowania lub proteolizy. Warunkiem utrzymania biatek
zdenaturowanych w formie niezagregowanej w czasie szo-
ku termicznego jest zablokowanie w nich miejsc hydrofobo-
wych, ktére zostajg wyeksponowane w wyniku denaturacji
i sprzyjaja tworzeniu agregatéw. Do biatek opiekunczych,
ktére w ten wiasnie sposéb hamujg agregacje nienatyw-
nych biatek, wiazac sie do ich hydrofobowych powierzch-
ni, nalezg: HtpG, DnaK, Dnal, GroEL i IbpB [26,22]. GroEL
(w obecnosci GroES i ATP) oraz DnaK (w obecnosci DnaJ,
GrpE i ATP) nie tylko oddziatujg z rozwinietymi biatkami,
ale réwniez posredniczg w ich prawidtowym refatdowa-
niu.

Z przeprowadzonych badan [27] wynika, ze najskutecz-
niejszym systemem w ochronie biatek komérkowych E. coli
przed agregacjg indukowang termicznie jest system biatek
opiekunczych DnaK/Dnal/GrpE. System ten efektywnie
zapobiegat agregacji termolabilnych biatek w ekstraktach
E. coli. Z zastosowaniem mutantow w genach biatek opie-
kunczych Adnak.52, AclpB, AhtpG, AibpAB groEL44, groEL140
stwierdzono, ze szok termiczny (60 minut w 42°C i 60 mi-
nut w 45°C) powodowal znaczgcg agregacje biatek (15-
-25% biatek) jedynie w komorkach mutanta Adnak52. Brak
takiej agregacji w komoérkach pozostatych mutantéw su-
geruje, ze inne biatka opiekuncze odgrywajg mniej istotng
role w ochronie termolabilnych biatek komoérkowych E.
coli przed agregacjg. Ponadto wykazano, ze nadprodukcja
GroES/GroEL, ClIpB czy IbpA/B powodowata tylko cze-
sciowe zahamowanie agregacji biatek w mutancie AdnaK52,
co wskazywaé¢ moze na kluczowa funkcje systemu DnaK/
Dnal/GrpE w ochronie biatek przed agregacja, ktorej inne
biatka opiekunhcze nie sg w stanie zastgpi¢. Z analizy bia-
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tek agregujacych w komoérkach mutanta Adnak52 metoda
spektroskopii masowej wynikato, ze wiekszo$¢ z nich, az
80%, to biatka duze (>90kDa) i tylko 18% stanowig biatka
mate o masach <30 kDa. Wczes$niej wykazano, ze mate biat-
ka o masie 20-60 kDa sg substratami systemu GroES/Gro-
EL [28,29]. Z przytoczonych doswiadczen [27] wynika, ze
w warunkach stresogennych agreguja gtéwnie duze biatka,
a wiec takie, ktérych fatldowanie wymaga udziatu systemu
DnaK/Dnal/GrpE.

Wktad gtéwnych systemoéw biatek opiekunczych DnaK/
Dnal/GrpE i GroES/GroEL w zapobieganie agregacji biatek
komoérkowych byt badany takze przez nas [23]. Z naszych
doswiadczen wynika, ze nie tylko system DnaK/Dnal/
GrpE skutecznie zapobiega wewngtrzkomoérkowej agrega-
cji biatek, ale rowniez system GroES/GroEL ma w tym pro-
cesie znaczny udziat. StwierdziliSmy, ze mutacje punktowe
groES619, groEE44 podobnie jak mutacje dnak757, dnal259
stabilizujg frakcje zagregowanych biatek, za$ nadprodukcja
GroES/GroEL zapobiega tworzeniu sie agregatow biatko-
wych w komdrkach E. coli w trakcie szoku termicznego,
podobnie jak nadprodukcja DnaK/Dnal. Nadprodukcja
DnaK/ Dnal i GroES/GroEL zapobiegata rowniez agregacji
biatek komérkowych w komorkach mutanta rpoH, defek-
tywnego pod wzgledem syntezy gtéwnych biatek opiekun-
czych [30]. Zatem wyniki naszych doswiadczen zgodne sg
z wynikami Gragerov'a i wsp. [30],

Wyniki doswiadczenh in vitro z uzyciem ré6znych mode-
lowych substratéw (polimerazy RNA, aldolazy FBP) réw-
niez potwierdzajg udziat gtéwnych systemdéw opiekun-
czych w ochronie biatek przed ich nieodwracalng agrega-
cjg. Biatka DnaK/Dnal/GrpE i GroES/GroEL zapobiegaty
inaktywacji i agregacji polimerazy RNA [17]. Aldolaze FBP
skutecznie chronity przed inaktywacja i agregacjg biatka
DnaK/DnaJ [31],

Funkcja matych biatek szoku termicznego IbpA/B w
zapobieganiu nieodwracalnej agregacji biatek komérko-
wych znana jest przede wszystkim z dosSwiadczen in vitro.
Wynika z nich, ze oligomery IbpB efektywnie wiazg sie do
nienatywnych biatek (niezaleznie od ATP) i, tworzac z ni-
mi stabilne kompleksy, zapobiegajg ich agregacji [32-34],
Refatdowanie kompleksu substrat-sHsps jest juz zalezne
od systemu DnaK/Dnal/GrpE, bowiem sHsps nie wyka-
zujg aktywnosci refatdujgcych [35-37]. Biatka GroES/Gro-
EL bezposrednio nie oddziatujg z substratami biatkowymi
IbpB, ale moga one usprawnia¢ ich refatdowanie, wptywa-
jac na dziatanie systemu DnaK/Dnal/GrpE [36]. Wyniki
tych doswiadczen sugerujg, ze sHsps w czasie stresu sta-
bilizujg intermediaty faldowania szczegdlnie wrazliwe na
agregacje, stanowiac integralng czes$¢ systemu multichape-
ronowego, ktory skupia rézne klasy Hsps, wspoétpracujace
ze sobg w procesie refatldowania biatek zdenaturowanych
w warunkach stresowych. Wyniki najnowszych doswiad-
czen in vitro [38,39] wskazujg na to, ze zdenaturowane
biatka z komplekséw z sHsps nie sg uwalniane spontanicz-
nie, lecz prawdopodobnie w wyniku aktywnej zaleznej od
ATP ekstrakcji z udziatem systemu DnaK/DnalJ/GrpE lub
ClpB/DnaK/Dnal/GrpE. Zdaniem autoréw wielkos$¢ agre-
gatow zwigzanych z sHsps ma decydowaé¢ o tym, czy ich
fatdowanie bedzie zalezne od systemu DnaK/Dnal/GrpE,
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czy tez bedzie wymagato zaangazowania jeszcze dodat-
kowego biatka opiekunczego, ClpB. In vivo, funkcja sHsps
ujawnia sie dopiero w warunkach przediuzonego szoku
termicznego (50°C, 4 godziny). Tylko w takich warunkach
delecja operonu ibpAB w komérkach E. coli powodowata
dwukrotny wzrost agregacji biatek, inaktywacje modelowe-
go enzymu, aldolazy FBP, obnizenie efektywnosci usuwa-
nia agregatow biatkowych oraz miata niekorzystny wptyw
na przezywalnos¢ bakterii [40]. Stad wniosek, ze IbpA/B sg
niezbedne do przezycia komoérce bakteryjnej w ekstremal-
nych warunkach stresowych. IbpA/B wchodzg réwniez
w skiad ciat inkluzyjnych, ktére tworzg sie w komoérkach E.
coli nadprodukujgcych biatka heterologiczne [41],

Najmniej poznana jest rola HtpG (Hsp90) w ochronie bia-
tek komérkowych E. coli. In vitro, HtpG zapobiegato agre-
gacji syntazy cytrynianowej [42]. POzniej stwierdzono, ze
delecja genu htpG powoduje spadek aktywnosci modelowe-
go enzymu, preS2-[3-galaktozydazy i wzrost jego agregacji.
Stad whniosek, ze obecnos$¢ HtpG niezbedna jest do optymal-
nego faldowania niektérych biatek cytoplazmatycznych E.
coli w warunkach stresowych [43].

DEGRADACIJA TRWALE USZKODZONYCH BIALEK

Proteoliza to kolejny z mechanizméw ochrony komor-
ki przed agregacjg biatek. Rola proteaz szoku termicznego
W usuwaniu agregatow biatkowych z komdrek E. coli zosta-
ta szczeg6towo opisana w pracy przegladowej Laskowskiej
i wsp. [18].

W usuwaniu trwale uszkodzonych biatek po szoku ter-
micznym udziat biorg przede wszystkim cytoplazmatyczne
proteazy zalezne od ATP: Lon, CIpAP, ClpXP, ClpQY. Ko-
moérki E. coli pozbawione tych proteaz nie rosng w tempe-
raturze 45°C [44], Badania z wykorzystaniem szczepow E£.
coli z regulowanym poziomem ekspresji operonu dnaK dna]
i przenoszacych jednoczesnie mutacje w genach proteaz
wykazaty, ze CIpXP i Lon stajg sie niezbedne do wzrostu
i przezycia bakterii w nizszej temperaturze (42°C), gdy ilos¢
biatek DnaK, Dnal zostaje w komorce zredukowana. Wynik
ten wskazuje na synergiczne dziatanie proteaz i systemu
DnaK/Dnal/GrpE w zapobieganiu agregacji biatek [45].
Mechanizm promowania wewnatrzkomoérkowej proteolizy
z udziatem biatek opiekunczych jest nieznany. Przypusz-
cza sie, ze udziat biatek opiekuniczych w proteolizie polega
na stabilizacji populacji rozpuszczalnych, nieprawidtowo
sfaldowanych polipeptydéw, poprzez wigzanie sie do ich
nienatywnych struktur. O dalszym losie nieprawidtowego
biatka ma decydowac¢ kilka czynnikéw, miedzy innymi po-
winowactwo nienatywnych biatek do proteaz i biatek opie-
kunczych oraz stosunek tempa degradacji, agregacji i refat-
dowania [46].

RENATURACJA ZDENATUROWANYCH BIALEK
- PROCESY DEZAGREGACIJII REAKTYWACII

Reaktywacja zagregowanych biatek wigze si¢ z ich solu-
bilizacjag (dezagregacja). Gtéwne systemy biatek opiekun-
czych E. coli DnaK/DnalJ/GrpE i GroEL/GroES zdolne sg
raczej do dezagregacji matych agregatéw termicznie zdena-
turowanych biatek [3,16,17,27,31,47], Systemy te w procesie
faldowania biatek moga dziata¢ samodzielnie lub wspo6t-
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Rysunek 3. Model dziatania systemu DnaK/Dnal/GrpE w procesie fatdowania
polipeptydéw [10]. (I) W pierwszej kolejnosci do rozwinietego polipeptydu przy-
tacza sie Dnal, ktére nastepnie przekazuje substrat biatku DnaK zwigzanemu
z ATP. (II) Dnal i polipeptyd stymuluja aktywno$¢ ATPazowa DnaK. Powsta-
je stabilny kompleks polipeptyd-DnaK-DnaJ. (lll) Przytaczenie GrpE do DnaK
prowadzi do uwolnienia ADP i destabilizacji tego kompleksu. Mozliwe, ze na
tym etapie dochodzi do odtaczenia sig¢ biatka Dnal. (IV) Przytaczenie kolejnej
czasteczki ATP (nie hydroliza) do DnaK uwalnia polipeptyd. Jezeli polipeptyd
nie zostanie prawidtowo sfatldowany w pojedynczym cyklu dziatania systemu
DnaK/Dnal/GrpE, moze on byé¢ ponownie wigzany przez Dnal lub przekazany
innemu systemowi biatek opiekuriczych (GroES/GroEL). N- biatko natywne, R-
biatko rozwiniete.

pracowac ze soba [15] (Rys. 3, 4). Przekazanie substratow
(intermediatéw fatdowania) z systemu DnaK na system
GroES/GroEL moze odbywac sie za posrednictwem GrpE
[18].

Zdolnos¢ przerabiania duzych agregatoéw, pozyskiwania
z nich aktywnych biologicznie biatek przypisuje sie przede
wszystkim biatku ClpB (homolog drozdzowego Hspl04)
i jego wspoitpracy z systemem DnaK/Dnal/GrpE [27,48-
-50], Stwierdzono, ze przynajmniej 75% termicznie zagre-
gowanych biatek w ekstraktach E. coli jest reaktywowana
w wyniku wspdtpracy ClpB z systemem DnaK/Dnal/GrpE
[27], Z tego whniosek, ze dezagregacyjng aktywnos$é systemu
ClpB/DnaK/Dnal/GrpE charakteryzuje szeroka specyficz-
nos$¢ substratowa. Biatko ClpB w kombinacji z systemem
DnaK skutecznie reaktywowato takze modelowe substraty
denaturowane termicznie, np.: dehydrogenaze maleinowa,
dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu oraz lucyferaze dena-
turowang chemicznie [27,48,51].

Po raz pierwszy ATP-zalezna dezagregacja zdenaturo-
wanych biatek (termicznie denaturowanej lucyferazy) zo-
stata odkryta w cytozolu drozdzy i przypisana Hspl04 [52].
W Kkilka lat pézniej stwierdzono, ze Hspl04 wspéipracuje
z Hsp70/Hsp40 w procesie reaktywacji zagregowanych
biatek i wspo6itpraca ta jest specyficzna, nie zachodzi miedzy
Hspl04 z drozdzy a DnaK z E. coli [53].

Wyniki doswiadczen in vivo, w ktérych badano wptyw
koprodukcji ClpB i DnaK/DnalJ/GrpE na powstawanie i za-
nikanie frakcji zagregowanych biatek w komdérkach mutan-
ta AclpB sugeruja, ze zachowany powinien by¢ odpowiedni
stosunek ilosciowy miedzy biatkami systemu ClpB/DnaK/
Dnal/GrpE, aby wspotpracowaty ze sobg w procesie dez-
agregacji i reaktywacji przejsciowo nieaktywnych biatek ko-
morkowych [54], Przy niedostatecznej ilosci biatek systemu
DnaK/Dnal/GrpE nadmiar CIpB moze sprzyja¢ agregacji
biatek E. coli, stabilizowaé¢ w pewnych warunkach agrega-
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ty biatkowe i wywotywaé efekt zwany agregacjg pozornie
podtrzymywang [54].

Spos6b oddziatywania ClpB ze zagregowanymi substra-
tami, podobnie jak mechanizm wspotpracy ClpB z syste-
mem DnaK, pozostaje niewyjasniony. Istniejg co najmniej
cztery modele, niektoére przeciwstawne, opisujace ten me-
chanizm. Pierwszy i najstarszy model zaktada, ze ClpB od-
dziatuje z agregatami biatkowymi w pierwszej kolejnosci
i wymusza w ich strukturze pewne zmiany, dzieki ktérym
moga by¢ rozpoznawane i przejmowane przez DnaK/
Dnal/GrpE do dalszej ,,obrobki". Model ten opiera si¢ na
wynikach badan, ktore wskazuja, ze wydajno$¢ dezagre-
gacji biatek z udziatem systemu DnaK obniza sie wraz ze
wzrostem wielkosci agregatow [47,48]. Kolejny model po-
wstat w oparciu o strukture krystaliczng biatka CIpB pocho-
dzgcego z Thermus thermophilus [55]. Wedtug tego modelu
ClpB/Hspl04 dziata jak molekularny tamacz, ktéry kruszy
duze agregaty biatkowe na mniejsze fragmenty i udostep-
nia je systemowi DnaK/Dnal/GrpE. Przypuszcza sie, ze
aktywnos$¢ ,tamacza" nadaje biatku ClpB jego $rodkowa
domena (MD), znajdujgca sie na zewnatrz biatka i beda-
ca ruchliwym elementem o charakterystycznej strukturze
(ang. coiled coil). Stwierdzono bowiem, ze od potozenia iru-
chu MD zalezy aktywnos$¢ chaperonowa ClpB i w zwiazku
z tym proces dezagregacji biatek [55]. Usuniecie nawet nie-
wielkiego fragmentu MD jest fatalne w skutkach dla ClpB,
biatko nie osigga petnej oligomeryzacji i traci swoje funkcje
opiekuncze [56]. Model alternatywny zaktada, ze fragmen-
tacja duzych agregatéw biatkowych nastepuje w wyniku
deoligomeryzacji ClpB/Hspl04 [49]. Wedtug tego modelu
heksamery ClpB/Hspl04 w obecnosci ATP wigzg sie do
agregatow biatkowych, hydroliza ATP powoduje dysocja-
cje ClpB, ktérej towarzyszy rozbicie agregatéw biatkowych
na mniejsze fragmenty. Na doswiadczeniach z wariantem
ClpB zasocjowanym z proteazg CIpP jest oparty kolejny ijak
na razie ostatni model dezagregacji biatek z udziatem syste-
mu ClpB/DnaK/Dnal/GrpE [57], Wedtug tego modelu do
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Rysunek 4. Modei dziatania biatek opiekunczycn C>rotS/Cirotl w procesie tat-
dowania polipeptydéw [10]. (I) Asymetryczny kompleks GroES-GroEL-ADP
wigze substrat biatkowy w wolnym pier$cieniu GroEL. (lI, Ill) Wigzanie i hy-
droliza ATP w tym pierscieniu powoduje uwolnienie ADP i GroES z drugiego
pierscienia. (IV-V) GroES i ATP ponownie wigza si¢ z domeng GroEL zawieraja-
cg substrat, co prowadzi do jego zamkniecia. Hydroliza ATP w pierscieniu Gro-
EL zwigzanym z GroES ,utrwala" oddziatywania migdzy GroEL i GroES. (VI)
Przytaczenie i hydroliza ATP w sasiednim pierScieniu prowadzg do otwarcia
kompleksu GroEL-GroES i uwolnienia sfatldowanego polipeptydu. Polipeptydy,
ktore nie uzyskaty natywnej konformacji ulegaja kolejnym cyklom przytaczania
i uwalniana az do uzyskania prawidtowej konformacji. N- biatko natywne, R-
biatko rozwiniete.
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dezagregacji biatek mogtoby dochodzi¢ w wyniku trans-
lokacji pojedynczych polipeptydéw, wyekstrahowanych
z agregatéw, przez kanat ClpB (mechanizm translokacyjny)
[55,57] (Rys. 5). W takim przypadku aktywnos$¢ transloka-
cyjna biatka ClpB przypominataby aktywnos¢ ATPaz Cip
zasocjowanych z podjednostkg proteolityczng. Rola syste-
mu DnaK/Dnal/GrpE wspétpracujacego z CIpB w proce-
sie dezagregacji biatek jest r6zna w zaleznosci od modelu.
Mniejsze agregaty biatkowe wyprodukowane przez ClpB
w wyniku kruszenia czy deoligomeryzacji moga by¢ przej-
mowane do dalszego refatdowania przez biatko Dnak,
ktore wykazuje aktywnos$¢ dezagregazy w stosunku do ma-
tych agregatow biatkowych. Substratami DnaK mogg by¢
takze agregaty biatkowe, w ktoérych ClpB wprowadza zmia-
ny konformacje bez rozbijania ich na mniejsze fragmenty.
W przypadku mechanizmu translokacyjnego, DnaK bytoby
niezbedne do efektywnego przeciggania substratow przez
kanat ClpB, tj. do zapoczatkowania procesu rozwijania
polipeptydow, wyekstrahowania ich z duzych agregatow.
Zatem, w zaleznosci od modelu, ClpB i system DnaK moga
dziata¢ jednoczes$nie lub w okreslonej kolejnosci. Wedtug
ostatniego modelu [57] wyekstrahowane polipeptydy po
przejéciu przez kanat ClpB stajg sie substratami systeméw
DnaK/Dnal/GrpE oraz GroES/GroEL, ktére posredniczg
w ich poprawnym zwijaniu (Rys. 5).

Rysunek 5. Model dezagregacji biatek z udziatem ClpB i systemu DnaK/Dnal/
GrpE- mechanizm translokacyjny. Dezagregacja biatek polegajaca na ekstrakcji
z agregatéw pojedynczych, rozwinietych polipeptydéw zachodzi dzigki aktyw-
nodci translokacyjnej ClpB. System DnaK/Dnal/GrpE inicjuje ten proces i w ten
spos6b wspiera dziatanie ClpB. Polipeptydy po przejSciu przez kanat ClpB sa
uwalniane i zwijane w natywng konformacje przy pomocy systeméw DnaK/
Dnal/GrpE i GroES/GroEL.

Rysunek przedrukowano z: Weibezahn J, Tessarz P, Schlieker C, Zahn R, Magli-
ca Z, Lee S, Zentgraf H, Weber-Ban EU, Dougan DA, Tsai FT, Mogk A, Bukau
B (2004) Thermotolerance requires refolding of aggregated proteins by substrate
translocation through the central pore of ClpB. Cell 119: 653-665, za zgoda au-
toréw i wydawnictwa Elsevier.

Mechanizm resolubilizacji agregatow biatkowych przy
udziale ClpB/DnaK/Dnal/GrpE moze obejmowaé two-
rzenie duzego kompleksu chaperonowego. Niedawno
stwierdzono, ze taki kompleks tworzg biatka ClpB i DnaK
pochodzace z Thermus thermophilus [49], Oddziatywania
te sa stabe, zachodza przy niskim powinowactwie biatek
(KPF17gM), sa jednak specyficzne, bowiem wystepuja tylko
pomiedzy homologicznymi parami chaperonéw, ClpBri] nie
tworzyto kompleksu z DnaK( j.

Z ostatnich doniesien literaturowych wynika, ze dez-
agregacje biatek in vivo z udziatlem ClpB/DnaK/Dnal/
GrpE moze utatwia¢ obecno$¢ sHsps w agregatach. Dzie-
ki IbpA/B nierozpuszczalne agregaty biatkowe sg szybciej
przerabiane przez ClpB/DnaK/Dnal/GrpE. IbpA/B wraz
z ClpB i systemem DnaK/Dnal/GrpE tworza tzw. triade
funkcjonalng [38,39].
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PODSUMOWANIE

Z przedstawionych danych literaturowych wynika,
ze refatdowanie biatek komérkowych E. coli znajduje sie
pod kontrolg systemu multichaperonowego, ktéry skupia
Hsps nalezace do r6znych rodzin biatek wspétpracujacych
ze sobg. O ile funkcja poszczegdlnych Hsps w procesach
ochrony biatek komérkowych przed agregacja i reaktywa-
cji zagregowanych biatek zostata okreslona, to mechanizm
wspoétpracy miedzy poszczegdlnymi Hsps pozostaje nie-
wyjasniony. Dalsze badania biochemiczne i strukturalne sg
potrzebne, aby w peini zrozumie¢ mechanizm dezagrega-
cji biatek z udziatem niedawno odkrytego systemu biatek
opiekunczych ClpB/DnaK/Dnal/GrpE. Na razie istniejg
tylko modele opisujace ten proces, niektére z nich sg mo-
delami przeciwstawnymi. Kolejno$¢ dziatania ClpB i syste-
mu DnaK/Dnal/GrpE w dezagregacji duzych agregatow
biatkowych wymaga szczegélnej weryfikacji. Do niedawna
uwazano, ze ClpB poprzedza dziatanie DnaK/Dnal/GrpE
[47,48]. Ostatnie dosSwiadczenia Zietkiewicza i wsp. [50]
oraz Weibezahn i wsp. [57] sugerujg, ze system DnaK/
Dnal/GrpE w reakcji ATP-zaleznej jako pierwszy rozpo-
zZnaje zagregowane substraty. Nie wiadomo jednak, czy
DnaK i Dnal samodzielnie wprowadzajg zmiany w agrega-
tach biatkowych, czy tez w obecnosci ClpB.

Odkrycie nowej funkcji opiekunczej, jaka jest aktywno$c
dezagregacyjna ClpB/Hspl04, otwiera nowe mozliwosci
terapeutyczne, strategie w leczeniu choréb neurodegenera-
cyjnych. Stwierdzono bowiem, ze w sktad nierozpuszczal-
nych agregatow (ang. neuronal inclusions), ktére pojawiajg
sie w neuronach i towarzysza chorobom neurodegenera-
cyjnym, wchodzg oprécz Hsp70 i Hsp40 takze takie biatka
jak: VCP/p97, torsyna A czy kompleks proteasomalny 19S.
Wymienione biatka sg zaliczane do ATPaz z rodziny AAA
(ang. ATPase associated with a variety of cellular activities),
podobnie jak ClpB/Hspl04 [58]. Dalsze badania in vitro i in
vivo sg niezbedne, aby przekonac¢ sie, czy ATPazy AAA ssa-
kow petnig podobng funkcje jak ClpB/Hspl04.
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A role of Escherichia coli molecular chaperones in protection of bacterial

cell against irreversible aggregation induced by heat shock
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ABSTRACT

All living organisms respond to environmental stresses, such as heat or ethanol by increasing the synthesis of a specific group of proteins termed
heat shock proteins (Hsps) or stress proteins. Major Hsps are molecular chaperones and proteases. Molecular chaperones facilitate the proper
folding of polypeptides, protect other proteins from inactivation, and reactivate aggregated proteins. Heat shock proteases eliminate proteins
irreversibly damaged by stress. This review describes the role of heat shock proteins of the model bacterial cell, E. coli in the protection of other
proteins against aggregation and in the mechanism of removal of protein aggregates from the cell. This mechanism remains unclear and it is
believed to involve substrate renaturation and proteolysis by molecular chaperones and heat shock proteases. Recently, many studies have been
focused on the disaggregation and reactivation of proteins by a bi-chaperone system consisting of DnaK/DnalJ/GrpE and ClpB, an ATPase from
the AAA superfamily of proteins.
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Stowa kluczowe: esteraza acetylocholinowa,
apoptoza, choroba Alzheimera, Myasthenia
gravis, Ap-amyloid, biataczka

Wykaz stosowanych skrétow: AChE - (ang.
acetylcholinesterase) esteraza acetylocholinowa;
APP (ang. p amyloid precursor protein) biatko-
wy prekursor Ap-amyloidu; BFU-E - komor-
ka bedaca prekursorem erytrocytéw; CFU-E
komérka bedaca w dalszym etapie rozwoju
BFU-E z ekspresja receptora erytropoetyny;
CFU-S - komorka macierzysta szpiku; EN101
- oligonukleotyd wywotujacy selektywny roz-
ktad mRNA formy R acetylocholinoesterazy;
L-VGCC - typ kanatu wapniowego zaleznego
od potencjatu btonowego; nAChR - receptor
acetylocholiny; NMDA - (ang. N-methyl-D-
-aspartate receptors) receptor glutaminianu
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STRESZCZENIE

cetylocholinoesteraza jest enzymem petnigcym kluczowa role w przewodzeniu impul-
Aséw nerwowych. Z jej funkcjonowaniem wiaza sie takze procesy destrukcyjne, dopro-
wadzajace nawet do Smierci komdrek. Stwierdzono, ze peptyd pochodzacy z acetylocholino-
esterazy moze wywotywaé $mieré¢ neuronéw a sama acetycholinoesteraza moze przyczyniaé
sie do zmian neurologicznych w chorobie Alzheimera. Stwierdzono, ze kompleks acetylo-
cholinoesterazy z Ap-amyloidem jest znacznie bardziej toksyczny niz sam amyloid i powo-
duje wieksze zmiany neurologiczne. Ponadto udowodniono, ze oczyszczona acetylocholi-
noesteraza podwyzsza ekspresje prekursora biatkowego (P-APP) w komoérkach glejowych
i zwieksza tworzenie agregatow amyloidu poprzez przyspieszenie przechodzenia peptydu
Ap we wiokna Ap. Acetylocholinoesteraza odgrywa takze istotng role w powstawaniu i prze-
biegu choréb hematologicznych. Zwiazki fosforoorganiczne hamuja ekspresje prekursora
acetylocholinoesterazy, co wiaze sie ze spadkiem stezenia hemoglobiny, liczby erytrocytow
i hematokrytu, prowadzi do anemii wraz ze zmiang prekursora hematopoetycznego. Artykut
jest préba wyjasnienia roli acetylocholinoesterazy w apoptozie komdérek nerwowych, w cho-
robie Alzheimera i Miastenia gravis oraz w biataczce.

WPROWADZENIE

Acetylocholinoesteraza (E.C 3.1.1.7; AChE), (esteraza acetylocholinowa lub
hydrolaza acetylocholiny) jest gtéwnym biatkiem synaps cholinergicznych
mozgu oraz potgczen nerwowo-migsniowych. Wystepuje w wiekszosci tkanek
zwierzecych: w btonie erytrocytéw, mézgu i rdzeniu kregowym, ptytkach mo-
torycznych miesni szkieletowych, miesni gtadkich drzewa oskrzelowego i pe-
cherza [1]. Gtéwng funkcja enzymu jest regulowanie przewodzenia impulséw
nerwowych poprzez szybkag hydrolize neurotransmitera - acetylocholiny. Zaha-
mowanie aktywnos$ci acetylocholinoesterazy prowadzi do nagromadzenia du-
zych ilosci acetylocholiny i nadpobudzenia uktadu cholinergicznego. Znaczne
podwyzszenie stezenia acetylocholiny pobudza proliferacje komérek miofibro-
blastycznych i ekspresje genéw kolagenu, podwyzsza aktywnos$¢ polimerazy
DNA i RNA a przez to wptywa na synteze kwaséw nukleinowych, wzmaga
fosforylacje bialek zalezng od cyklicznych nukleotydéw (cykliczng, nukleoty-
do-zalezng fosforylacje biatek), jak réwniez aktywuje hematopoeze mieloidowa
okreslonego onkogenu [2, 3].

PEPTYD POCHODZACY Z AChE INDUKUJE APOPTOZE
KOMOREK NERWOWYCH

Apoptoza jest wieloetapowym procesem obejmujgcym szereg zmian morfolo-
gicznych ibiochemicznych w komérce, ostatecznie prowadzacym do jej $mierci.
Cechami charakterystycznymi dla apoptozy sa: obkurczanie cytoplazmy, kon-
densacja i degradacja chromatyny, ekspozycja fosfatydyloseryny na powierzch-
ni btony komérkowej a w koricowym efekcie podziat na mate, otoczone btong
ciatka apoptotyczne [4]. Podczas rozwoju i dojrzewania uktadu nerwowego
ssakOw apoptozie ulega ok. 50% neuronéw wyjsciowej populacji. Uruchomie-
nie procesu apoptozy moze byé zwigzane nie tylko z prawidtowym przebie-
giem proceséw dojrzewania i r6znicowania. Moze by¢ tez spowodowane przez
czynniki uszkadzajgce komorke oraz braki mozliwosci naprawienia powstatych
uszkodzen.

W ostatnim czasie bada sie udziat acetylocholinoesterazy w procesie apopto-
zy komérek nerwowych. W mozgu szczura zidentyfikowano peptyd powstaja-
cy w czasie syntezy acetylocholinoesterazy [5,6], wywotujagcy apoptoze neuro-
néw hipokampa. Day i Greenfield [6] badali, stosujac specyficzne inhibitory,
seri¢ zmian biochemicznych, wywotywanych przez peptyd-AChE o stezeniu
1 nmol/1. Autorzy ci obserwowali: aktywacje receptora glutaminergicznego
NMDA (N-Methyl-D-Aspartate Receptor), otwarcie kanatdw wapniowych ty-
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pu-L bramkowanych potencjatem btonowym, aktywacje
kinazy Il zaleznej od wapnia i kalmoduliny, powstawanie
wolnych rodnikéw i aktywacje kaspaz. Ponadto Day i Gre-
enfield [6] stwierdzili, ze peptyd-AChE o stezeniu 1 nmol/
1nie powodowat uwalniania dehydrogenazy mleczanowej
(marker cytosolowy, ktérego uwalnianie Swiadczy o uszko-
dzeniu btony plazmatycznej), ale efekt ten wystepowat
dopiero przy stezeniu peptydu-AChE 1 mmol/1. Na pod-
stawie obserwowanych zmian w badanych parametrach
biochemicznych, zaproponowano mechanizm wywotywa-
nia apoptozy przez nanomolowe stezenia peptydu z AChE
(Rys.l). Aktywacja nikotynowego receptora acetylocholiny
a7 nAChR wywotuje depolaryzacje btony i prowadzi do
aktywacji receptora glutaminianu. Intensywna aktywacja
receptora glutaminianu wywotuje masowy naptyw wap-
nia i niefizjologiczne podwyzszenie wewngtrzkomorkowe-
go stezenia tego jonu. Nadmierny wzrost stezenia jonow
wapnia w komorce obniza szybko$¢ oksydacyjnej fosfory-
lacji, co powoduje redukcje w wewnatrzkomérkowej puli
ATP, wzrost poziomu reaktywnych form tlenu oraz sprzyja
otwarciu megakanatow mitochondrialnych. W efekcie do-
chodzi do uwolnienia cytochromu ¢ z przestrzeni miedzy-
btonowej, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji kaspa-
zy 3 i ostatecznie do apoptotycznej Smierci komorki. Dane
te sugeruja, ze peptyd AChE w nanomolowych stezeniach

Peptyd z AChE (Ca 24 8, cora

NAChR NMDA LYGCC
L
Vg X X
aBungarotoksyna s 4 l?izocilpina Nimokslipina
' :l(-uetylokakon't na ‘/ \
ity )
. 4
[Ca 2t ]w
X

kalmodulina
inhibitor kinazy Il

i

Cytochrom C
= X
Z-DEVD-fmk

Mitochondria

Pt

Reaktywne
formy tlenu w amnakE

Melatonina

Aktywacja kaspazy 3

Smier¢ komorki
Rysunek. 1. Schemat przedstawia potencjalng przemiane biochemiczna, induko-
wang przez peptyd pochodzacy z biatka AChE, a prowadzaca do $mierci komor-
ki. X -hamowanie, L-VGCC - L-typ kanatu wapniowego zaleznego od potencjatu
btonowego, [Ca2z- zewnatrzkomérkowy wapn i [Ca2], - wewnatrzkomoérko-
wy wapn [6].
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wykazuje patofizjologiczng aktywno$¢, aktywujgc proces
apoptozy, co moze odgrywac istotng role w ksztattowaniu
osrodkowego uktadu nerwowego oraz w neurodegenera-
cji. Peptyd ten pochodzi z C-konica acetylocholinoesterazy.
Wykazuje on istotny stopien homologii sekwencji amino-
kwasowej oraz podobiefstwa struktury z A(3-amyloidem
(peptydem), ktérego odktadanie w komoérkach nerwowych
wigze sie z neurodegeneracja [7],

AKTYWNOSC AChE A ZMIANY NEUROLOGICZNE

ZWIAZEK ACHE Z CHOROBA ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera jest schorzeniem neurodegenera-
cyjnym, ktore charakteryzuje sie obecnoscig blaszek amylo-
idowych oraz zwyrodnien witdkienkowych w mézgu os6b
chorych. Te zmiany prowadzg ostatecznie do uszkodzenia
neuronéw ukiadu cholinergicznego i zmniejszenia sie ste-
zenia acetylocholiny odpowiedzialnej za procesy uwagi
lpamieci [8].

Uwaza sie, ze gtéwng przyczyng choroby Alzheimera
jest powstawanie okresSlonych form biatek skionnych do
tworzenia patologicznych agregatéw. Takimi biatkami sg
A(3-amyloid (peptyd), tworzacy tzw. ptytki starcze, oraz hi-
perfosforylowane biatka Tau, tworzace zwyrodnienia wié-
kienkowe, tj. splatki neurofibrylarne [9], Do chwili obecnej
nie wiadomo jednak jaka jest pierwotna przyczyna powyz-
szych zmian.

A(3-AMYLOID

Okreslenie amyloid oznacza pozakomérkowe ztogi biat-
kowe barwigce sie na niebiesko jak skrobia (amyloidowy =
skrobiopodobny). Hipoteza kaskady amyloidowej zaktada,
ze odktadanie Aj3-amyloidu jest powodem zmian patolo-
gicznych obserwowanych w mézgach pacjentéw z chorobg
Alzheimera. A(3-amyloid powstaje z duzego, powszechnie
wystepujgcego biatka prekursorowego - APP, przechodza-
cego przez btony komorek i organelli. Geny kodujace pep-
tyd APP znajdujg sie na chromosomie 21 [10]. Biatko to we
wszystkich tkankach jest hydrolizowane przez dwa enzy-
my - a i (3sekretazy, na dwéch szlakach: szlaku a i szlaku p.
Szlak a jest nieamyloidotwérczy zas szlak p amyloidotwor-
czy. Produktem dziatania a-sekretazy jest rozpuszczalne
biatko aAPP pozostajgce na zewnatrz blony oraz domena
wewnetrzna. Biatko aAPP petni ochronnga role dla komorek
za$ domena wewnetrzna petni role czynnika transkrypcyj-
nego i modyfikujagcego wewnatrzkomorkowy sygnat wap-
niowy [11].

W szlaku p biatko APP jest hydrolizowane poczatkowo
przez p-sekretaze a nastepnie przez y-sekretaze (Rys. 2). Se-
kretaza p zostata zidentyfikowana w ostatnich czasach ischa-
rakteryzowana jako (BACE/Asp2). Sugeruje sie, ze czynnik
PSI petnibezposrednigrole w procesie hydrolizy katalizowa-
nym przez y-sekretaze. Ostatecznie w szlaku p otrzymujemy
2 fragmenty od C terminalnego konca o liczbie aminokwa-
soéw 40 i 42 [11].

Uwaza sie, ze peptyd sktadajacy sie z 42 aminokwaséw
ma najwieksze predyspozycje do tworzenia nierozpusz-
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(BCE/Asp2)
C-korcowy t C-koricowy
“APP fragment aAPP RAPP fragment RAPP

O

y sekretaza (PS1?) y sekretaza (PS1?)

3¢ AR

Apt—42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWIA
Apt-40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGW
GSNKGAIIGLM  Ap 25-35 (czg$¢ neurotoksyczna)
KLVFF Ap 16-20 (cze$é¢ agregacyjna)
HFIOKF Ap 13-16 (czes¢ aktywujaca mikrogalia)
VFF  Ap 18-20 (cze$¢ odpowiedzialna za zaburzenia pamieci)
IIGL Ap 31- 34 (cze$¢ taczaca do powierzchni komoérek)

Rysunek 2. Proteoliza APP i produkcja Ap-amyloidu [11].

czalnych ztogéw Ap-amyloidu. Ztogi te sg neurotoksyczne,
indukujac procesy zapalne i uwalnianie wolnych rodnikéw
tlenowych, co prowadzi do $mierci sgsiednich neuronéw.

Ap-amyloid wpitywa na dysfunkcje systemu choliner-
gicznego obnizajac stezenie acetylocholiny. Acetylocholino-
esteraza wystepuje w neuronach mézgu, natomiast w ko-
morkach glejowych obecna jest butyrylocholinoesteraza,
rowniez katalizujgca hydrolize acetylocholiny. Oba enzymy
wystepuja w ptytkach starczych. W wyniku ubytku neuro-
néw cholinergicznych znacznie spada stezenie acetylocho-
linoesterazy, a acetylocholina jest intensywnie rozktadana
przez zawartg w gleju i ptytkach starczych butyrylocholino-
esteraze. W miare postepu choroby Alzheimera aktywnos¢
butyrylocholinoesterazy wzrasta a acetylocholinoesterazy
maleje [12].

Istnieje szereg dowodoéw na to, ze AChE moze odgrywac
istotng role w powstawaniu i intensywnosci odktadania
Ap-amyloidu w chorobie Alzheimera:

— AChE przyczynia sie do powstawania ztogdw Ap amy-
loidu poprzez przyspieszenie przechodzenia Ap peptydu
we wioékna Ap [13, 14]. Ostatnie badania prowadzone na
myszach transgenicznych z podwyzszong dwukrotnie eks-
presja ludzkiego biatka APP i ludzkiej acetylocholinoeste-
razy potwierdzajg te dane. AChE podwyzsza odktadanie
Ap-amyloidu. Transgeniczne myszy (z podwojng ekspresja
AChE i APP) wykazujg obecnos¢ wiekszej ilosci i wiekszych
ptytek starczych niz zwierzeta kontrolne. Ponadto wcze$niej
rozpoczyna sie proces tworzenia ptytek amyloidowych, niz
u myszy transgenicznych z podwojng ekspresjg tylko same-
go biatka APP [15].
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— Inhibitory cholinoesteraz podwyzszajg wydzielanie
nieamyloidowych, rozpuszczalnych pochodnych biatka
APP [16]. Badania uktadu cholinergicznego mézgu suge-
rujg, ze obnizenie unerwienia cholinergicznego wptywa
na ekspresje biatka APP i tworzenie jego rozpuszczalnej
formy. Ponadto zaobserwowano, ze wzrost stezenia roz-
puszczalnej formy peptydu pochodzacego z APP korelowat
z obnizeniem stezenia acetylocholinoesterazy we fronto-
wych partiach kory i regionie CA3 hipokampa szczura.
Sugeruje sig, ze AChE moze wptywaé na wzrost stezenia
C-koncowego fragmentu APP czyli AB-amyloidu [11].

— Aktywacja komaérek glejowych (astrocytow i mikrogleju)

czesto cechuje rézne choroby neurodegeneracyjne. Liczne

badania dowodzg, ze prozapalne cytokiny wywotujg nade-

kspresje acetylocholinoesterazy i biatka APP, co prowadzi

do przedwczesnego wystgpienia choroby Alzheimera [17—
-20], Von Bernhardi i wsp. [21] wykazali, ze oczyszczona

AChE wywotuje powstawanie amyloidu poprzez podwyz-

szong ekspresje prekursora biatkowego (B-APP) w komor-

kach gleju.

— Jak wspomniano wyzej, istniejg sugestie, ze samo biatko
enzymu acetylocholinoesterazy moze wywotywac¢ neurolo-
giczne zmiany w chorobie Alzheimera [5, 6], Reyes i wsp.
[22] wykazali, ze kompleks AChE z AR-amyloidem jest
znacznie bardziej toksyczny niz sam amyloid i powoduje
wieksze zmiany neurologiczne w hipokampie szczura.

— Stwierdzono takze, ze powstawanie glikozylowanej ace-
tylocholinoesterazy (powszechnej w chorobie Alzheimera)
w prostej zaleznosci wigze sie z iloscia odkltadanego AR-
-amyloidu. Sugeruje sie, ze oznaczanie stezenia glikozy-
lowanej AChE moze razem z innymi parametrami stuzy¢
w diagnostyce choroby Alzheimera [23].

BIALKO Tau (pTau)

W komérkach nerwowych ludzi cierpiacych na chorobe
Alzheimera gromadza sie nieprawidtowe widkienka biatko-
we, zbudowane z biatka Tau. Biatko to w prawidtowych ko-
morkach wigze sie z mikrotubulami i utrzymuje strukture
szkieletu komarki [24]. W chorobie Alzheimera ulega ono
nadmiernej fosforylacji. Pojedyncza czasteczka biatka Tau
jest fosforylowana w ponad 20 miejscach u oséb chorych
a w 8-10 miejscach u zdrowych [25,11].

Do hiperfosforylowanego biatka Tau przytacza sie izo-
meraza Pini. Reguluje ona aktywnos$¢ wielu biatek, kon-
trolujacych przechodzenie komorki przez kolejne stadia
cyklu komérkowego. Catkowite usuniecie izomerazy Pini
z komorki prowadzi do zatrzymania podziatow mitotycz-
nych i apoptozy. Prawdopodobnie w chorobie Alzheime-
ra izomeraza Pini taczy sie z czasteczkami biatka pTau
i przywraca jego prawidtowg konformacje przestrzenna.
Jednakze cze$¢ izomerazy Pini pozostaje zwigzana z nad-
miernie fosforylowanymi biatkami pTau, co uniemozliwia
prawidtowe dziatanie izomerazy Pini w innych czesciach
komarki i ostatecznie moze wzbudzaé apoptoze komédrek
nerwowych.
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FARMAKOLOGIA W CHOROBIE ALZHEIMERA

W przesztos$ci probowano wptywaé na przekaznictwo
acetylocholiny za pomoca prekursorow jej syntezy - cho-
liny, acetylokarnityny, lecytyny, fosfatydylocholiny i di-
metyloaminoetanolu. Uzyskane wyniki nie byty jednak
pozytywne. Wykazano niewielka i przemijajaca poprawe
we wczesnych stadiach choroby. Prébowano takze ekspery-
mentalnie zastosowac¢ substancje, ktére uwalniatyby acety-
locholing z magazynéw synaptycznych: 4-aminopirydyne
i fosfatydyloseryne. Niestety skutecznos$¢ i tych préb nie
zostata potwierdzona [26],

Inhibitory cholinesteraz to jedyne leki zaakceptowane
obecnie przez Urzad ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug
Administration, FDA) jako metoda leczenia choroby Alzhe-
imera [27], Leki te sa przydatne we wczesnych stadiach cho-
roby - przejSciowo poprawiajg pamie¢ i jako$¢ zycia oséb
dotknietych chorobg. Nie wywierajg natomiast istotnego
wplywu na postep schorzenia i nie hamujg postepujgcych
zmian neurodegeneracyjnych. Do lekdw hamujacych ak-
tywnos$é cholinoesteraz nalezg huperzina A, donpenzil, ri-
vastigmina, takryna, galantamina i memantina [28-31].

Prowadzi sie intensywne badania nad dziataniem zwigz-
kow selektywnie hamujacych butyrylocholinoesteraze, kt6-
rej aktywnos$¢ w mézgu os6b chorych na chorobe Alzheime-
ra jest bardzo wysoka [32, 33].

Proby leczenia przyczynowego choroby Alzheimera, ma-
jace na celu zapobieganie i likwidowanie zjawisk destruk-
cyjnych zachodzgacych w tkance nerwowej os6b chorych,
pozostajg nadal w fazie wstepnej. Teoretycznie istniejg
mozliwosci powstrzymywania tworzenia sie (3-amyloidu -
gtéwnie poprzez hamowanie funkcji proteaz (np. sekretazy
[3 zwigzanych z tworzeniem p-amyloidu z jego biatkowego
prekursora APP [34, 35], Ostatnio podejmowane sa préby
szczepienia zwierzat doswiadczalnych szczepionka, ktéra
zawiera przeciwciata skierowane przeciw p-amyloidowi
lub tez czynnego uodparniania przez dozylne lub donoso-
we podawanie samego peptydu p-amyloidu [36]. Prowadzi
to do spowolnienia procesu tworzenia blaszek amyloido-
wych oraz dezintegracji juz istniejgcych [37, 38], Pomimo
udowodnionej skutecznos$ci takiej szczepionki, badania
dotyczg jedynie myszy transgenicznych [39-41], Pacjentom
z chorobg Alzheimera prébowano podawaé przeciwciata,
lecz wigzato sie to z wystapieniem powaznych powiktan
neurologicznych, spowodowanych przede wszystkim nad-
mierng aktywacjg uktadu odpornosciowego. Zastosowanie
za$ biernej immunizacji - ,,szczepionki amyloidowej"- wia-
zato sie¢ z groznym powiktaniem - zapaleniem moézgu, i w
zwigzku z tym czasowo zaniechano dalszych préb klinicz-
nych [39-41], Inna koncepcja terapeutyczna zaktada mozli-
wos$¢ oddziatywania na funkcje biatka Tau poprzez wpltyw
na fosfatazy i fosforylazy, niezbedne w procesie tworzenia
zwyrodnienien widkienkowych [8,12, 42-45]. Dalszemu
pogtebianiu choroby Alzheimera mogtoby zapobiega¢ ha-
mowanie kinazy biatkowej, ktéra moze fosforylowac biatko
Tau. Ponadto izomeraza Pin 1 takze mogtaby by¢ uzywana
w terapii [46].
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W licznych doniesieniach podkres$la sie istotng role wol-
nych rodnikéw w cytotoksycznosci amyloidu [47, 48]. A[3-
-amyloid powoduje powstawanie wewngtrzkomdérkowych
reaktywnych form tlenu oraz przyczynia sie do utlenia-
nia biatek i peroksydacji lipidéw. M6zg o0s6b cierpigcych
na chorobe Alzheimera jest poddawany duzemu stresowi
oksydacyjnemu. W zwiazku z tym w profilaktyce dazy sie
do neutralizacji powstawania wolnych rodnikéw. Lek o na-
zwie Huperzina B jest nie tylko selektywnym inhibitorem
acetylocholinoesterazy, ale réwniez znaczaco podwyzsza
aktywnos$¢ katalazy i peroksydazy glutationowej a takze
obniza peroksydacje lipidéw [28]. Do tej pory korzystne
wyniki uzyskiwano, stosujgc w $rednio zaawansowanych
postaciach choroby Alzheimera selegiline (inhibitor mono-
aminooksydazy B), witamine E i colostrininge (kompleks po-
lipeptydowy bogaty w proling) [49],

Miastenia gravis - ROLA RECEPTORA (nAChR) | FORM
R 1S AChE

Liczne zaktécenia w neuromiesniowej funkcji wigzg sie
ze zmianami w homeostazie acetylocholiny i aktywnosSci
acetylocholinoesterazy. Te zaleznosci odgrywajg istotng
role w dystrofii miesniowej, w chorobach neuromotorycz-
nych, jak stwardnienie zanikowe boczne, wrodzone mia-
stenie i Miastenia gravis, w ktdrych autoprzeciwciata tacza
sie z nikotynowym receptorem acetylocholiny, indukujac
powtarzajace sie wielokrotne neuromie$niowe potaczenia
[50].

Acetylocholina dziata poprzez receptory, ktére sg bezpo-
Srednio zwigzane z kanatem jonowym oraz receptory sprze-
zone z biatkiem G. Pierwsze z nich sg pobudzane przez
nikotyne drugie za$ przez muskaryne. Receptory obydwu
typow wystepujg zaréwno w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym jak i na obwodzie. Uznaje sie, ze receptor nikotynowy
odgrywa niezwykle istotng role w regulowaniu wewnatrz-
komérkowego stezenia jonéw wapnia, a przez to i proce-
séw zaleznych od Ca2+jak np. apoptozy [51].

Synaptyczna odmiana acetylocholinoesterazy (AChE-S)
jest potgczona z btong komorkowa. Natomiast forma
rozpuszczalna acetylocholinoesterazy (AChE-R) jest po-
zbawiona C-koncowej cysteiny, co jest niezbedne dla po-
taczenia z receptorem blonowym i dlatego nie jest ona
zwigzana z btong komorkowa [52], AChE-S uczestniczy
w hydrolizie acetylocholiny w synapsach i regulacji prze-
kaznictwa synaptycznego zas AChE-R w niesynaptycznej
(pozabtonowej) hydrolizie acetylocholiny i morfogene-
zie. Wynika z tego, ze dziatanie sygnatu kontrolowane-
go przez receptor acetylocholiny (nAChR), koriczacego
sie w wyniku hydrolizy i morfogenetycznych wiasciwo-
§ci enzymu acetylocholinoesterazy, moze zaleze¢ od ilo-
sciowego skitadu réznych form acetylocholinoesterazy.
Podkresla sie wzajemng zalezno$¢ funkcji receptora nA-
ChR i odmian enzymu R i S AChE w Miastenia gravis [53].
W Miastenia gravis acetylocholina jest uwalniana z konco-
wych motoneuronéw do szczeliny synaptycznej (Rys. 3).
W bionie postsynaptycznej oddziatuje z receptorem nA-
ChR, co wywotuje pobudzenie migénia (zmiane potencjatu).
Acetylocholina jest nastepnie hydrolizowana przez zwigza-
ng z synapsa AChE-S. W jadrach komorkowych w komaorce
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Rysunek 3. Mechanizm powstawania zaktécenh w przewodnictwie synaptycznym
w Miastenia gravis, AChE-R i AChE-S: dwie odmiany AChE, EN101 (oligonu-
kleotyd) selektywnie indukuje rozktad AChE-R mRNA zapobiegajac syntezie
AChE-R [53],

miesniowej, znajdujacych sie w rejonie podsynaptycznym
dochodzi do syntezy, opr6cz pierwotnego transkryptu
AChE-S mRNA, takze niewielkiej ilosci AChE-R mRNA
z koncem 3'. Ten drugi transkrypt wydzielany jako mo-
nomer AChE-R jest rozpuszczalny, wystepuje w synapsie
i nie jest zwigzany z btong. Miasteniczne przeciwciata skie-
rowane przeciwko receptorowi acetylocholiny powoduja
jego eliminacje, przyczyniajgc sie przez to do ograniczenia
odpowiedzi na acetylocholing. Odpowiada to obnizonemu
stezeniu acetylocholiny. Takie nieprawidtowosci w odpo-
wiedzi cholinergicznej powodujg podwyzszong ekspresje
formy AChE-R, co prowadzi do nadmiernego rozktadu
acetylocholiny. Powszechnie stosowane zwigzki chemiczne
0 dziataniu przeciwcholinergicznym nieselektywnie blo-
kuja AChE-S i AChE-R, powodujg dalszy wzrost poziomu
acetylocholiny w synapsie. Konsekwencja tego jest dalsza
nadprodukcja AChE-R. Zastosowany przez Brennera i wsp.
[53] czynnik EN101 (oligonukleotyd) selektywnie zmniejsza
stezenie AChE-R mRNA, poprzez hamowanie jego syntezy.
Natomiast synteza AChE-S odbywa sie prawidtowo i nie
wystepujg zatem zakiécenia w przewodnictwie neuromie-
Sniowym.

AChE A POWSTAWANIE BIALACZKI

Juz od dawna probowano wyjasni¢ role acetylocholino-
esterazy w powstawaniu biataczek. W wyniku klonowania
genu ludzkiej AChE stwierdzono, ze ekspresja acetylocholi-
noesterazy w biataczce ulega wzmocnieniu, ajej geny moga
ulega¢ mutacji lub delecji [54], Badania prowadzone przez
Johnsona i Cotter [55] wskazuja na $cisty zwigzek biataczki
z acetylocholinoesterazg. Rokowanie u pacjentéw chorych
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na biataczke, u ktérych wystepowaty pekniecia w chromo-
somie w miejscu 7922 loc (w obrebie genéw AChE) byto
niekorzystne.

Boros i Williams [56] stwierdzili wystepowanie zmian
metabolizmu pod wptywem antycholinoesteraz (acetylo-
cholinoesterazy) i uznali to jako podstawe powstawania
biataczki. Aby zanalizowaé¢ zmiany w metabolizmie zna-
kowanego izotopu glukozy, w komérkach biataczkowych
lini K562, pod wptywem wzrastajgcych dawek fosforowego
pestycydu - isofenfosu autorzy zastosowali spektrometrie
masowg. Ich badania pokazaty zalezng od dawki wzgled-
ng zmiane procesu réznicowania w stosunku do procesu
proliferacji pod wptywem ekspozycji na isofenfos. Boros
i Williams wykazali, ze pod wptywem isofenfosu glukoza
jest przeksztatcana w cyklu pentozowym kosztem glikoli-
zy. Obserwowano podwyzszony przeptyw wegla do fosfo-
ranéw pentoz i obnizony przeptyw glikolityczny do piro-
gronianu i dalej do acetylo-CoA. Stwierdzono zwiekszenie
syntezy kwasow nukleinowych oraz hamowanie syntezy
biatek i lipidow. Takie zmiany sg charakterystyczne dla
zmian nowotworowych.

Isofenos powoduje metaplazje komorek szpiku a w przy-
padku przewlektej ekspozycji ostra biataczke szpikowa.
Jedng z drég ttlumaczgca zachodzacy proces jest inhibicja
AChE. Powszechnie wiadomo, ze zwiazki fosforoorganicz-
ne majg zdolno$¢ hamowania AChE. Hamowanie aktywno-
Sci cholinoesteraz jest wynikiem oddzialywania enzymu ze
zwigzkiem fosforoorganicznym (analogicznie jak w przy-
padku oddziatywania z substratem fizjologicznym - acety-
locholing). Zwigzki fosforoorganiczne #gczg sie z grupg OH
seryny, znajdujacej sie w centrum aktywnym enzymu i po-
wodujg hamowanie hydrolizy acetylocholiny. Powszechnie
bada sie wptyw na aktywno$¢ acetylocholinoesterazy takich
pestycydéw fosforoorganicznych jak dichlorvos [57], glifo-
sat [58, 59], isofenfos [56, 60] czy malation [61].

Jennings i wsp. [62] stwierdzili, ze limfocyty poddane
dziataniu isofenfosu wykazujg nadprodukcje acetylocholi-
noesterazy (na zasadzie sprzezenia zwrotnego). Hamowa-
nie istniejgcych czasteczek acetylocholinoesterazy pobudza
produkcje nowych. Taka reakcje obserwowano rowniez
w neuronach moézgu i w miesniach zwierzat pod wptywem
dziatania zaréwno karbaminianéw jak i insektycydéw fos-
foroorganicznych [63, 64], Czy zatem nadprodukcja AChE
po ekspozycji na zwigzki fosforoorganiczne powoduje ry-
zyko wystapienia nowotworu?

Pytanie to dotyczy gtéwnie glejakéw oraz lini komérko-
wych wyprowadzonych z takich nowotworéw. Stwierdzo-
no znaczng nadprodukcje acetylocholinoesterazy zwigzang
ze wzmagajagcym sie réznicowaniem komorek i agresyw-
noscig nowotworu. Wyhamowanie wzrostu nowotworu
nastepowato na skutek zahamowania nadprodukcji AChE.
Zatem, paradoksalnie poprawa komoérkowej homeostazy
cholinergicznej, po ekspozycji na inhibitory cholinesterazy,
moze ufatwia¢ powstawanie nowotworu.

Inni autorzy postulujg powstawanie biataczki poprzez

zmiany aktywnosci acetylocholinoesterazy, zwigzane
z hematopoetycznag proliferacja komorek [60, 65]. Acety-
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locholinoesteraza katalizuje hydrolize acetylocholiny, co
kohczy miedzykomorkowa komunikacje cholinergiczna.
Sygnat cholinergiczny informuje o poziomie regulowania
dojrzewania komoérkowego prekursora hematopoetycz-
nego. Zahamowanie aktywnosci acetylocholinoesterazy
przez pestycydy fosforoorganiczne wptywa odwrotnie na
hematopoetyczng proliferacje komorki i doprowadza do
wzrostu intensywnos$ci megakariocytopoezy in vitro i in
vivo [66]. Zaburzenia w funkcjonowaniu acetylocholino-
esterazy sg zwigzane ze czestoScig wystepowania zespotu
mielodysplastycznego, biataczki szpikowej i biataczki wio-
chatokomoérkowej [67], Williams i wsp. [60] postuluja, ze
zwigzki fosforoorganiczne powodujg inhibicje prekursora
acetylocholinoesterazy, co wigze sie ze spadkiem stezenia
hemoglobiny, liczby erytrocytéw oraz hematokrytu i osta-
tecznie prowadzi do anemii wraz ze zmiang prekursora
komérek hematopoetycznych (Rys. 4). Wywotanie hema-

topoezy przez isofenfos odbywa sie klasycznie. Tworze-
nie erytrocytu rozpoczyna sie najpierw wyksztatceniem
prekursora erytrocytow (BFU-E) z komérki macierzystej
szpiku. Prekursor erytrocytow dojrzewa w kolonig formu-
jaca jednostke (CFU-E), z ekspresjg receptora erytropoety-
ny. W nieobecnosci receptora erytropoetyny CFU-E ulega
apoptozie. W obecnosci dostatecznej ilosci tego receptora
CFU-E rozwija sie w dojrzaty erytrocyt. Po syntezie DNA
i hemoglobiny, wymagajacej 4 podzialtdw komorko-
wych, nastepuje zanik jadra w powstatych komérkach.
Pojawienie si¢ anomalii w aktywnosci acetylocholino-
esterazy (w wyniku zaburzen transkrypcyjnych czy tez
inhibicji potranslacyjnej) wywotanych przez pestycydy
fosforoorganiczne, wyraza sie pomiedzy r6znorodnosciag
i liczbg komérek macierzystych szpiku i CFU-E [64],

Zwraca sie rowniez uwage na ogromng role stresu w po-
wstawaniu biataczek. Stwierdzono, ze stres psychiczny

macierzysta
(CFU-S)

(AChE)

Wczesny czynnik
tworzenia komorek
Pestycydy (HPC)

fosforoorganiczne

(AChE)

obwodowych

T Prekursor
mielocytow

Apoptoza

v

biate komorki
krwi (WBC)

Infekcja

Pestycydy
fosforoorganiczne

Apoptoza

Pestycydy
fosforoorganiczne

Pestycydy
fosforoorganiczne

Anemia

Rysunek 4. Zachodzenie hematopoezy pod wptywem isofenfosu [60]. CFU-S - komérka macierzysta szpiku,

wywotuje ekspresje gendéw acetylocho-
linoesterazy w mozgu i w komorkach
hematopoetycznych. Grissaru i wsp.,
[68] zauwazyli, ze stres psychiczny i che-
miczny wywotujg transkrypcje gtéwnie
izoformy AChE-R i przez kortyzol CD3+

Acetylocholinoesteraza (AChE) hematopoetycznego prekursora komarek.
< * Przeciwna sytuacja wystepuje w limfocy-

tach, gdzie w wyniku stresu wiekszej eks-
presji ulega forma AChE-S [69], Ekspresja
AChE-S w komorkach krwi - limfocytach
faczyta sie z koncowym rdznicowaniem
i apoptoza, za$ ekspresja AChE-R wia-
zata sie z rozmnazaniem (proliferacja)
komorki mieloidowej. Ostatnie badania
Perry i wsp. [70] podkres$laja negatywna
role formy AChE-R. Autorzy stwierdzili,
ze w komorkach glejaka forma AChE-R
wptywa na kinaze C, co uruchamia trans-
dukcje sygnatu komoérkowego i przyczy-
nia sie do proliferacji nowotworu.

Przedstawione powyzej dane, dotyczg-
ce zaburzen biochemicznych zwigzanych
z dodatkowymi funkcjami acetylocholi-
noesterazy, wydaja sie niezwykle cenne

(AfhE) i moga przybliza¢ zespoty badawcze do
odkrycia prawdziwych przyczyn niekto-
rych chor6b neurologicznych i hematolo-

gicznych.
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Acetylcholinesterase - apoptosis induction, role in

neurological diseases and leukemia
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ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE - EC. 3.1.1.7) plays an essential role in acetylcholine-mediated neurotransmission. Unfortunately, an AChE-peptide exhi-
bits pathophysiological activity via an apoptotic pathway that could play an important role in neuronal development and neurodegeneration. It was
found that a peptide derived from AChE may induce neuronal death and acetylcholinesterase may induce neurological changes in the development
of Alzheimer's disease. It was also stated that complex of AChE with p-amyloid is much more toxic than amyloid and causes stronger neurological
changes. AChE promotes the generation of amyloid by accelerating the expression of peptide precursor (P-APP) in glial cells. The essential role is
also played by AChE in induction of hematological disease. It is well known that phosphoroorganic compounds cause inhibition of AChE precursors
what is related to decrease of hemoglobin concentration, number of erythrocytes and hematocrit level. The article is an attempt to explain the role of
acetylcholinesterase in neuronal apoptosis, Alzheimer's disease and Myasthenia gravis as well as in leukemia.
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STRESZCZENIE

izosomalna karboksypeptydaza A (katepsyna A) jest syntetyzowana w postaci prepro-
Lenzymu, ktéry w wyniku potranslacyjnej modyfikacji przechodzi w aktywny enzym.
Odszczepia od peptydéw i biatek C-koricowe reszty aminokwasowe i wspétdziata z innymi
proteazami w zachodzacej w lizosomach degradacji biatek komdérkowych. Dziata takze na
hormony peptydowe i biologicznie czynne peptydy w tkankach i w ptynach ustrojowych.
Wystepuje w postaci komplekséw z niektérymi glikozydazami, co chroni je przed degrada-
cja proteolityczng, a jej niedob6r prowadzi do choréb spichrzeniowych. Lizosomalna kar-
boksypeptydaza A jest enzymem wielofunkcyjnym, o waznej roli regulacyjnej w metaboli-
zmie ustrojowym.

WPROWADZENIE

W lizosomach degradowanych jest okoto 80% biatek komoérkowych i biatek
dostajgcych sie do komérki na drodze endocytozy [1]. W organellach tych wy-
stepuje ponad 30 r6znych peptydaz, z ktérych wiekszo$¢ nosi nazwe katepsyn
[2], Dziatajg one w kwasnym Srodowisku. Wedtug lokalizacji rozszczepianego
wigzania peptydowego katepsyny dzieli sie na endopeptydazy i egzopeptyda-
zy. Endopeptydazy rozszczepiajg wigzania peptydowe zlokalizowane wewnatrz
tancucha polipeptydowego. Najbardziej aktywne sg katepsyny B, D, E, F, H, I,
J, KiL [3]. Produktem dziatania endopeptydaz na biatka jest mieszanina pepty-
dow, stanowigcych substraty egzopeptydaz [4,5]. Egzopeptydazy rozszczepiajg
wigzania peptydowe znajdujgce sie na N- i C-kohcach peptydéw [6], Amino-
peptydazy rozszczepiajg wigzania peptydowe za ostatnim (lizosomalne ami-
nopeptydazy) lub przedostatnim (katepsyna C) aminokwasem N-koricowym.
Karboksypeptydazy rozszczepiajg wigzania peptydowe utworzone przez ami-
nokwasy C-koncowe [7,8]. Jedynie katepsyna B i katepsyna H jest rbwnoczes$nie
endopeptydazg i egzopeptydaza [3,7]. Poszczeg6lne aminopeptydazy i karbok-
sypeptydazy réznig sie miedzy sobg specyficznoscig wzgledem odszczepianych
aminokwaséw N- i C-kohicowych i uzupeiniajg sie dzieki temu w dziataniu na
peptydy. Koricowym produktem dziatania aminopeptydaz i karboksypeptydaz
sg tripeptydy. Tripeptydy sg substratami tripeptydaz (aminotripeptydaz i kar-
boksytripeptydaz) [9], Powstajgce dipeptydy sa rozktadane do aminokwaséw,
przez dipeptydazy lizosomalne i cytosolowe. Charakterystyka lizosomalnych
karboksypeptydaz podana jest w tabeli 1. Miejsce katalityczne karboksypep-
tydaz lizosomalnych stanowi reszta serylowa lub cysteinylowa, a ich inhibito-
rami sg odpowiednio diizopropylofluorofosforan i jodooctan. W lizosomach
nie wystepuja metalokarboksypeptydazy. Poszczegblne karboksypeptydazy
lizosomalne r6znig sie miedzy soba specyficznoscig wzgledem odszczepianych
C-koncowych aminokwasow. Warunkiem dziatania karboksypeptydaz na di-
peptydy i tripeptydy jest zablokowanie N-koncowej grupy aminowej i wolna

Tabela 1. Charakterystyka lizosomalnych karboksypeptydaz, wg [27,95]

Karboksy Subs(rat MI.eJSCE Aktywator Inhibitor Optimum
peptydaza katalityczne PH
Lizosomalna kar- Z-Phe-Ala Ser brak diizopropylo- 55
boksyptydaza A fluorofosforan,
(EC 3.4.16.1) fluorek 4-aminofe-
-nylmetylsulfonylu
Lizosomalna kar- Z-Gly-Arg Cys ditiotreitol jodooctan, 5
boksyptydaza B leupeptyna
(EC 3.4.18.1)
Lizosomalna kar- Z-Pro-Phe Ser brak diizopropylo- 5

boksyptydaza C fluorofosforan

(EC 3.4.16.2)*

* - niewrazliwa na fluorek 4-aminofenylmetylsulfonylu
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MIRAAPPPLFLLLLLLLLLVSWASRGEAAPDQDEIQRLPGLAKQPSFRQYSGYLK

30 40 50 60 70 80
SSGSKHLHYWFVESQKDPENSPWLWLNGGPGCSSLDGLLTEHGPFLVQPDGV

90 100 110 120 130
TLEYNPYSWNLIANVLYLESPAGVGFSYSDDKFTATNDTEVAQSNFEALQDFFRL

140 150 160 170 180 190
FPEYKNNKLFLTGESYAGIYIPTLAVLVMQDPSMNLQGLAVGNGLSSYEQNDNSL

200 210 220 230 240
VYFAYYHGLLGNRLWSSLQTHCCSQNKCNFYDNKDLECVTNLQEVARIVGNSGL

250 260 270 280 290

NIYNLYAPCAGGVPSHFRYEKDTWVQDLGNIFTRLPLKRMWHQALLRSGDKVR
300 310 320 330 340 350

MDPPCTNTTAASTYLNNPYVRKALNIPEQLPQWQMCNFLVNLQYRRLYRSMNSQ

360 370 380 390 400
YLKLLSSQKYQILLYNGDVDMACNFMGDEWFVDSLNQKMEVQRRPWLVKYGDS

410 420 430 440 450
GEQIAGFVKEFSHIAFLTIKGAGHMVPTDKPLAATTMTSRTLNKQPY

Rysunek 1.Sekwencja aminokwasowa lizosomalnej preprokarboksypeptydazy
A [88], M1-A28 - prepeptyd sygnatowy; A1-R284 - podjednostka 32 kDa; M299-
-Y452 - podjednostka 20 kDa; Serl50, Arg372, His429 - triada katalityczna; N117,
N305 - reszty N-glikozylowane; Q75-Y84, V400-G407 - sekwencje wigzace P-ga-
laktozydaze.

grupa karboksylowa aminokwasu C-koncowego. Lizoso-
malna karboksypeptydaza A (EC 3.4.16.5) jest opisywana
w literaturze takze pod nazwa katepsyna A, katepsyna |,
katepsynowa karboksydaza A, deamidaza i lizosomalne
biatko ochronne [10].

BIOSYNTEZA

Gen kodujacy lizosomalng karboksypeptydaze A wyste-
puje na fragmencie 20q 13.1 chromosomu 20 [11]. Zawiera
on 15 eksonéw i posiada 7,5 kb par zasad DNA. Lizosomal-
na karoksypeptydaza A jest syntetyzowana w postaci pre-
proenzymu w rybosomach zwigzanych z szorstkg siateczka
endoplazmatyczng [12-15], W zbiornikach siateczki endo-
plazmatycznej nastepuje jego potranslacyjna modyfikacja.
Przez proteaze sygnalowsg zostaje odszczepiony prepep-
tyd, tworzy sie struktura przestrzenna, powstaja mostki di-
siarczkowe, proenzym ulega glikozylacji, w wyniku ktérej
do dwoch grup amidowych reszt asparaginylowych zostajg
kowalencyjnie przytgczone tancuchy oligosacharydowe.
Od siateczki endoplazmatycznej odpaczkowujg pecherzyki
transportowe, ktére przenosza proenzym lizosomalnej kar-
boksypeptydazy A do aparatu Golgiego. Reszty mannozy
oligosacharydu zwigzanego z Asn305 ulegajg fosforylacji
do mannozo-6-fosforanu. To umozliwia taczenie sie pro-
enzymu z receptorem mannozo-6-fosforanu wystepujacym
w aparacie Golgiego. Odpaczkowanie od aparatu Golgiego
pecherzykéw prowadzi do utworzenia lizosomu pierwot-
nego. Kwasne $srodowisko w lizosomie powoduje rozdyso-
cjowanie potgczenia proenzymu z receptorem, uwolniony
receptor powraca do aparatu Golgiego, a od proenzymu
odszczepiany jest peptyd aktywujacy.

IZOLOWANIE 1 OCZYSZCZANIE

Lizosomalna karboksypeptydaza A wystepuje w lizo-
somach komoérek budujgcych wszystkie tkanki i narzady
ssakow oraz w lizosomach elementéw morfotycznych krwi
[16-18], Najwiekszg aktywnos$¢ tego enzymu obserwuje sie
w nerkach, watrobie, ptucach, §ledzionie, mézgu, migéniach
szkieletowych itozysku [19-24], Wystepuje on takze w fibro-
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blastach, limfocytach, makrofagach i ptytkach krwi [25-27].
Lizosomalng karboksypeptydaze A do niedawna izolowa-
no i oczyszczano technikami stosowanymi powszechnie
do rozdzielenia mieszanin biatkowych, uzyskujgc 500-1000
krotne oczyszczenie biatka. Obecnie oczyszczone prepa-
raty katepsyny A otrzymuje sie stosujgc chromatografie
powinowactwa na unieruchomionej na sefarozie konkana-
walinie A, chromatografie hydrofobowg z zastosowaniem
fenylo-oktylo-sefarozy i Phe-Leu-agarozy oraz chromato-
grafie jonowymienng z zastowaniem kolumny wypetnionej
dietyloaminoetylo-Sefacelem [28,29], W celu wyizolowania
kompleksu lizosomalnej karboksypeptydazy A z beta-ga-
laktozydazg stosuje sie chromatografie powinowactwa z za-
stosowaniem PATGAL-sefarozy, z ktdrg kompleks wigze
sie poprzez beta-galaktozydaze [30]. Kompleks ten mozna
takze wyizolowa¢ stosujgc chromatografie powinowactwa
z zastosowaniem para-aminofenylo-tio-beta-galaktozydo-
-agarozy, w pH 4,5. Uzyskany kompleks rozdysocjowuje
sie w pH 7,5 i rozdziela budujgce go sktadniki przy uzy-
ciu filtracji zelowej z zastosowaniem kolumny Shim-pack
Dial-300 [31]. Zastosowanie powyzszych technik pozwolito
otrzymac lizosomalng karboksypeptydazy A oczyszczong
3000-4000 krotne. Lizosomalna karboksypeptydaza A jest
stabilna w pH 5,0-6,0. Aktywnos$¢ enzymu stabilizujg anio-
ny chlorkowe i sacharoza [19,32], W pH powyzej 7,0 i w
temperaturze 69°C lizosomalna karboksypeptydaza A ule-
ga szybko zahamowaniu.

STRUKTURA

Preprolizosomalna karboksypeptydaza A o masie czg-
steczkowej 58 kDa zbudowana jest z 480 reszt aminokwaso-
wych i (Rys. 1). Sekwencja sygnatowa o masie czgsteczko-
wej 3,5 kDa zlokalizowana jest w N-koricowym fragmencie
czasteczki i zawiera 28 reszt aminokwasowych. Sekwencje
te odszczepia proteaza sygnatowa. Powstaje w wyniku tego

2 : 2 kel el
i i
PS . ‘q peptydaza sygnatowa

prepro4CPA

S S
| PF |
H 7 jednotancuchowa
pro-ICPA
rozszczepienie
wigzania Arg298-Met29¢
S S
| PF |
l —l dwutaricuchowa
: pro-ICPA
rozszczepienie
PF D wigzania Arg284-Met285
S S

[ieuts [ IPCA

Rysunek 2. Aktywacja lizosomalnej prokarboksypeptydazy A (1CPA). PS - pep-
tyd sygnatowy;PF - profragment, wg [88].
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Tabela 2. Skfad aminokwasowy lizosomalnej kaboksypeptydazy A

Prepro-
Aminokwas* lizosomalna Pre- Pro-lizosomalna
karboksy- peptyd karboksypeptydaza A
peptydaza A
Ala (A) 28 4 24
Arg (R) 19 2 17
Asn (N) 33 33
Cys ©) 9 9
Phe ) 21 1 20
Gin Q) 27 27
Gly © 32 1 31
His (H) 9 9
lle 0) 13 1 12
Asp (D) 23 23
Glu (E) 20 1 19
Leu 63 53
Lys EE)) 21 10 21
Met (M) 12 1 1
Pro P 28 3 25
Ser S 36 2 34
Thr L) 21 21
Trp (W) 9 1 8
Tyr 00 27 27
Val V) 29 1 28
Suma amino- kwaséw 480 28 452
Masa czasteczkowa 62939,09 3561,31 59377,78

msymbol tréjliterowy (jednoliterowy)

proenzym lizosomalnej karboksypeptydazy A. o masie czg-
steczkowej 54 kDa i zbudowany z 452 reszt aminokwaso-
wych. Aktywacja proenzymu zachodzi w lizosomach i roz-
poczyna sie od rozszczepienia wigzania Arg298-Met299
przez proteaze trypsynopodobng. Nastepnie rozszczepia-
ne jest wigzanie R284-Met285, co powoduje odszczepienie
fragmentu ztozonego z 14 reszt aminokwasowych (Met285-
-Arg298) o masie czasteczkowej 2 kDa (Rys. 2). Aktywna
forma lizosomalnej karboksypeptydazy A posiada mase
czasteczkowg 52 kDa.

W wyniku odszczepienia peptydu aktywujgcego po-
wstajg dwie podjednostki, wigksza o masie czgsteczkowej
32 kDa (Alal-Arg284) i mniejsza 0 masie czgsteczkowej 20
kDa (Met299-Tyr452) [33], Sktad aminokwasowy propreli-
zosomalnej karboksypeptydazy A, form posrednich i formy
aktywnej podany jest w tabeli 2. Podjednostka o masie 32
kDa potaczona jest z podjednostkg o masie 20 kDa wigza-
niem disiarczkowym. Miejsce Kkatalityczne stanowi triada:
Serl50, Asp372, His429 [14]. Lizosomalna karboksypepty-
daza A zawiera 9 reszt cysteiny zajmujacych pozycje: C60,
C212, C213, C218, C228, C253, C303, C334 i C373. Osiem
z nich tworzy 4 mostki disiarczkowe: C60-C375, C212-C228,
C213-C218 i C303-C334. Mostek disiarczkowy C60-C375 13-
czy podjednostki [14]. Grupa sulfhydrylowa reszty cysteiny
C253 jest wolna i ma istotne znaczenie dla zachowania ak-
tywnosci enzymu. Dwie reszty Asn (Asnll7, Asn305) znaj-
dujgce sie w sekwencji Asn-Asp-Thr i Asn-Thr-Thr ulegajg
N-glikozylacji. Oligosacharyd zwigzany z podjednostkg 32
kDa zawiera mannozo-6-fosforan [12], Rozmiary monome-
ru lizosomalnej karboksypeptydazy A wynoszg 60x50x70
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Pro- Lizosomalna Podjednost- Podjednost-
-peptyd  karboksypeptydaza A ka 32kDa ka 20kDa

1 23 14 9
2 15 8 7
33 22 11

9 6 3

20 14 6

1 26 15 11
1 30 23 7
1 8 6 2
12 7 5

1 22 15 7
19 14 5

2 51 35 16
1 20 11 9
1 20 2 8
25 16 9

1 33 24 9
21 11 10

1 7 4 3
27 18 9

1 27 19 8
14 438 284 154

1931,22 57446,56 36888,5 20558,06

A [34], Sktada sie on z dwéch domen, szczytowej i rdzenio-
wej. Domena szczytowa zawiera subdomeneg utworzong ze
121 reszt aminokwasowych uformowanych w 3 alfa-helisy
i 3 beta-struktury [35]. Subdomena ta zawiera odszczepia-
ny w czasie aktywacji czternastoaminokwasowy propeptyd
Met285-Arg298. Domena rdzeniowa sktada sie z centralnie
potozonych 10 alfa-helis i 10 beta-struktur oraz potozonych
bocznie 2 matych beta-struktur.

W $rodowisku kwasnym lizosomow okoto 70% lizoso-
malnej karboksypeptydazy A wystepuje w postaci homo-
dimeru o masie czasteczkowej 98 kDa [30]. Pozostate 30%
lizosomalnej karboksypeptydazy A wystepuje w postaci
dwusktadnikowego, aktywnego enzymatycznie potaczenia
kompleksowego z beta-galaktozydazg [36]. W czasteczce li-
zosomalnej karboksypeptydazy A wystepujg dwie sekwen-
cje: GIn76-Tyr84 i Val400-Glu407 stanowigce powierzchnie
kontaktowa, wigzgca beta-galaktozydaze. Dimer lizosomal-
nej karboksypeptydazy A (104 kDa) taczy sie z monomerem
beta-galaktozydazy (64 kDa) tworzac heterotrimer o masie
czasteczkowej 168 kDa. Cztery czasteczki heterotrimeru sta-
nowig makrokompleks o masie czgsteczkowej 680 kDa [37],
Makrokompleks ten rozpada sie w pH 7,5 na sktadowe: 8
czgsteczek lizosomalnej karboksypeptydazy A i 4 czgstecz-
ki beta-galaktozydazy [37,38]. S8l sodowa siarczanu dode-
cylu rozdysocjowuje ten kompleks na monomery, a doda-
tek zwigzku redukujgcego rozszczepia go na podjednostki,
co mozna $ledzi¢ technika elektroforezy w zelu poliakry-
loamidowym (Rys. 3). W pH 4,5 makrokompleks tworzy
sie ponownie. Okoto 1% lizosomalnej karboksypeptydazy
A wystepuje w kompleksie z beta-galaktozydazg, N-acety-
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Rysunek 3.Makrokompleks lizosomalnej prokarboksypeptydazy A (1CPA) z be-
ta-galaktozydaza [8, 36, 37],Kompleks lizosomalnej karboksypeptydazy A z beta-
-galaktozydaza (1) w pH 7,5 rozdysocjowuje na 2 homodimery lizosomalnej kar-
boksypeptydazy A (2) i beta-galaktozydaze (2a); s6l sodowa siarczanu dodecylu
(SDS) rozdysocjowuje homodimer lizosomalnej karboksypeptydazy A na 2 mo-
nomery (3) i przez merkaptoetanol (p-Me) na podjednostke 32 (4) i podjednostke
20 (5). S-S - mostki disiarczkowe tgczace podjednostki monomeru. = - wigzania
hydrofobowe taczace monomery. Dalsze objasnienia w tekscie.

lo-alfa-neuramidazg i N-acetylogalaktozamino-6-siarczano
sulfataza, o masie czgsteczkowej okoto 1280 kDa [37].

SPECYFICZNOSC

Lizosomalna karboksypeptydaza A odszczepia od pep-
tydow kolejno wiekszo$¢ aminokwaséw C-koncowych do
momentu powstania tripeptydu. Szybko$¢ odszczepiania
poszczegblnych aminokwasow zalezy od rozmiaréw i wia-
sciwosci fizykochemicznych ich rodnika oraz od konfor-
macji czasteczki. C-koricowe reszty Arg, Lys i Pro nie sg
odszczepiane przez ten enzym. Warunkiem dziatania lizo-
somalnej karboksypeptydazy A na dipeptydy i tripeptydy
jest zablokowanie ich N-kohcowej grupy aminowej i wolna
grupa karboksylowa C-koncowego aminokwasu, ale ostatni
warunek nie jest bezwzglednie konieczny [39]. Najszybciej
hydrolizowane sg substraty z aromatycznymi (Phe) i hy-
drofobowymi alifatycznymi (Ala) resztami aminokwaso-
wymi w pozycji przedostatniej oraz aminokwasami aroma-
tycznymi (Tyr) i hydrofobowymi alifatycznymi (Ala, Leu)
w pozycji C-konncowej (Tabela 3). Potwierdzaja to wyniki
pomiaréw kinetycznych (Vmax, Km) hydrolizy przez tg
peptydaze N-blokowanych dipeptydéw [40]. Specyficznos¢
lizosomalnej karboksypeptydazy A uwarunkowana jest hy-
drofobowym charakterem miejsca wigzacego, ktore stano-
wi reszta Tyr247, Met430 i Asn305. Wigze ono hydrofobowg
reszte aminokwasowga znajdujacg sie w przedostatniej po-
zycji substratu. Aktywno$¢ esterolityczng lizosomalnej kar-
boksypeptydazy A mozna wykaza¢ przy uzyciu estru ety-
lowego karbobenzoksy-tyrozyny, a aktywnos$¢ amidazowsa
uzywajgc amidu benzoilo-fenyloalaniny [21,41-43]. Lizoso-
malna karboksypeptydaza A nie hydrolizuje hemoglobiny,

Tabela 3. Dipeptydy z zxablokowanym N-kofcem i wolng grupg karboksylowa na C-koncu jako substraty lizosomalnej karboksypeptydazy A, wg [22,28,31]

Zrédto lizosomalnej karboksypeptydazy A

Substrat watroba szczura watroba wotu
Z-Glu-Tyr 100 100
Z-Phe-Leu - 7143
Z-Phe-Tyr 61 4936
Z-Phe-Ala - 2972
Z-Ala-Leu - 1386
Z-Phe-Phe -

Z-Glu-Phe -

Z-Phe-Pro - -
Z-Phe-Gly 271 50
Z-Leu-Gly 130 129
Z-Gly-Phe 64 100
Z-Ala-Glu - 107
Z-Gly-Leu 64 57
Z-Gly-Met 46 -
Z-Gly-Ala - -
Z-Gly-Tyr 19 -
Z-1le-Gly - 21
Z-Gly-Gly 5 50
Z-Gly-Arg 5 -
Z-Gly-Pro 0,5 -
Z-Gly-Glu 0,5 -
Z-Pro-Gly 0 -

za 100% przyjeto aktywno$¢ oznaczong przy uzyciu Z-Glu-Tyr
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watroba kury nerka $wini
aktywnos¢, %*

100 100
12500 -
11889 -
4400 1850
3038

648

136 475

= 333

50 -

125 -

138 70

50 -

57 50

- 35
- 26

25 -

13 -

- 59
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mioglobiny, gamma-globuliny, albuminy, cytochromu C i
histonéw [40,44,45], Rozktada jednak produkty degradacji
tych biatek powstajagce w wyniku dziatania katepsyny D i
innych endopeptydaz [4,5,42,46,47].

MECHANIZM DZIALANIA

Triada katalityczna lizosomalnej karboksypeptydazy
A zlozona jest z reszt Serl50, Asp372 i His429. Reszty te sg
odlegte sekwencyijnie, ale zblizone przestrzennie [14]. Domi-
nujgce znaczenie w procesie rozszczepienia wigzania pepty-
dowego ma reszta seryny. Hydroliza wigzania peptydowe-
go katalizowana przez lizosomalng karboksypeptydaze A,
podobnie jak w przypadku innych peptydaz serynowych,
przebiega w dwodch etapach: acylacji i deacylacji [48]. Na
etapie acylacji nastepuje atak tlenu grupy wodorotlenowej
Serl50 na karbonylowy atom wegla hydrolizowanego wig-
zania peptydowego (Rys. 4). Wiazanie miedzy atomem we-
gla i tlenem w grupie karbonylowej przeksztatca sie w wia-
zanie pojedyncze, a atom tlenu uzyskuje tadunek ujemny.
Powstaje przejsciowy tetraedryczny zwigzek posredni i na-
stepuje przeniesienie protonu z Serl50 na His429. Z His429
proton przenoszony jest z kolei na atom azotu hydrolizowa-
nego wigzania peptydowego, ktdre w wyniku tego zostaje
rozerwane. Aminowa czes$¢ substratu wigze sie wigzaniem
wodorowym z His429, a kwasowa - wigzaniem estrowym
z Serl50. Odtaczenie pierwszego produktu reakcji (z wolng
grupa aminowg) konczy etap acylacji. Po oddysocjowaniu
aminowej czesci substratu jego miejsce zajmuje czasteczka
wody. Reszta His429 odcigga proton od czgsteczki wody.
Powstata zjonizowana His429 atakuje karbonylowy atom
wegla grupy acylowej, potgczonej z Serl50. Podobnie jak
to miato miejsce w procesie acylacji, powstaje przejsciowy
tetraedryczny zwiagzek posredni. Po uwolnieniu drugiego
produktu reakcji (z wolng grupa karboksylowa) odtwarza-
ny jest enzym, ktory uczestniczy w nastepnym cyklu kata-
lizy.
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Rysunek 4. Mechanizm dziatania lizosomalnej karboksypeptydazy A (1CPA), wg
[48]. Objasnienia w tekscie.

ZNACZENIE W FIZJOLOGII | PATOLOGII

Lizosomalna karboksypeptydaza A jest biatkiem wielo-
funkcyjnym. Wykazuje aktywnos$¢ enzymatyczng: karbok-
sypeptydazowg w pH 5,0-5,5 oraz amidazowsg i esterazowg
w pH 7,0, a takze petni role ochronng wzgledem niektérych
glikozydaz [13,27,54-56], Gt6wnym zadaniem biologicznym

Tabela 4. Hamowanie aktywnosci peptydazowej (furyloakrylooil-Phe-Phe, pH 5,5), esterazowej (Z-Tyr-OEe, pH 7,0) i ami-

dazowej (DLE- NH2 pH 7,0) lizosomalnej karboksypeptydazy A [21]

Aktywnos$¢ karboksypeptyda-
zy A, jako peptydazy serynowej,
hamuje  diizopropylofluorofos-
foran i 3,4-dichloroizokumary-
na [49], Hamujg jg takze blokery Diizopropylofluorofo-sforan
grup sulfhydrylowych takie jak Zz-Gly-Leu- Phe-CH2C1
fluorek 4-aminofenylometylo-  cpymostatyna
sulfonylu, kwas p-chlorortecio-
benzoesowy, kwas marsalowy
i kationy Hg2+[40,41,50] oraz lak-
tacystyna, chymostatyna, ebelak-
ton B i antypaina [51,52], Nie po-
znano dotychczas endogennych Leupeptyna
inhibitoréw lizosomalnej karbok- N-etylomaleimid
sypeptydazy A. Wptyw réznych
inhibitoréw na aktywno$¢ pepty- cyloamido-(3-metylo)butan
dazowa, esterazowg i amidazowa j,qoacetamid
lizosomalnej karboksypeptydazy
A podany jest w tabeli 4. Pepsta-
tyna, leupeptyna i fosforoamidon
nie hamujg aktywnosci tej kar- Sol disodowa kwasu etyle-
boksypeptydazy [41,53], nodiaminotetraoctowego

nazwa

Kwas p-chlorortegcio-
-fenylosulfonowy

Chlorek rteciowy

Tos-Phe-chlorometyloketon

Tos-Lys-chlorometylo-keton

Octan kadmu
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Inhibitor

Trans-epoksydulcynylo-L-leu-

Hamowanie aktywnosci, %

stezenie

mmol/1 peptydazowej esterazowej amidazowej
1 100 100 100
0.1 100 9 100
0,1 85 15 76
1 75 98 94
0,01 70 88 75
01 32 40 77
0,1 26 36 25
1 25 19 9
0,2 10 14 17
1 15 2 11
01 2 1 0
0,01 5 1 8
01 12 0 0

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

lizosomalnej karboksypeptydazy A jest wspo6tudziat w de-
gradacji zuzytych biatek komérkowych, po ich fragmentacji
przez endopeptydazy.

Lizosomalna karboksypeptydaza A uczestniczy takze
w ograniczonej proteolizie biologicznie czynnych pepty-
doéw, zwtaszcza dziatajagcych na naczynia krwionosne i cen-
tralny uktad nerwowy. W procesie tym funkcjonuje lizoso-
malna karboksypeptydaza A wystepujgca w osoczu krwi
i w ptynach ustrojowych, do ktérych uwalniana jest z ptytek
krwi i z limfocytéw oraz z komdrek r6znych tkanek i narza-
dow w wyniku egzocytozy ciatek resztkowych i rozpadu
na skutek fizjologicznego zuzycia. Uwolniona lizosomalna
karboksypeptydaza A moze wigzac sie z btong komadrko-
wag [13]. Biologicznie czynne peptydy degradowane przez
lizosomalng karboksypeptydaze A wymienione sg w tabeli
5 i tabeli 6. Ze znaczng szybkoscig peptydaza ta odszcze-
pia C-koncowa reszte tryptofanu od endoteliny | [57-59],
W wyniku odszczepienia C-koncowej reszty Leu i His kon-
wertuje angiotensyne | do angiotensyny Il [60-62] i inakty-
wuje angiotensyne Il [63]. Odszczepia C-korhicowgq reszte ar-
gininowag od bradykininy [45], Odszczepia takze niewielkie
ilosci C-koncowej leucyny od Leu-enkefaliny-Phe-Leu. Ze
znaczng szybkoscig odszczepia jednak C-kohcowg leucy-
ne od Z-Phe-Leu. Wskazuje to, ze podatno$¢ na hydrolize
fragmentu peptydu zalezna jest od jego catkowitej struktu-
ry. Lizosomalna karboksypeptydaza A odszczepia C-kon-
cowg fenyloalanine od Met-enkefaliny-Arg6-Phe7 [64-66],
Odszczepia tez sekwencyjnie aminokwasy C-koncowe od
formy amidowej i od formy kwasowej substancji P [67], Li-
zosomalna karboksypeptydaza A uwalnia C-koricowg ami-

dowang glicyne (Gly-NH2 od formy amidowej oksytocyny,
a takze reszte C-koncowa glicyny od formy kwasowej tego
peptydu. Bardzo wolno odtacza grupe aminowg od formy
amidowej wazopresyny, a forma kwasowa tego peptydu
nie jest w ogéle wrazliwa na jej dziatanie. Lizosomalna kar-
boksypeptydaza A odszczepia kolejno pie¢ C-koncowych
aminokwaséw od glukagonu [68] i C-korncowg alanine od
tancucha B insuliny [45,69], Peptydaza ta uwalnia reszte fe-
nyloalaniny od syntetycznego czynnika chemotaktycznego
f-Met-Leu-Phe [70]. Skompleksowanie lizosomalnej karbok-
sypeptydazy A z pro-beta-galaktozydazg umozliwia akty-
wacje prekursora beta-glalitozydazy [71] i chroni jg przed
degradacjg i inaktywacjg proteolityczng [55,56,72,73]. Dzie-
dziczny niedob6r lub mutacje punktowe sekwencji amino-
kwasowej lizosomalnej karboksypeptydazy A (Q21R, S23Y,
W37R, S61L, V104M, L208P, Y221N, Y365C, M378T, G411S,
F412V) uniemozliwiajg powstawanie formy dimerycznej
i komplekséw z glikozydazami [54,74-76]. Degradacja i in-
aktywacja beta-galaktozydazy i neuraminidazy powoduje
wtérny niedobdr tych enzymoéw, co prowadzi do nagroma-
dzenia sie galaktozaminoglikanow i sialoglikosacharydoéw
i do choroby spichrzeniowej - galaktosialidozy [77-83]. De-
gradacji beta-galaktozydazy dokonujg katepsyny cysterno-
we. Inhibitor tych katepsyn - leupeptyna hamuje ten proces
[84,85], Obnizenie aktywnosci lizosomalnej karboksypepty-
dazy A obserwuje sie w dystrofii miesni [86,87] i w stward-
nieniu rozsianym [26],

Tabela 5. Dziatanie lizosomalnej karboksypeptydazy A n¢ biologicznie czynne peptydy, wg [28]

Peptyd Sekwencja aminokwasowa

i
Endotelina |

Aktywnos$¢ %

Cys-Ser-Cys-Ser-Ser-Leu-Met-Asp-Lys-Glu-Cys- 100
w

Val-Tyr-Phe-Cys-His-Leu-Asp-lle-lle-Trp-OH

T T
Angiotensyna | tsp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-OH 9.5
v
Bradykinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH 6.1
T
Leu-enkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH <0,5
T v v
Substancja P Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NEL 338
T v
Substancja P (forma kwasowa) Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OH 216
1 v 4
Oksytocyna Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
1 v
Oksytocyna (forma kwasowa) Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-OH 10,4
Wazopresyna (forma zasadowa) ' <05
presy Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly- NH2
1 0

Wazopresyna (forma kwasowa)

Cys-Tyr-Phe-GlIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-OH

T - rozszczepiane wiazanie; za 100% przyjeto aktywnos$¢ wzgledem endoteliny I;

aktywno$¢ peptydazowa oceniano w pH 5,5; aktywnos$¢ amidazowa oceniano w pH 7,0
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Tabela 6. Dziatanie lizosomalnej karboksypeptydazy A na biologicznie czynne peptydy, wg [21]

Peptyd
Eledoizyna

Neurokinina A

T

D-Ala2-Leu5-enkefalinamid
A

T

D-Ala2-Met5-enkefalinamid
A

Angiotensyna Il

Polipeptyd trzustkowy (31-36)

Metorfinamid

Met-enkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH*

Dziatanie w pH: T -5,5 A-7,0; * - aktywno$¢ $ladowa, lub brak aktywnosci.

OZNACZANIE STEZENIA | AKTYWNOSCI

lloSciowego oznaczenia stezenia lizosomalnej karbok-
sypeptydazy A w homogenatach tkankowych i w ptynach
ustrojowych dokonuje sie przy uzyciu specyficznych prze-
ciwciat, technikg immunoenzymatyczng ELISA lub We-
stern btot [33,88,89]. Przy uzyciu przeciwcial mozna takze
dokona¢ lokalizacji komdrkowej i tkankowej tej peptydazy
metodg immunohistoenzymatyczng [89]. O ekspresji li-
zosomalnej karboksypeptydazy A wnioskuje sie takze na
podstawie wyizolowania i oznaczenia ilosciowego specy-
ficznego mMRNA [90]. Aktywnos$¢ lizosomalnej karboksy-
peptydazy A oznacza sie przy uzyciu Z-Phe-Tyr, Z-Phe-
Leu lub Z-Phe-Ala, w obecnosci 0,5 mol/l sacharozy i 0,1
mol/l KC1 jako stabilizatora [22,91,92]. llo$¢ uwolnionego
C-koricowego aminokwasu oznacza sie metoda ninhydry-
nowa [93]. Mozna takze sie postuzy¢ FA-Phe-Phe, $ledzac
rozktad tego substratu przez pomiar absorbancji przy 330
nm [92,94]. Aktywnos¢ esterazowa lizosomalnej karboksy-
peptydazy A oznacza sie przy uzyciu Z-Glu-Tyr-OEe [39].
Enzymatyczna hydroliza wigzania estrowego powoduje
uwalnianie grup karboksylowych, ktére miareczkuje sie
mianowanym roztworem NaOH wobec wskaznika lub po-
tencjometrycznie. Do oznaczenia aktywnos$ci amidazowej
lizosomalnej karboksypeptydazy A uzywa sie Z-Ser-Tyr-
-NH2 [49], Uwolniony amoniak oznacza sie przy uzyciu
odczynnika Nesslera. Aktywnos$¢ lizosomalnej karboksy-
peptydazy B oznacza sie przy uzyciu dipeptydéw majacych
C-koricowe aminokwasy zasadowe: Z-Gly-Arg, Z-Gly-Lys,
po aktywacji zwigzkami sulfhydrolowymi [95], Do ozna-
czania aktywnosci lizosomalnej karboksypeptydazy C stu-
zg peptydy zawierajgce reszte prolilowg w przedostatniej
pozycji od C-konica, takie jak Z-Pro-Phe i Z-Pro-Val [6],

ZAKONCZENIE
Jak wynika z dokonanego przegladu literatury biosyn-
teza, potranslacyjne modyfikacje, transport i aktywacja li-

zosomalnej prokarboksypeptydazy A odbywa sie wedtug
schematu dotyczacego takze innych peptydaz lizosomal-
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Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-NH2

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-NH2

Leu-Thr-Arg-Pro-Arg-Tyr-NH?2

Sekwencja aminokwasowa

v 1T

pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH2

A
v

His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH?2

A

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-OH*

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-NH2

nych. W odréznieniu od innych peptydaz lizosomalnych,
lizosomalna karboksypeptydaza A jest peptydazg wielo-
funkcyjng. Wspétuczestniczac w zachodzacej w lizosomach
degradacji biatek i peptydow peini funkcje kataboliczne.
Dokonujgc ograniczonej degradacji biologicznie czynnych
peptydéw w ptynach ustrojowych i tkankach petni funkcje
regulatorowg. Pelni takze role ochronng tworzgc miedzy-
czasteczkowe kompleksy z glikozydazami, co czyni je nie-
wrazliwymi na degradacje i inaktywacje proteolityczna.
Struktura, specyficzno$¢ substratowa i mechanizm dziata-
nia lizosomalnej karboksypeptydazy A tkanek zwierzecych
jest bardzo podobna do serynowych karboksypeptydaz niz-
szych organizmow, takich jak karboksypeptydaza Y droz-
dzy i karboksypeptydaza |l ziarna pszenicy [13,96],
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ABSTRACT

Lysosomal carboxypeptidaze A (cathepsin A) is synthetized in the form of preproenzyme, which undergoes to active enzyme as a result of post-
-translational modification. It splits off C-terminal amino acid residues from peptides and proteins and synergizes with other proteases in degra-
dation of cellular proteins in lysosomes. Lysosomal carboxypeptidaze A has an effect on peptide hormones and peptides of biological activity of
tissues and body fluids as well. It forms complexes with some glycosidases that protects them against proteolytic degradation. Deficiency of this
enzyme induces storage diseases. Lysosomal carboxypeptidaze A as multifunctional enzyme plays an important regulatory role in organismal
metabolism.
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Ros$linne uktady ubikwitylacji i degradacji biatek w proteasomach
- kluczowe elementy hormonalnych szlakéw sygnatowych

STRESZCZENIE

ktady ubikwitylacji uczestnicza w tworzeniu potaczen miedzy ubikwityng a reszta li-
Uzyny w biatku przeznaczonym do degradacji w proteasomie. Genom Arabidopsis thaliana
zawiera ponad 1300 genéw (-5% proteomu) kodujacych poszczeg6lne elementy uktadu ubi-
kwityna/proteasom 26S, z tego okoto 90% genéw koduje monomeryczne lub polimeryczne
ligazy ubikwitynowe E3 odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie biatka kierowanego do
degradacji. Roslinne ligazy E3 tworza zréznicowang rodzine biatek lub komplekséw biat-
kowych z charakterystycznymi domenami HECT, RING-finger lub U-box. W badaniach ro-
Slinnych uktadoéw ubikwitylacji szczeg6lne zainteresowanie budza wielopodjednostkowe
ligazy typu SCF uczestniczace m. in. w regulacji hormonalnych szlakéw sygnatowych. Do-
tychczasowe wyniki badan wskazuja, ze sygnaty hormonalne (auksyny, gibereliny) moga
aktywowac ubikwitylacje biatek represorowych lub moga chroni¢ okreslone biatka regula-
torowe, ktore przy braku hormonu (w odpowiedzi na etylen, kwas abscysynowy lub brasi-
nosteroidy) sg ubikwitylowane i degradowane w proteasomie.

WPROWADZENIE

Ubikwitylacja biatek, katalizowana przez uktad trzech enzyméw oraz zalezna
od ATP, uwazana byta przez dtugi czas jako sposob znakowania uszkodzonych
i nieprawidtowo sfatdowanych biatek, a takze bialek o krotkim czasie zycia do
degradacji w proteasomach 26S. Dzisiaj, po uptywie niemal 30 lat od odkrycia
ubikwityny, wiemy, ze poli- i monoubikwitylacja biatek petni réwniez szereg in-
nych funkcji niezwigzanych z proteolizg. Poliubikwitylacja moze by¢ sygnatem
w aktywacji kinaz biatkowych, w endocytozie biatek zlokalizowanych w btonie
komérkowej, a takze w naprawie DNA [1-3]. Mono- i diubikwitylacja nie jest sy-
gnatem do degradacji, natomiast odgrywa role w internalizacji receptoréw, sor-
towaniu pecherzykéw btonowych, w regulacji transkrypcji, w naprawie DNA
i w wyciszaniu genow [1-3]. W ostatnich latach opublikowano szereg artyku-
tow przegladowych w jezyku polskim, w ktorych oméwiono rézne zagadnienia
zwigzane z uktadem ubikwityna/proteasom 26S w drozdzach i w komdrkach
zwierzecych [4-7], Niniejsza praca jest prébg podsumowania najwazniejszych
osiggnie¢ w badaniach uktadow ubikwitylacji i proteasomalnej degradacji bia-
tek w roslinach. Rola tych uktadéw w regulacji proces6w wzrostu i rozwoju ro-
§lin jest obecnie intensywnie badana. Selektywna ubikwitylacja biatek jawi sie
tu jako kluczowy element szlakéw sygnatowych aktywowanych przez roslinne
hormony. Spektakularne osiggniecia, jakie odnotowano na tym polu, dajg pod-
stawe do przypuszczen, ze badania zwigzane z hormonalng regulacja proteolizy
nie tylko dostarczg odpowiedzi na wiele kluczowych pytan dotyczacych funk-
cjonowania fitohormondw, ale takze umozliwig poznanie wzajemnych zwiaz-
kow miedzy szlakami sygnatowymi aktywowanymi przez r6zne czynniki bio-
tyczne i abiotyczne [8-12].

ROSLINNE UKLADY UBIKWITYLACII
| DEGRADACIJI BIALEK W PROTEASOMACH

GENY A. thaliana KODUJACE UBIKWITYNE | BIALKA UBIKWITYNOPODOBNE

Ubikwityng (Ub) A. thaliana, réznigca sie tylko dwiema resztami aminokwa-
sowymi od ubikwityny drozdzy i trzema od ubikwityny kregowcoéw, kodowana
jest przez rodzine 14 genéw UBQ dzielacg sie na trzy podrodziny [13]. Geny po-
liubikwitynowe tworzace pierwsza podrodzing (UBQ3, UBQ4, UBQ10, UBQ11,
UBQ14) réznig sie miedzy sobg liczbg jednostek kodujacych ubikwityne; na
przyktad UBQ11l ma ich trzy, a UBQ10 sze$¢ [13,14], Geny drugiej podrodziny
(UBQ7, UBQ8, UBQY, UBQ12) majg od dwoch do oSmiu sekwencji kodujacych
ubikwityne bgadz polipeptydy do niej podobne. Na przyktad biatko kodowane
przez drugie powtdrzenie w UBQ7jest identyczne z ubikwityng zaledwie w 57%,
podczas gdy podobienstwo innych polipeptydéw siega nawet 99% [13,15], Jed-
na z jednostek genu UBQ7 koduje biatko RUB1 (ang. related to Ubiquitinl) uczest-
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Wykaz skrétéw: ARF (ang. auxin responsefactor)
- czynnik odpowiedzi na auksyne; AUX/IAA
- biatka represorowe kodowane przez geny
pierwotnych odpowiedzi na auksyne; CAND1
(ang. cullin associated and neddylation dissociated
1) - biatko uczestniczace w regulacji ligaz SCF;
LRR (ang. leucine-rich repeat) - powtorzenia
motywu bogatego w reszty leucyny; PUB (ang.
plant U-box protein) - ligaza z domeng U-box;
RUB1 (ang. related to ubiquitin 1) - biatko ubi-
kwitynopodobne; SCF (ang. Skpl-cullin-F-box
proteins) - kompleks ligazy ubikwitynowej;
UBA - gen kodujacy enzym EI aktywujacy
ubikwityne; UBC - gen kodujacy enzym ko-
niugujacy E2; UPL (ang. ubiquitin protein ligase)
- ligazy ubikwitynowe z domeng HECT
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niczace w regulacji aktywnosci ligazy ubikwitynowej SCF.
Produktami genéw ubikwitynowych trzeciej podrodziny sa
polipeptydy, z ktérych odcinana jest ubikwityna oraz male
biatka rybosomalne [13,16], Wszystkie czternascie gendw
UBQ A. thaliana zawiera w sumie 30 jednostek kodujacych
ubikwityne, chociaz na razie nie wiadomo, czy wszystkie
jednostki ulegajg ekspresiji.

Ubikwityna charakteryzuje sie globularng strukturg sta-
bilizowanag wigzaniami wodorowymi, z wystajgcym poza
ktebuszek fragmentem C-koncowym, w ktérym koncowa
reszta glicyny tworzy wigzanie izopeptydowe z grupg ami-
nowa potozong przy weglu £lizyny w biatku substratowym
lub z resztg lizyny w innej czgsteczce ubikwityny. Bardzo
podobna strukture ma takze wspomniane biatko RUB1 oraz
rézniace sie od niego tylko jedng resztg aminokwasowag biat-
ko RUB2 kodowane przez jedno z powtdrzen genu UBQ15
[13,15]. Biatko RUB3, identyczne tylko w 77% z pozostatymi
dwoma biatkami RUB, kodowane jest przez odrebny gen
[15,17], Na razie jedynie funkcja RUB1 zostata czesciowo
poznana, a hipotezy dotyczgce funkcji biatek RUB2 i RUB3
oczekujg na doswiadczalng weryfikacje.

ENZYMY UCZESTNICZACE W UBIKWITYLACII BIALEK

Przytaczenie ubikwityny do biatka substratowego po-
przedzone jest reakcjg aktywacji ubikwityny katalizowang
przez enzym aktywujacy EI. W pierwszym etapie docho-
dzi do utworzenia ubikwitylo-adenylanu (Ub-AMP), a na-
stepnie powstaje wigzanie tioestrowe miedzy ubikwityng
a resztg zachowanej w ewolucji cysteiny w centrum kata-
litycznym EIl. Ubikwityna, ktéra ulegta aktywacji, zostaje
przeniesiona na reszte cysteiny w enzymie koniugujacym
E2, skad ligaza ubikwitynowo-biatkowa E3 przenosi jg na
biatko substratowe [2,18],

Genom A. thaliana zawiera dwa geny (UBA1, UBA2) ko-
dujgce izoformy enzymu aktywujgcego El, ktorych sekwen-
cja aminokwasowa jest identyczna w 81% [19], Wykazano,
ze ekspresja obu genéw UBA zachodzi we wszystkich ba-
danych tkankach. Izoformy enzymu koniugujacego E2, ko-
dowane przez 37 genéw UBC, mozna zidentyfikowaé na
podstawie zachowanej w ewolucji, zbudowanej ze 150 reszt

A ligaza E3 z domeng HECT

EDo—

ba

C ligaza E3 typu SCF

B ligaza E3 z domeng RING-finger

(1@

Bou <

Ilgaza E3 z domeng U-box

(1] SG

S \

30 E2”
Rysunek 1. Schemat dziatania ligaz ubikwitynowo-biatkowych. A - ligaza z do-
menag HECT; B - ligaza z domena RING-finger; C - ligaza typu SCF; D - liga-

za z domeng U-box. Szczeg6ty opisano w tek$cie (na podstawie prac [8-10,22-
-25,27,39,40]).
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aminokwasowych domeny katalitycznej UBCC z resztg cy-
steiny w centrum aktywnym [17,20], Niektore z enzymow
UBC majg tylko domene UBCC (podklasa 1). Inne w czesci
C-konicowej majg dodatkowo domene transbtonowa, o cha-
rakterze kwasnym badz zasadowym (podklasa 2), a pozo-
state UBC majg zréznicowanej ditugosci rejon w N-konhcu
(podklasa 3) lub krotkie fragmenty po obu stronach domeny
UBCC (podklasa 4) [17], Zr6znicowanie izoform E2 pozo-
staje w zwigzku z ogromnag réznorodnosciag ligaz ubikwity-
nowych, z ktérymi E2 musi swoiscie oddziatywaé podczas
przenoszenia ubikwityny na biatko substratowe. Brak mu-
tantéw A. thaliana z defektami w genach UBC utrudnia ba-
danie szczeg6towej roli poszczegdbinych izoform E2. Tylko
jedno doniesienie wigze funkcje UBC19 i UBC20 z ubikwi-
tylacjg biatek regulujagcych mitoze przez kompleks ligazy
APC/C (ang. Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) [21],

Najliczniejszg i najbardziej zréznicowang grupe enzy-
mow kaskady ubikwitynowej tworza ligazy ubikwitynowo-
-biatkowe E3. Genom A. thaliana zawiera okoto 1300 genéw
kodujacych biatka, ktére badz same sg ligazami, badz ra-
zem z innymi biatkami wspéttworzg wielopodjednostkowe
kompleksy ligaz E3. Wiecej niz potowa sposréd tych genéw
koduje biatka z tzw. kasetg F, ktére rozpoznajg biatka prze-
znaczone do degradacji i wigzg je do kompleksu ligazy E3
[9-10], W pracy przegladowej opublikowanej w Postepach
Biologii Komorki omoéwiono sposob dziatania oraz funkcje
réznych typéw ligaz E3 w komérkach zwierzecych [4], Po-
dobne zré6znicowanie ligaz ubikwitynowo-biatkowych spo-
tykamy takze w roslinach.

Najmniej liczng grupe ligaz E3 w A. thaliana stanowig
biatka z domeng HECT (ang. Homology to EGAP C Terminus)
kodowane przez siedem gendéw okreslanych akronimem
UPL z numeracjg od 1 do 7 (ang. Ubiquitin Protein Ligase)
[22], We wszystkich ligazach UPL zbudowana z 350 reszt
aminokwasowych domena HECT potozona jest w czesci
C-koncowej biatka, natomiast w rejonie centralnym i w N-
-koncu wystepuja ré6zne motywy tworzace struktury po-
Sredniczagce w rozpoznaniu i wigzaniu biatka przeznaczo-
nego do ubikwitylacji [22,23], W A. thaliana wyodrebniono
cztery podrodziny ligaz z domeng HECT. Biatka UPL1
i UPL2 charakteryzujg sie wystepowaniem pojedynczych
domen UBA (ang. Ubicfuitin-Associated) i UIM (ang. Ubiqu-
itin-Interacting Motif) w rejonie centralnym czasteczki, za$
biatka UPL3 i UPL4 zawierajg domene utworzong przez
cztery powtdrzenia motywu ARM (ARMADILLO). W biat-
ku UPL5 wystepuje domena UBL (ang. Ubiquitin-Like) i re-
jon homologiczny z domeng wigzgaca lektyne, podczas gdy
w biatkach UPL6 i 7 wystepujg domeny wigzgce kalmodu-
line i domeny transbtonowe [22], Ligazy UPL jako jedyne
tworzg przejsSciowe wigzanie tioestrowe pomiedzy ubi-
kwityng a reszta zachowanej w ewolucji cysteiny potozong
w obrebie domeny HECT (Rys. 1A).

Najliczniejszg i najbardziej zr6znicowang grupe ligaz E3
stanowig biatka z domeng RING-finger (ang. real Interesting
New Gene) zbudowang z 70 reszt aminokwasowych, z resz-
tami cysteiny i histydyny wigzgcymi dwa jony cynku. Do-
mena RING-finger, posredniczaca w wigzaniu enzymu E2
(Rys. IB), réozni sie od motywu palca cynkowego tym, ze
tworzg go cztery, a nie dwie pary ligandéw wigzacych jony
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cynku. W domenie RING-finger, w ktérej znajduje sie tylko
jedna reszta histydyny (konfiguracja C3H C - RING-HC),
jest ona zawsze zlokalizowana w pozycji 4, natomiast w do-
menie z dwiema resztami histydyny (konfiguracja C3H2ZC3
- RING-H2), wystepuja one w pozycjach 4 i 5 [24]. Genom
A. thaliana koduje co najmniej 387 biatek z typowg dome-
na RING-finger, z czego 111 posiada motyw RING-HC, 214
motyw RING-H2, a w pozostatych biatkach domena RING-
-finger ma zmieniong strukture [24], Dzieki wyselekcjono-
waniu mutantéw A. thaliana z defektami w genach koduja-
cych biatka z domeng RING-finger poznano funkcje kilku
monomerycznych ligaz ubikwitynowych (COP1, CIP8, SI-
NATS5, HOS1, PRT1) [8,9],

Oddzielng grupe ligaz E3 tworzg kompleksy biatkowe
typu SCF (ang. Skpl-Cullin-F-box proteins) ztozone co naj-
mniej z czterech podjednostek (Rys. 1C). Rusztowanie dla
catego kompleksu tworzy kulina, z ktérej globularnym rejo-
nem C-koricowym wigze si¢ biatko RBX zawierajgce domene
RING-finger, natomiast z wydtuzonym rejonem N-kohco-
wym oddziatuje biatko SKP1 wigzace biatko z kasetg F [25].
Genom A. thaliana zawiera 10 genéw kodujacych kuliny
(AtCUL) [26,27], dwa geny RBX [28,29], 21 genéw SKP okre-
$lanych w przypadku A. thaliana akronimem ASK [27,30,31]
i okoto 700 gendéw kodujgcych biatka z kasetg F [27,32].

Rola genéw AtCUL w cyklu rozwojowym rosliny wydaje
sie zréznicowana [26]. Wykazano na przykiad, ze AtCULI
komplementuje mutacje cdc53 w drozdzach, podczas gdy
AtCUL4 nie moze zastgpi¢ zmutowanego drozdzowego
genu. Ponadto w A. thaliana mutacja w AtCULI prowadzi
do zatrzymania embriogenezy, co moze Swiadczy¢ o braku
zdolnosci zastagpienia funkcji AtCULI przez pozostate ku-
liny [26],

Biatko RBX1 z domeng RING-H2 wigze enzym koniu-
gujacy E2, umozliwiajgc jego kontakt z biatkiem substra-
towym zwiazanym z ligazg SCF poprzez biatko z kasetg F.
Ponadto przypuszcza sie, ze RBX1 allosterycznie aktywuje
enzym koniugujacy E2 oraz prawdopodobnie petni funkcje
ligazy E3 w kaskadzie enzymdéw odpowiedzialnych za tzw.
rubinylacje/nedylacje kuliny [29,33],

Biatka ASK/SKP odgrywaja role adaptorowag, tagczac ku-
line z jednym z wielu biatek z kasetg F (FBX, ang. F-box).
Genom A. thaliana zawiera 21 gendéw ASK (ang. Arabidop-
sis-SKPI-like), ktore podzielono na siedem klas w oparciu
o pierwszorzedowag strukture kodowanych przez nie biatek
[30], Dla poréwnania, drozdze majg 1 gen SKP, D. tnelano-
gaster - 7, C. elegans - 21 i cztowiek - 1 [34], Wydaje sie, ze
tylko geny ASK1 i ASK2 ulegajg ekspresji we wszystkich
badanych tkankach, podczas gdy pozostate geny ASK cha-
rakteryzujg sie zr6znicowanymi wzorcami ekspresji [30,31].
Dzieki wyselekcjonowaniu mutanta askl-1 czesciowo po-
znano funkcje tylko ASK1 [35,36].

Biatka FBX charakteryzujg sie wystepowaniem w N-
-konicu biatka zbudowanej z 60 reszt aminokwasowych ka-
sety F, a w rejonie C-koricowym wielu motywéw tworzg-
cych domeny odpowiedzialne za swoiste wigzanie biatka
przeznaczonego do ubikwitylacji [37], Pierwszych 40 reszt
aminokwasowych w kasecie F tworzy domene oddziatu-
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jacg z biatkiem ASK, a pozostate 20 reszt przypuszczalnie
decyduje o swoistosci wigzania z odpowiednim biatkiem
ASK [32]. Zachowana w ewolucji sekwencja kasety F umoz-
liwita zidentyfikowanie w genomie A. thaliana okoto 700
genéw FBX. W ten spos6b biatka FBX sg obecnie uwazane
za najliczniejsza rodzine biatek A. thaliana (2,7% biatek ko-
dowanych przez genom) [27,32], Dla poréwnania, drozdze
maja 14 genéw FBX, D. melanogaster - 24, C. elegans - 337,
cztowiek - 38. Nadrodzina biatek z kasetg F w A. thaliana
obejmuje pie¢ rodzin (A do E) dzielgcych sie dalej na szereg
grup w zaleznosci od tego jaka domena wystepuje w rejo-
nie C-koncowym biatka. 42 biatka z pierwszej grupy maja
typowa sekwencje LRR (ang. Leucine-rich repeat), a kolejne
160 biatek ma charakterystyczny dla biatek roslinnych mo-
tyw LRR-PD z reszta cysteiny [27,32], Powtdrzenia motywu
KELCH wystepujg w 100 biatkach [38], a 10 biatek ma do-
mene TUBBY. W nielicznych biatkach FBX wystepujg do-
meny WD-40 (2), ARMADILLO (2), powtérzenia TPR (ang.
tetratricopeptide repeat§) czy sekwencja podobna do lektyn
[27,32,37]. W wielu biatkach z kasetg F nie znaleziono zad-
nego poznanego dotagd motywu odpowiedzialnego za od-
dziatywania biatko-biatko, chociaz szczeg6towa analiza se-
kwencji aminokwasowej pozwolita wyodrebni¢ trzy nowe
domeny wystepujace tylko w biatkach z kasetg F [37], Tech-
nikg drozdzowego systemu dwuhybrydowego wykazano,
ze biatka FBX oddziatuja z niektérymi biatkami ASK.

Wielopodjednostkowg ligazg E3 zbudowang co najmniej
z 11 podjednostek jest kompleks APC/C (ang. anaphase pro-
moting complex/cyclosome). Podobnie jak ligazy typu SCF,
rowniez kompleks APC/C zawiera biatko podobne do kuli-
ny, do ktérego dotgczajg sie inne podjednostki, w tym réw-
niez biatko z domeng RING-finger [8-10], Substratami dla
APC/C sg biatka bezposrednio zaangazowane w przebieg
mitozy.

Kolejng grupe ligaz tworzg biatka z domeng U-box, ktéra
mimo ze nie zawiera jonéw cynku, to strukturalnie przy-
pomina domene RING-finger [39]. Biatka PUB (ang. plant
U-box protein) koduje w A. thaliana okoto 40 genéw podzie-
lonych na pig¢ klas na podstawie wystepujacych w nich
charakterystycznych motywow tworzacych domeny wigza-
ce biatka [40,41], Ros$linnymi ligazami typu PUB sg biatka
ARC1, PHOR1 i AtCHIP. Biatko ARC1 odgrywa wazna role
w mechanizmie samoniezgodnosci sporofitowej [8], biatko
PHOR1 posredniczy w sygnalizacji giberelinowej, a AtCHIP
funkcjonuje w warunkach stresu termicznego oraz katalizu-
je ubikwitylacje nieprawidtowo sfatdowanych biatek [42].

ROLA BIALKA UBIKWITYNOPODOBNEGO
RUB1, SYGNALOSOMU COP9 | BIALKA CAND1
W REGULACII AKTYWNOSCI LIGAZ TYPU SCF

W drugiej potowie lat 90-tych XX wieku w badaniach
prowadzonych na drozdzach ustalono, ze biatko ubikwity-
nopodobne RUB1 przenoszone jest na reszte lizyny w biatku
Cdc53p (drozdzowa kulina w ligazie SCFGrl) przez enzymy
tworzace kaskade analogiczng do systemu ubikwitylacji
[43]. W badaniach mutantéw A. thaliana niewrazliwych na
auksyne zidentyfikowano i sklonowano gen AXR1 (ang. au-
xin-Resistant 1) kodujacy biatko homologiczne z drozdzowa
podjednostkg heterodimerycznego enzymu aktywujgcego
RUB1 [44], W miare postepu badan okazato sie, ze rowniez
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Rysunek 2. Rubinylacja i derubinylacja kuliny, mechanizmem regulujacym aktywno$¢ ligazy E3 typu SCF. Szczegd6ty opisano w tek$cie (na podstawie prac [43,47-

-49,54,55]).

w A. thaliana AXR1 razem z biatkiem ECR1 tworzg hetero-
dimer - enzym aktywujacy RUBI [45]. Enzymem koniugu-
jacym jest biatko RCE1 (ang. RUB-conjugating enzyry 1) [46],
a ligazg przenoszacg RUBI z RCE1 na kuline jest przypusz-
czalnie biatko AtRBXI, podjednostka ligazy SCF (Rys. 2)
[29,33], Rubinylacja nazywana takze nedylacjg (NEDDS jest
homologiem RUBI wystepujacym u ludzi) aktywuje ligaze
SCF ufatwiajac, jak sie przypuszcza, asocjacje enzymu ko-
niugujacego E2 z biatkiem RBX1.

W reakcji derubinylacji/denedylacji kuliny posredniczy
wielopodjednostkowy i wielofunkcyjny kompleks biatko-
wy COP9 poznany po raz pierwszy u mutantow fotomor-
fogenetycznych cop/det/fus A. thaliana, a pézniej takze w in-
nych organizmach wielokomérkowych [47,48]. Kompleks
COP9, nazywany takze sygnatosomem COP9 lub okres$lany
akronimem CSN, zbudowany jest z oSmiu polipeptydéw
AtCSNI-8. Sygnatosom COP9 wigze sie z kuling za po-
Srednictwem podjednostki CSN2, a poprzez CSN1 i CSN6
z biatkiem RBX1. Podjednostka CSN5 z charakterystycznym
motywem JAMM Kkatalizuje hydrolityczne rozszczepienie
wigzania amidowego miedzy kuling a RUBI. Biatko AtC-
SN5 moze wystepowaé samodzielnie, przede wszystkim
w cytosolu, jednak jego aktywno$¢ izopeptydazowa ujaw-
nia sie jedynie woéwczas, gdy wchodzi w sktad kompleksu
COP9 [43,49]. W doswiadczeniach in vitro COP9 odszczepia
RUBI od kuliny i hamuje aktywnos$¢ ligazy SCF, chociaz
analiza zmian fenotypowych mutantéw dowodzi, ze in vivo
sygnatosom COP9 raczej promuje zalezng od ligazy SCF
ubikwitylacje biatek [49,50], Kompleks COP9/CSN funkcjo-
nuje takze w innych, pozornie niezwigzanych ze soba pro-
cesach. Wiadomo, ze kompleks ten odgrywa niewyjasniona
do konhca role w zaleznej od $Swiatta migracji ligazy COP1
z cytoplazmy do jadra komdrkowego oraz reguluje jej ak-
tywnos¢ katalityczng [8,51].

Kolejnym biatkiem zaangazowanym w regulacje ligaz
SCF jest biatko CANDI (ang. cullin associated and neddylation
dissociated!) okres$lane rowniez akronimem TIP120A [52,53].
Wyniki badan prowadzonych na liniach komoérek ludzkich
sugerujg, ze CANDI moze wspotzawodniczy¢ z biatkiem
SKP1 o miejsce wigzace na kulinie, wptywajac w ten spo-
s6b hamujgco na aktywnos$¢ ligazy SCF [52,53], Rubinylacja
kuliny lub asocjacja SKP1/ASK1 powoduje oddysocjowanie
CANDI z kompleksu CUL1-RBX1, prowadzac do aktywacji
ligazy SCF (Rys. 2) [43,52]. Wnioski wynikajgce z tych badan
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nie zyskaly doswiadczalnego potwierdzenia, bowiem mu-
tant eta2 A. thaliana z defektem w CAND1 wykazuje obni-
zong aktywnos$¢ ligazy SCF, a zmiany fenotypowe mutanta
Swiadczg o zaburzeniach szlakow sygnatowych aktywowa-
nych przez fitohormony oraz szlakéw zaleznych od ligazy
ubikwitynowej COP1 regulowanych przez $wiatto [54-56],
Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze biatko CAND1
jest jednym z elementow skomplikowanego mechanizmu
regulujagcego aktywnos$¢ ligaz SCF, w ktorym podstawowg
role gra rubinylacja/derubinylacja kuliny. Wydaje sie réw-
niez, ze funkcja regulacyjna CAND1 nie ogranicza sie tyl-
ko do wielopodjednostkowych ligaz zawierajacych kuline
[55].

PROTEASOMY 26S | ENZYMY DEUBIKWITYLUJACE (DUB)

Proteasom 26S jest wielopodjednostkowg proteazg o ma-
sie czasteczkowej okoto 2,5 MDa, funkcjonujacg w zaleznej
od ATP degradacji poliubikwitylowanych biatek. W petni
aktywny proteasom jest zbudowany co najmniej z 32 r6z-
nych polipeptydéw tworzacych kompleks rdzeniowy (CP)
0 wspotczynniku sedymentacji 20S oraz kompleks regulato-
rowy (RP lub PA700) o wspétczynniku 19S [10,57,58]. Cy-
lindryczny kompleks rdzeniowy tworzg cztery wspoétosio-
we pierscienie, z ktorych kazdy jest zbudowany z siedmiu
polipeptydéw. Dwa zewnetrzne pierscienie sg utworzone
przez podjednostki a, za$ pierScienie wewnetrzne zbudo-
wane sg z polipeptydéw 2 W sumie caty kompleks rdze-
niowy ma konfiguracje al7/ f 17/ f 17/a 17(Rys. 3). Dostep do
whnetrza kompleksu 20S jest regulowany przez pierscienie
a, w ktorych rejony N-koncowe polipeptydow umozliwia-
ja zmiane S$rednicy kanatu wejsciowego prowadzacego do
wnetrza proteasomu [58]. Aktywnos¢ proteolityczna kom-
pleksu rdzeniowego jest zwigzana z podjednostkami fvf 2
1/? obu pierscieni /2, ktore tworzg wewnatrz cylindra prze-
strzen katalityczng (Rys. 3) [57], Rozfaldowane biatko we
wnetrzu kompleksu rdzeniowego zostaje pociete na mate
fragmenty dzieki zdolnosSci podjednostek p hydrolizy wig-
zan peptydoglutamylo-peptydowych oraz ich aktywnosci
proteolitycznej wykazujacej podobienstwa do trypsyny
i chymotrypsyny [57,58].

Kompleks regulatorowy (RP) rozpoznaje i wigze ubikwi-
tylowane substraty, uwalnia czgsteczki ubikwityny z kom-
plekséw z substratami, indukuje zmiany konformacyjne
w pierscieniach a powodujac otwieranie kanatow wejscio-
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wych, rozfaldowuje oraz wspétuczestniczy w transloka-
cji tancuchow potipeptydowych do wnetrza proteasomu,
aktywuje proteolize poprzez allosteryczne oddziatywanie
z centrum katalitycznym kompleksu 20S oraz wspétuczest-
niczy w usuwaniu produktow proteolizy [57,58]. W kom-
pleksie regulatorowym utworzonym przez 18 podjedno-
stek wyro6znia sie dwie czesci: podstawe i wieczko (Rys.
3). Podstawa kompleksu regulatorowego, przylegajgca do
zewnetrznego pierscienia a w kompleksie rdzeniowym,
zbudowana jest z szeSciu podjednostek RPT (RPT1-RPT6)
oraz trzech podjednostek RPN1, RPN2 i RPN10. Polipeptyd
RPT5 wydaje sig¢ wspoétuczestniczy¢ w rozpoznaniu poliu-
bikwitylowanego substratu [57], a szeSciocztonowy pier-
scien RPT1-6, dzieki aktywnos$ci ATPazowej tworzgcych
go biatek, uczestniczy w wigzaniu i rozfatldowywaniu ubi-
kwitylowanego biatka i translokacji tancucha polipeptydo-
wego do wnetrza proteasomu [57-59], Podjednostka RPN 10
zawierajgca domene UIM (ang. ubiquitin-interacting motif)
posredniczy w wigzaniu tancucha poliubikwitynowego,
a ponadto tgczy podstawe z wieczkiem [58,59], Polipeptyd
RPN1 wspdtuczestniczy w rozpoznawaniu biatek ubikwi-
tynopodobnych, a razem z RPN2 kooperuje w rozfatdowy-
waniu substratu i wspomaga translokacje polipeptydu do
wnetrza proteasomu. Wieczko proteasomu jest zbudowane
z dziewigciu polipeptydéw (RPN3, RPN5-RPN9, RPN11-
-RPN13), ktérych budowa pierwszorzedowa sugeruje ewo-
lucyjne pokrewienstwo z sygnatosomem COP9 i komplek-
sem elF3 inicjujgcym translacje w organizmach eukariotycz-
nych [59], Ponadto biatka RPN11 i RPN13 prawdopodobnie
uczestniczg w odcinaniu tancucha poliubikwitynowego od
biatka substratowego [57],

W komérkach A. thaliana, w przeciwienstwie do drozdzy,
wiekszos$¢ polipeptydéw tworzgcych kompleksy rdzenio-
wy iregulatorowy kodowana jest przez pary genoéw [60,61].
Polipeptydy budujgce kompleks rdzeniowy sg kodowane
przez 23 geny, z tego 13 genéw koduje 7 podjednostek a,

Wieczko
KOMPLEKS
REGULATOROWY
19S
Podstawa
(0
KOMPLEKS PRZEDZIAt B i
RZDOZSENIOWY KATALITYCZNY

Rysunek 3. Schemat budowy proteasomu 26S. Szczeg6ty opisano w tek$cie (na
podstawie prac [10,57,60-62]).
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a pozostate 10 genéw koduje 7 podjednostek (3[61]. Polipep-
tydy kompleksu regulatorowego 19S sg kodowane przez 31
gendw, z tego kazdy z pieciu polipeptydow RPT, z wyjat-
kiem RPT3, jest kodowany przez dwa geny [62], Podobna
sytuacja zachodzi w przypadku polipeptydéw RPN1-3,
RPN5, RPN8, RPN9 i RPN12, a tylko peptydy RPNG6-7
i RPN10-11 sg kodowane przez pojedyncze geny [60]. Wy-
niki tych badan dowodzg, ze w komoérkach A. thaliana wy-
stepuje heterogenna pula proteasomow 26S, podobnie jak
w komorkach ryzu [63].

tancuchy poliubikwitynowe odciete od biatek sg nastep-
nie degradowane przez enzymy deubikwitylujagce (DUB),
ktore sg proteazami cysteinowymi obejmujacymi dwie
odrebne rodziny UBP (ang. Ub-specific processing protease) i
UCH (ang. Ub carboxy-terminal hydrolase) [64], Rodzina pro-
teaz UBP uczestniczy w odcinaniu czasteczek ubikwityny
od poliubikwitynowych tancuchéw, a takze hydrolizuje
wigzanie izopeptydowe pomiedzy ubikwityng a biatkiem
ubikwitylowanym. Rodzina hydrolaz UCH obejmuje sto-
sunkowo mate biatka (o masie czasteczkowej 20-30 kDa),
ktore odcinaja od ubikwityny mate fragmenty polipepty-
dowe od C-konica, a niektére uwalniajg monomery ubikwi-
tyny z wolnego konca tancucha poliubikwitynowego [64],
Do tej pory w genomie A. thaliana zidentyfikowano okoto
30 genow kodujacych enzymy deubikwitylujace, z tego 27
koduje biatka nalezace do grupy proteaz UBP, a dwa biatka
hydrolaz UCH [57,65],

UKLADY UBIKWITYLACIJII DEGRADACII BIALEK
FUNKCJONUJACE W SZLAKACH SYGNALOWYCH
AKTYWOWANYCH PRZEZ FITOHORMONY

SELEKTYWNA DEGRADACIJA BIALEK
W SYGNALIZACIJI AUKSYNOWE]

Auksyny graja kluczowa role w regulacji wielu proceséw
zwigzanych ze wzrostem i rozwojem roslin. Jedna z nich,
kwas indolilo-3-octowy, uczestniczy w regulacji embrio-
genezy i podziatdw komérkowych, kontroluje wydtuzanie
i ré6znicowanie komorek, formowanie korzeni bocznych,
dominacje wierzchotkowa i grawitropizm. W pracy prze-
gladowej opublikowanej w Postepach Biologii Komorki
podsumowano najwazniejsze osiagnhiecia w poszukiwa-
niach pierwotnych mechanizméw dziatania auksyn [44].
Zasygnalizowane wéwczas nowatorskie badania wigza-
ce sygnalizacje auksynowag z ubikwitylacjg biatek staty sie
z czasem wiodgcym kierunkiem poszukiwan zwigzanych
z badaniami auksyn. Potwierdza to m. in. liczba prac prze-
gladowych opublikowanych na ten temat w literaturze
ogolnoswiatowej [66-70],

CZYNNIKI ODPOWIEDZI AUKSYNOWYCH
ARF | BIALKA AUX/IAA

Poznanie sekwencji promotorowych genéw tzw. pier-
wotnych odpowiedzi auksynowych i zidentyfikowanie
tzw. elementéw odpowiedzi auksynowych AuxRE (ang.
auxin response elements) umozliwito poznanie i sklonowanie
gendéw kodujgcych czynniki odpowiedzi auksynowej ARF
(ang. auxin response factor) [44], Genom A. thaliana zawie-
ra 22 geny ARF i jeden pseudogen ARF23 kodujgce biatka
0 masie czasteczkowej 67-129 kDa. Wszystkie ARF taczy
obecnos$¢ N-koncowej domeny wigzacej DNA (DBD), dzie-
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Rysunek 4. Schemat budowy wybranych czynnikéw odpowiedzi auksynowych
(ARF) i biatek represorowych AUXZ/IAA. Szczegbty opisano w teks$cie (na pod-
stawie prac [71-76]).

ki ktorej biatka te wigza sie z sekwencjg TGTCTC w AuxRE
(Rys. 4A) [71,72], Polipeptydy ARF majg w czesci srodko-
wej fragmenty bogate w reszty seryny, a niektore zawierajg
dodatkowo reszty glutaminy, leucyny lub proliny tworzgce
domene MR (ang. middle region) [73]. W dos$wiadczeniach
prowadzonych na transgenicznych roslinach wykazano, ze
niektére ARF sg represorami genu reporterowego GUS pod
promotorem AuxRE, podczas gdy ARF zawierajagce w cze-
Sci srodkowej reszty glutaminy, aktywujg ekspresje genu
reporterowego [71-73]. C-koniec ARF zawiera domene CTD
(ang. carboxyl-terminal domain) z dwoma charakterystyczny-
mi motywami (Il i IV) odpowiedzialnymi za dimeryzacje
[71,72], Niektore biatka ARF majg typowe sekwencje NLS
kierujace biatko do jadra, w innych sekwencja NLS jest
zlokalizowana w domenie DBD, a jeszcze inne sg trans-
portowane do jadra jako heterodimery z innym biatkiem.
Ekspresja genow ARF zachodzi we wszystkich dojrzatych
organach i nie jest aktywowana przez auksyny [74].

Sposréd gendéw regulowanych przez auksyny specjalne
zainteresowanie budzg geny pierwotnych odpowiedzi na
auksyny. Najlepiej poznang klase w A. thaliana tworzy gru-
pa 29 genéw AUX/IAA [74,75]. Hydrofilowe biatka AUX/
IAA o0 masie czasteczkowej 19-36 kDa charakteryzuje obec-
nos¢ czterech zachowanych w ewolucji domen I- IV (Rys.
4B), z ktérych domeny Il i IV sa podobne do domen IIl i IV
w ARF [74,75]. Domena | AUX/IAA, zawierajaca sekwencje
LXLXL, petni przypuszczalnie funkcje domeny represorowej
wobec czynnikdw ARF [76], Domena Il utworzona przez 13
reszt aminokwasowych jest nazywana ,,degronem", ponie-
waz odgrywa kluczowa role w regulowanej przez auksyne
degradacji biatek AUX/IAA [77], W komorkach mutantow
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axr3/iaal7, shy2/iaa3, axr2/iaa7 z defektami w domenie Il
stwierdzono wielokrotnie wyzszy poziom odpowiednich
biatek AUX/IAA, a zmiany fenotypowe towarzyszace tym
mutacjom jednoznacznie wskazujg, iz biatka AUX/IAA sa
elementami szlakdéw sygnalizacji auksynowej [67,68,74].
Krétki okres péttrwania biatek AUXZ/IAA, wydtuzajacy
sie w obecnosci inhibitoréw proteasoméw, dodatkowo po-
twierdza funkcjonowanie regulowanego przez auksyne pre-
cyzyjnego mechanizmu selektywnej degradacji tych biatek
w proteasomach [78]. Do podobnych wnioskéw prowadza
réwniez wyniki doswiadczen, w ktérych z zastosowaniem
sekwencji antysensownych obnizono poziom mRNA kodu-
jacego jedng z podjednostek a proteasomu [79],

ZALEZNA OD AUKSYNY UBIKWITYLACIA
BIALEK AUXZIAA

Pierwsze przypuszczenia na temat zwigzk6w mechani-
zmu regulujacego ubikwitylacje i degradacje bialek z sy-
gnalizacjg auksynowgq opierajg sie na wynikach badan mu-
tantow axrl (ang. auxin-resistantl), tirl (ang. transport inhi-
bitor responsel), a takze biatka ubikwitynopodobnego RUB1
A. thaliana [44], Gen AXR1 koduje biatko homologiczne do
enzymu aktywujgcego ubikwityne El, pozbawione jednak
w C-koncu zachowanej w ewolucji reszty cysteiny [44,69],
Gen ECR1 koduje biatko tworzace z AXR1 dimer - enzym
aktywujacy RUB1 [45,46]. Sklonowanie genu TIR1 koduja-
cego biatko zawierajgce kasete F stato sie impulsem do po-
szukiwan zwigzkéw miedzy sygnalizacjg auksynowa a ubi-
kwitylacja biatek [80]. Ostatecznych dowodéw potwierdza-
jacych role kompleksu ligazy SCFTIRLw ubikwitylacji biatek
AUX/IAA dostarczyty badania, w ktorych wykazano, ze
biatka AXR2/1AA7 i AXR3/1AA17 oddziatujg fizycznie
za posrednictwem domeny Il z biatkiem TIR1, a mutacje
w obrebie tej domeny blokujg lub znaczgco ograniczajg od-
dziatywania z SCFTRL [78,81,82], Obecnie wiadomo jest, ze
wigzanie biatek AUX/IAA z TIR1, a w konsekwencji ich
ubikwitylacja i proteolityczna degradacja w proteasomach
jest aktywowana przez auksyne, chociaz nadal nie znany
jest mechanizm decydujacy o tym, ktére z 29 biatek AUX/
IAA ma ulec ubikwitylacji. Wiemy, ze mechanizm regulacji
kompleksu SCFTRL obejmuje m. in. rubinylacje kuliny, kto-
ra sprzyja wigzaniu enzymu E2 z biatkiem RBX [43,45,46].
Mutanty z defektem w genach AXR1 i RCE1 wykazujg sze-
reg zmian rozwojowych, a podwojne mutanty axrl/rcel sg
letalne [33]. Pojawity sie takze prace wskazujgce na udziat
sygnatosomu COP9/CSN w regulacji aktywnosci komplek-
sOw SCF [50,51]. Mutacja w genie CSN5 kodujgcym jedng
z podjednostek COP9 prowadzi do zmian fenotypowych,
ktoérych charakter swiadczy o zaburzeniach proceséw kon-
trolowanych przez auksyny. Do prawidtowego funkcjono-
wania SCFTIRL konieczne jest rowniez biatko SGTIb/ETA3,
ktoére za posrednictwem C-konca oddziatuje z bogatvm
w reszty leucyny odcinkiem TIR1 [83], Nadekspresja genu
SGTIb/ETA3 znosi czeSciowo defekty wywotane mutacjami
w genie TIR1, co sugeruje, ze SGTIb/ETAS3 jest konforma-
cyjnym aktywatorem ubikwitylacji.

Mechanizm regulujgcy ubikwitylacje AUX/IAA w odpo-
wiedzi narosngce stezenie auksyny nie jest dobrze poznany,
poniewaz dotyczy zjawiska percepcji sygnatu auksynowego
i wymaga znajomosci wszystkich elementéw szlaku sygna-
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towego potozonych miedzy receptorami a biatkami AUX/
IAA. Gtowny nurt badan zwigzanych z identyfikacjg biatek
receptorowych skupiat sie od wielu lat na rozpuszczalnym
biatku ABPI (ang. auxin binding protein 1), w przypadku kt6-
rego wigzanie auksyny moze mie¢ charakter oddziatywan
typu ligand-receptor [44], Rozw6j badan nad biatkami no-
$nikowymi pozwolit na wysuniecie przypuszczenia, ze nie-
ktore z tych btonowych transporteréw auksyn moga petnié¢
funkcje biatek wrazliwych na zmiany wewngatrzkomorko-
wego stezenia hormonu [70], Warto réwniez zaznaczyé, iz
w wielu roslinach zidentyfikowano szereg rozpuszczalnych
biatek charakteryzujacych sie wysokim powinowactwem
wzgledem auksyn [44,69],

Woczesdniejsze wyniki badann prowadzonych gtéwnie na
drozdzach sugerowaty, ze rosngce stezenie auksyny mogto-
by wptywaé na selektywng fosforylacje biatek AUX/IAA

ABP1

PINOID
MAPKKK

&w‘qko

AUX/IAA

-FOSFORYLACJA ?

rozpoznawanych nastepnie przez kompleks ligazy SCFTRL
Nawigzujac do tych sugestii niektérzy autorzy proponuja,
ze w fosforylacji AUX/IAA moze bra¢ udziat aktywowana
przez auksyny kaskada kinaz biatkowych MAP lub seryno-
wo/treoninowa kinaza biatkowa PINOID (PID) (Rys. 5) [84],
Fosforylacje niektorych biatek AUX/IAA obserwowano
w doswiadczeniach z fitochromem A, ktéry, jak wiadomo,
posiada aktywnos$¢ serynowo/treoninowej kinazy biatko-
wej [84], Jednak wyniki najnowszych badan prowadzonych
w ekstrakcie komoérkowym pozbawionym bton dowodza,
iz w modyfikacji biatek AUX/IAA promujgcej ich wigzanie
do ligazy SCFTRL nie uczestniczg receptory btonowe, w tym
réwniez ABPI, ani zaden z btonowych elementéw szlakéw
sygnatowych [85]. Wydaje sie réwniez, ze do ubikwitylacji
AUX/IAA nie jest konieczna fosforylacja, ani hydroksyla-
cja proliny w domenie Il, natomiast moze jej sprzyja¢ izo-
meryzacja cis-trans wigzania peptydowego potozonego za
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Rysunek 5. Regulowana przez auksyne ubikwitylacja biatek represorowych AUX/IAA. Schemat obejmuje proponowane elementy szlakéw sygnatowych mogace uczest-
niczy¢ w fosforylacji AUX/IAA. Modyfikacja AUX/IAA lub aktywacja kinazy SCF™, indukowane przez auksyne, promuja ubikwitylacje biatek represorowych AUX/

IAA. Szczegdty opisano w tek$cie (na podstawie prac [66-68,76,78,82,84,86]).
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jedna z dwoéch konserwatywnych reszt proliny w domenie
11 [85],

Na podstawie dotychczasowych wynikéw mozna zapro-
ponowac nastepujgcy mechanizm regulacji ekspresji genéw
przez auksyne (Rys. 5). W warunkach braku lub niskiego
stezenia auksyny biatka AUX/1AA tworzg heterodimery
z czynnikami odpowiedzi auksynowej ARF blokujac w ten
sposo6b ich dziatanie aktywujgce lub hamujgce na ekspresje
odpowiednich genéw. Wzrost stezenia auksyny prowadzi
do modyfikacji odpowiedniego biatka AUX/IAA promu-
jacej jego ubikwitylacje bagdz wptywa aktywujgco na liga-
ze SCF regulowang przez uktad rubinylacji/derubinylacji
kuliny oraz przez biatka CANDI i SGTIb [86]. Degradacja
biatka AUXZ/1AA prowadzi do uwolnienia z heterodimeru
AUX/1AA-ARF odpowiedniego biatka ARF, ktére moze
aktywowac lub hamowac¢ ekspresje genéw pierwotnych od-
powiedzi auksynowych (w tym roéwniez genéw AUX/IAA),
a produkty tych gendéw z kolei regulujg aktywno$é¢ genéw
zaangazowanych w procesy wzrostowe i rozwojowe rosli-
ny. Spadek stezenia auksyny prowadzi do wzrostu pozio-
mu biatek AUX/IAA w jadrze, ktore ,,wytaczajg" biatka
ARF tworzac z nimi nieaktywne heterodimery. W ten spo-
séb komorka staje sie gotowa do odbioru kolejnego sygnatu
auksynowego.

ROLA UKLADOW UBIKWITYNA/PROTEASOM 26S W
GIBERELINOWYCH SZLAKACH SYGNALOWYCH

W cyklu rozwojowym rosliny gibereliny (GA) kontrolu-
ja caty ciag procesdw poczynajac od kietkowania i wzrostu
wydtuzeniowego hypokotyla, poprzez indukcje kwitnienia,
rozrost lisci, wzrost wydtuzeniowy miedzywezli, a konczac
na rozwoju kwiatéw i dojrzewaniu owocow. Pierwotne me-
chanizmy dziatania giberelin, pozostajgce od lat w centrum
uwagi wielu zespotéw badawczych, byty tematem opubli-
kowanej przed kilku laty pracy przegladowej [87], Zainte-
resowanemu Czytelnikowi polecamy najnowsze artykuty
monograficzne opublikowane w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym [88-91],

ZALEZNA OD GIBERELINY DEGRADACIJA BIALEK DELLA

Postepy w badaniach giberelinowych szlakéw przekazy-
wania sygnatu staty sie mozliwe dzieki wyselekcjonowaniu
szeregu mutantow giberelinowych A. thaliana, a szczegdlnie
mutantéw nalezacych do dwéch odrebnych grup okresla-
nych jako mutanty ,,kartowate" i mutanty ,,wysmukie" [87],
Mutanty ,,kartowate" fenotypowo przypominajg mutanta
gal-3 z defektem w biosyntezie giberelin, chociaz w odroz-
nieniu od niego po aplikacji gibereliny nie osiggajg nigdy
rozmiaroéw roslin linii dzikich. Mutanty ,,wysmukie", mimo
ze nie zawierajg podwyzszonego poziomu aktywnych gi-
berelin, sg podobne do ro$lin normlanych traktowanych
giberelina.

Mutanty gai (ang.gibberellin insensitive) i rga (ang. repressor
ofgal-3) z grupy ,,kartowatych" majg zmienione geny kodu-
jace czynniki transkrypcyjne (Rys. 6A). W wyniku delecji 51
par zasad w GAIl kodowane biatko ulegto skroceniu w cze-
sci N-koricowej o 17 reszt aminokwasowych [92], Skréceniu
polipeptydu o rejon DELLA (nazwa pochodzi od pierw-
szych pieciu reszt aminokwaséw w tym rejonie) towarzysza
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Rysunek 6. Schemat budowy polipeptydéw DELLA i biatka SLY1 z kaseta
F funkcjonujacych w sygnalizacji giberelinowej. Szczegdty opisano w tekscie (na
podstawie prac [92-95,104])

zmiany fenotypowe, ktérych charakter wskazuje na brak
wrazliwosci mutanta na GA. Sekwencja aminokwasowa
czesci C-koncowej polipeptydu GAI jest homologiczna do
biatek SCR (ang. scarecrow) A. thaliana i LS (ang. lateral supre-
sor) pomidora, tworzacych rodzine czynnikéw transkryp-
cyjnych [92], W tym rejonie zlokalizowana jest zachowana
w ewolucji domena VHIID oraz dwie charakterystyczne
sekwencje LHKLL i VHALL podobne do sekwencji LXXLL
wystepujacej w koaktywatorach transkrypcji u kregowcow.
Poddajac mutanty gai powtdérnej mutacji uzyskano kilka po-
dwadéjnych mutantow supresorowych (gai-dl, gai-d2, gai-d5,
gai-d7), ktére fenotypowo przypominajg rosliny linii dzikich
[92], Wszystkie podwdéjne mutanty obok istniejgcej mutacji
gai (brak 51 par zasad) majg dodatkowg mutacje substytu-
cyjna lub delecyjng w innym rejonie genu, ktéra w wiek-
szosci przypadkéw prowadzi do skrécenia polipeptydu.
Zatem zmiana fenotypu podwdéjnego mutanta w kierunku
fenotypu rosliny dzikiej wigze sie z utratg funkcji skréco-
nego biatka GAI. Potwierdza to rowniez zanik kartowatosci
u podwdjnego mutanta gai-t6, ktory na skutek mutacji nie
syntetyzuje zadnego produktu. Uzyskane wyniki jedno-
znacznie dowodza, ze biatko GAI funkcjonuje w sygnaliza-
cji giberelinowej jako negatywny regulator oraz wskazuja,
iz gibereling znosi represyjne dziatanie GAI.

Gen RGA koduje biatko identyczne z GAI w 83%, ktére
rozni si¢ od GAIl w czesci N-kohcowej, ale posiada réwniez
charakterystyczng sekwencje DELLA [93], Dalsze badania
dowiodty, ze genom A. thaliana zawiera jeszcze trzy inne
geny podobne do RGA - RGL1-3 (ang. RGA-like) (Rys. 6A)
[94,95]. Wszystkie biatka z domeng DELLA i zachowang
w ewolucji sekwencjg VHYNP tworzg podrodzine w li-
czacej w A. thaliana ponad 33 biatek rodzinie biatek GRAS
uczestniczacych w regulacji ekspresji genow [96].

Roslinami fenotypowo podobnymi do gai i rga sg nisko-
pienne odmiany d8 kukurydzy i ht3 pszenicy [97], W bada-
niach prowadzonych na odmianach pszenicy Rht-Bl i Rht-
D1 (ang. reduced height) oraz kukurydzy d8 wykazano, ze
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kartowato$¢ tych odmian jest zwigzana z mutacjg w genach
homologicznych z GA1/RGA w zachowanym w ewolucji re-
jonie N-koncowym polipeptydu. W ostatnich latach geny
homologiczne z GAIl i RGA zidentyfikowano takze w ryzu
(OsGAlI, SLR1) [98], jeczmieniu (SLN1) i winorosli (VVGAII)
[88-91],

W badaniach lokalizacji biatek DELLA z zastosowaniem
chimer z GFP wykazano, ze biatka RGA, RGL1, SLR1 iSLN1
wystepujg na terenie jadra komoérkowego [94,99-101], Za-
obserwowano rdéwniez, ze gibereliny znaczaco obnizajg
poziom GFP-RGA i GFP-SLR1 w jadrze [99,100], chociaz
sprzeczne wyniki uzyskano w przypadku biatek chime-
rycznych GFP-GAI i GFP-RGL1 [94,102], Wyniki wskazu-
jace, iz poziom biatek GFP-RGA i GFP-SLN1 z mutacjami
w domenie DELLA nie zmienia sie pod wptywem giberelin,
wskazujg na udziat domeny DELLA w odbiorze sygnatu gi-
berelinowego [101,103],

Mechanizm regulowanej przez gibereliny degradacji bia-
tek DELLA zostat juz czesciowo wyjasniony dzieki wyse-
lekcjonowaniu mutanta slyl (ang. sleepy 1) i sklonowaniu
zmutowanego genu [104], Okazato sie, ze SLY1 koduje sto-
sunkowo krotki polipeptyd, ktéry w czesci N-koricowej ma
typowa kasete F, a w rejonie centralnym i C-konicu charak-
terystyczne sekwencje GGF i LSL
(Rys. 6B). Mutacja w genie SLY1
prowadzi do wzrostu poziomu
biatka RGA, podczas gdy mutacja
w genie RGA eliminujgca synteze
jakiegokolwiek produktu zno-
si czeSciowo mutacje slyl [104],
Przypuszczenie, ze biatka DEL-
LA sa substratami ligazy SCFIV1
zostalo ostatecznie potwierdzone
w doswiadczeniach, w ktérych
wykazano, ze biatka RGA i GAI
wigzg sie z biatkiem SLY1 za po-
Srednictwem domeny GRAS (Rys.
6A) [105]. W tym miejscu warto
podkresli¢, ze obecna we wszyst-
kich badanych biatkach domena
DELLA nie oddziatuje bezpo-
$rednio z biatkiem SLY, natomiast
prawdopodobnie, w wyniku in-
dukowanych przez sygnat gibere-
linowy zmian konformacyjnych,
wplywa na zmiany powinowac-
twa biatek RGA/GAI do ligazy (T)
SCFAYL Ponadto fosforylacja bia- E1
tek DELLA warunkuje ich wigza-
nie z biatkiem SLY1 [106],

GA

RECEPTOR
ROZPUSZCZALNY

ek

Wyniki badah prowadzonych
na A. thaliana potwierdzono takze
w doswiadczeniach wykonanych
na ryzu [107], Obecne w komor-
kach ryzu biatko SLR1, homolo-
giczne do RGA/GAI A. thaliana,
wigzane jest przez biatko GID2

& @

"€’

AtRBX1

w 43% identyczny z biatkiem SLY1, oddziatuje z OsSKP15,
jednym z ortologéw ASK1 w ryzu [108], Mutacji w genie
GID2 towarzyszy w obecnosci giberelin wyrazny wzrost
poziomu ufosforylowanego biatka SLR1 [107,108]. Takze
wyniki doswiadczen prowadzonych najeczmieniu potwier-
dzajg aktywujgce dziatanie tego fitohormonu na degrada-
cje biatka SLN1 w proteasomach. Zanik biatka DELLA pod
wptywem giberelin hamowany jest przez inhibitory prote-
asomu [109],

Chemiczne wiasciwosci giberelin pozwalajg przypusz-
czac¢, ze miejsce ich percepcji moze by¢ zlokalizowane na
zewnetrznej powierzchni btony, tak jak w komaérkach aleu-
ronowych, bagdz wewnatrz komarki (Rys. 7) [87], Obecnie
nie budzi watpliwosci udziat heterotrimerycznego biatka
G w przekazywaniu sygnatu giberelinowego, co posrednio
potwierdza btonowg lokalizacje receptora giberelin [87,88],
W ostatnich latach zwrécono takze uwage na kinazy biatko-
we aktywowane przez jony wapnia jako potencjalne ogni-
wa przekazywania sygnatu giberelinowego [87], Mozna
przypusci¢, ze wiazanie giberelin przez receptor prowadzi
do aktywacji kinazy biatkowej fosforylujgcej biatka DELLA
kierujgc je w ten sposéb na droge ubikwitylacji i degradacji
w proteasomach [98,107,109],
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Rysunek 8. Biatkowe elementy etylenowego szlaku sy-
gnatowego. A - schemat budowy polipeptydéw EIN3/
EIL; B - schemat budowy polipeptydéw EBF1 i EBF2
z kasetg F; C - biatkowe elementy etylenowego szlaku
sygnatowego regulujacego poziom czynnikéw trans-
krypcyjnych EIN3/EIL. Szczegdty opisano w tekscie
(na podstawie prac [113-124]).

Dotad nie wiadomo, ktére geny sg
regulowane przez biatka DELLA w re-
akcjach wzrostowych rosliny. W komor-
kach warstwy aleuronowej jeczmienia
oraz w nasionach ryzu i A. thaliana biatka
SLN1, GAIl i RGL2/RGL1 wydaja sie by¢
represorami genéw GAMYB kodujacych
czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB,
ktore aktywujg m.in. geny a-amylazy
[87,101,110],

Niejasna jest rowniez funkcja liga-
zy ubikwitynowej PHOR1 zawierajgcej
domene U-box w giberelinowych szla-
kach sygnatowych [111], Na podstawie
dotychczasowych badan mozna jedynie
przypuszczaé, ze PHOR1 ziemniaka i jej
homologi w A. thaliana, kodowane przez
trzy geny, podobnie jak ligazy SCF pet-
nig funkcje aktywatorow w giberelino-
wym tancuchu sygnatowym [111],

ZALEZNE OD ETYLENU HAMOWANIE
UBIKWITYLACJI CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJINYCH EIN3/EIL

W pracy przeglagdowej opublikowa-
nej w 2003 roku w Postepach Biochemii
przedstawiono najwazniejsze osiggnie-
cia w poznawaniu elementéw szlakow
sygnatowych aktywowanych przez ety-
len [112], Szybki rozw6j badan przyniost
jednak szereg nowych danych, w tym
wyniki doswiadczen wigzace sygnaliza-
cje etylenowg z regulacjg ubikwitylacji
czynnikéw transkrypcyjnych [113-115],
Przetom w badaniach sygnalizacji etyle-
nowej rozpoczat sie od wyselekcjonowa-
nia mutantéw A. thaliana o zmienionej
odpowiedzi na ten fitohormon. Efektem
tych badan byto poznanie genéw ko-
dujgcych biatka homologiczne z bak-
teryjnymi  kinazami  histydynowymi.
Co najmniej dwa z nich (ETR1, ERS) sg
receptorami etylenu zlokalizowanymi
w bionie siateczki $rodplazmatycznej
(Rys. 8C); podobnie sadzi si¢ o biatkach
ETR2, EIN4 i ERS2 [112-116], Kolejnym
elementem etylenowego szlaku sygna-
towego jest biatko CTR1, ktore jest kina-
zg biatkowg aktywujgcg kinaze kinazy
MAP [117,118], Zagadkowym ogniwem
w tancuchu przekazywania sygnatu jest
biatko EIN2. Sekwencja aminokwasowa
tego btonowego biatka sugeruje, ze jest
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ono transporterem jonéw lub petni funkcje czujnika wraz-
liwego na zmiany stezenia jondw [112-115], Analiza epista-
zy pomiedzy mutantami ctrl iein2, a pozostatymi znanymi
mutantami ein3, ein5 i eind (ang. ethylene-insensitive) w réz-
nym stopniu niewrazliwymi na etylen, lokuje produkty
tych ostatnich genéw w tancuchu sygnatowym ponizej
CTR1 i EIN2 (Rys. 8C) [112].

Po sklonowaniu genu EIN3 okazato sig, ze w A. thaliana
jest on jednym z sze$ciu gendéw z rodziny EIN3/EIL (ang.
EIN-like) kodujacych czynniki transkrypcyjne [119,120]. Biat-
ko EIN3 w formie homodimeru wiaze sie z sekwencja PERE
(ang. Primary Ethylene Response Element) w promotorze genu
ERF1 (ang. Ethylene Responsive Factorl) nalezacego do licznej
rodziny gendw kodujgcych czynniki transkrypcyjne (Rys.
8C) [121]. Biatko EIN3 aktywuje gen ERF1, a nadekspresja
ERF1 u mutanta ein3 prowadzi do zmian fenotypowych, ja-
kie zwykle indukuje etylen [121]. Z sekwencjg PERE genu
ERF1 wigze si¢ takze biatko EIL1, podobne do EIN3 [120],
Pozostate biatka EIL zawierajg wszystkie charakterystycz-
ne motywy wystepujace w EIN3, w tym m. in. sekwencje
tworzace w czesci N-koricowej motyw o charakterze kwa-
sowym (MK) oraz pie¢ motywdéw zasadowych (MZ) (Rys.
8A) [119]. Geny EIL1 i EIL2 komplementujg mutacje ein3,
a ich nadekspresja u osobnikow linii dzikiej, podobnie jak
u mutanta ein2, prowadzi do wystgpienia konstytutywnych
odpowiedzi na etylen [119]. Geny homologiczne z EIN3/EIL
sklonowano takze w tytoniu, pomidorze i fasoli [113].

Biatko ERF1, biorgce udziat w kaskadzie czynnikéw
transkrypcyjnych EIN3/EIL—EFR1, nalezy do rodziny
biatek EREBP (ang. Ethylene Response Element Binding Pro-
tein) wigzacych sie z biatkami odpowiedzi etylenowych
[112,113]. Genom A. thaliana zawiera co najmniej 125 genoéw
z rodziny EREBP kodujacych biatka aktywujgce lub hamu-
jace ekspresje genow. Sekwencje wigzagce EREBP zawieraja
kasete GCC, wystepujagcg w promotorach gendéw induko-
wanych przez etylen, w tym réwniez genéw, ktérych pro-
dukty uczestniczg w reakcjach obronnych przeciw patoge-
nom [112,113].

Wyniki najnowszych badan dowodza, ze poziom bial-
ka EIN3 rosnie bardzo szybko w odpowiedzi na etylen,
a zmiany te zalezg od ,,sprawnosci" wszystkich poznanych
elementéw tancucha przekazywania sygnatu. W warun-
kach braku etylenu poziom EIN3 gwattownie spada, lecz
inhibitory proteasoméw hamujg degradacje EIN3 [122],
Z zastosowaniem techniki drozdzowego systemu dwuhy-
brydowego wyselekcjonowano, a nastepnie sklonowano
dwa geny EBF1 i EBF2 (ang. EIN3-Binding F box protein 1and
2) kodujace biatka z kasetg F [122,123], Obydwa biatka obok
kasety F majg po 18 powtdrzen sekwecji LRR tworzacych
domene posredniczacg w wigzaniu C-koricowego rejonu
biatka EIN3 (Rys. 8B) [122]. Efektem mutacji w obu genach
EBP jest wzrost poziomu EIN3 i wyrazny wzrost wrazliwo-
sci na etylen. Podwadjna mutacja ebfl/ebf2 indukuje typowe
reakcje na etylen w warunkach braku fitohormonu, nato-
miast nadekspresja gen6w EBF1 i EBF2 prowadzi do spad-
ku wrazliwosci roélin na etylen [122-124],

Podsumowujgc mozna stwierdzié, ze w warunkach bra-
ku etylenu biatko EIN3, a przypuszczalnie takze biatka EIL,
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sg ubikwitylowane przez kompleksy SCFEFLi SCF B2 i w
efekcie ulegajg degradacji w proteasomach. Wzrost stezenia
etylenu w komdrce obniza powinowactwo EIN3/EIL do
SCF ebfizebfz jyj-, destabilizuje kompleksy ligazy SCF, czego
efektem jest wyrazny wzrost poziomu EIN3/EIL w jadrze
komdérkowym. Rosnacy poziom czynnikéw transkrypcyj-
nych EIN3/EIL prowadzi do aktywacji genu ERF1 i innych
genéw ERBP, ktorych produkty regulujg ekspresje genow
wtornych odpowiedzi na etylen.

ROLA UKLADU UBIKWITYNA/PROTEASOM
26S W SZLAKU SYGNALOWYM AKTYWOWANYM
PRZEZ KWAS ABSCYSYNOWY

Kwas abscysynowy (ABA) uczestniczy w regulacji wielu
proceséw cyklu rozwojowego roélin, w tym réwniez w re-
akcjach adaptacyjnych na warunki stresogenne srodowiska.
Dzieki wyselekcjonowaniu mutantéw A. thaliana niewrazli-
wych na kwas abscysynowy poznano szereg genéw koduja-
cych biatkowe elementy tancuchéw sygnatowych posredni-
czace w przekazywaniu sygnatu odbieranego przez dotad
nie poznany receptor fitohormonu. W promotorach genéw
indukowanych przez kwas abscysynowy zidentyfikowano
zachowang w ewolucji sekwenncje ACGT, tzw. sekwencje
ABRE (ang. ABA -Response Element), ktéra wraz z innymi
sekwencjami regulatorowymi tworzy kompleks odpowie-
dzi na ABA - ABRC (ang. ABA Response Complex). Poznanie
sekwencji promotorowych umozliwito m.in. zidentyfikowa-
nie szeregu biatek regulujacych ekspresje gendéw zaangazo-
wanych w odpowiedzi na kwas abscysynowy. Wyniki po-
wyzszych badan oméwiono w pracy przeglagdowej opubli-
kowanej w Postepach Biologii Komoérki [125], a osiggniecia
ostatnich lat prezentowane sg w artykutach przegladowych
zamieszczonych w czasopismach o zasiegu miedzynarodo-
wym [126-128].

Jednym z czynnikoéw transkrypcyjnych z rodziny bZIP,
kodowanym przez gen sklonowany u mutanta A. thaliana
niewrazliwego na kwas abscysynowy, jest biatko ABI5 (ang.
ABA Insensitive 5) [129]. ABI5 ma zachowang w ewolucji do-
mene zawierajaca reszty aminokwasow o charakterze zasa-
dowym, kilka sekwencji zamka leucynowego, rejon bogaty
w reszty proliny oraz sze$¢ potencjalnych miejsc fosforylaciji
(Rys. 9A). Genom A. thaliana zawiera 13 genéw podobnych
do ABI5, ktérych produkty wiazg sie z sekwencja ABRE zlo-
kalizowang w promotorach wielu genéw [130]. Homodime-
ry ABI5 oddziatujg fizycznie z biatkiem ABI3, czynnikiem
transkrypcyjnym wigzanym przez sekwencje regulatorowe
[126]. Synergizm lub antagonizm we wspotdziataniu obu
biatek przejawia sie w hamowaniu lub aktywacji réznych
genoéw [126,130],

Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze kwas abscysy-
nowy aktywuje transkrypcje genu ABI5 oraz wptywa na
wzrost stabilnosci i akumulacje ufosforylowanej formy biat-
ka ABI5 [131,132], W A. thaliana kwas abscysynowy aktywu-
je kinaze biatkowg MAP (AtMPK3), ktéra przypuszczalnie
uczestniczy w fosforylacji ABI5 [133], natomiast w nasio-
nach pszenicy fitohormon aktywuje gen kinazy biatkowej
PKABAL z rodziny SnRK, ktora fosforyluje biatko TaABF,
homolog ABI5 (Rys. 9B) [134], W ostatnim czasie w A. tha-
liana zidentyfikowano gen kodujacy biatko AFP (ang. ABI

181



Five binding Protein), ktére posredniczy w ubikwitylacji i de-
gradacji ABI5 w proteasomach [135,136]. Wielkoczastecz-
kowe kompleksy ABI5-AFP stwierdzono w ziarnistosciach
jadrowych, z zastosowaniem metod immunochemicznych
zlokalizowano takze ligaze ubikwitynowg COP1 z domeng
RING-finger.

Ochronny wptyw kwasu abscysynowego na stabilnos¢
ABI5, przeciwdziatajacy jego proteolizie, jest waznym ele-
mentem mechanizmu hamujacego post-embrionalny roz-
woj nasion. Wysoki poziom kwasu abscysynowego promuje
fosforylacje ABI5, stabilizujagc w ten sposéb jego poziom, co
w efekcie prowadzi do zahamowania kietkowania nasion.
W warunkach braku lub obnizonego poziomu tego fitohor-
monu, nieufosforylowane biatko ABI5 tworzy kompleksy
z AFP kierujgce ABI5 na droge proteolitycznej degradacji.
Spadek poziomu ABI5 znosi hamowanie rozwoju post-
-embrionalnego i umozliwia kietkowanie nasion (Rys. 9B)
[126,128].

KOMPLEKS LIGAZY SCFconW REGULACII
ODPOWIEDZI NA JASMONIANY

Kwas jasmonowy (JA) oraz jego ester metylowy (MelJA)
sg naturalnymi substancjami, powstajgcymi z kwasu lino-
lenowego, regulujacymi wiele proces6w zwigzanych ze
wzrostem i rozwojem rosliny. Do odpowiedzi na jasmonia-
ny naleza m.in. reakcje obronne roslin przeciw patogenom,
owadom oraz réznym czynnikom abiotycznym. Ponadto
jasmoniany hamuja wzrost poszczeg6lnych organéw i ca-
tych roslin, hamuja kietkowanie i kwitnienie niektérych ga-
tunkow roslin, przyspieszajg starzenie i opadanie lisci oraz
wptywaja na dojrzewanie owocow [137,138].

W badaniach pos$wieconych odbiorowi i przekazywa-
niu sygnatu jasmonianowego udato sie wyselekcjonowacd
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Rysunek 9. Schemat budowy polipeptydu ABI5 oraz jego miejsce w szlaku sy-
gnatowym aktywowanym przez kwas abscysynowy. A - schemat budowy po-
lipeptydu ABI5; B - biatkowe elementy szlaku sygnatowego uczestniczace w re-
gulowanej przez ABA ubikwitylacji biatka ABI5. Szczeg6ty opisano w tekscie (na
podstawie prac [126-129,133-135]).
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szereg mutantéw A. thaliana niewrazliwych na ten fito-
hormon (coil, jinl ijarl) [139], Mutant coil (ang. coronatine
insensitive 1) jest niewrazliwy na ester metylowy kwasu ja-
smonowego oraz koronatyne, toksyne podobng do jasmo-
nianu, syntetyzowang przez bakterie Pseudomonas syringae
[139,140]. COI1 koduje polipeptyd o masie czgsteczkowej
66 kDa, ktory w czesci N-koncowej zawiera kasete F, a w
czesci C-koncowej 16 powtdrzen sekwencji LRR (Rys. 10A)
[140], Z zastosowaniem techniki drozdzowego systemu
dwuhybrydowego oraz metody wytrgcania w obecnosci
specyficznych przeciwciat wykazano, ze COI1l oddziatuje
fizycznie z biatkami ASK1 i ASK2 oraz deacetylazg histono-
wag [141], a poprzez ASK wiaze sig¢ takze z kuling (AtCULI)
i biatkiem AtRBXI [141,142], Mutacja w obrebie kasety F,
uniemozliwiajgca wigzanie COI1 z biatkiem ASK, objawia
sie utratg wrazliwosci rosliny na jasmonian, a mutacja w se-
kwencji LRR wptywa na wigzanie deacetylazy histonowej
[141,142], Regulacja szlaku jasmonianowego odbywa sie
poprzez rubinylacje/derubinylacje kuliny, mechanizm po-
znany wczeséniej w badaniach nad sygnalizacjg auksynowa.
Mutacja w genie AXR1, a takze obnizony poziom funkcjo-
nalnego kompleksu COP9 prowadzg do spadku lub catko-
witego braku wrazliwosci na jasmoniany [141-143]. Biat-
kiem ubikwitylowanym przez ligaze SCFQllwydaje sie by¢
deacetylaza histonowa RPD3b, a takze mata podjednostka
Rubisco (Rys. 10B) [141], Acetylacja i deacetylacja histondéw
w komérkach organizméw eukariotycznych uczestniczy
w regulacji transkrypcji genéw. Ponadto procesom starze-
nia towarzyszy m. in. wzrost stezenia jasmonianu, a wpro-
wadzenie tego fitohormonu do lisci hamuje ekspresje genu
kodujagcego matg podjednostke Rubisco oraz przyspiesza jej
degradacje [137-139].

HAMOWANIE UBIKWITYLACII BIALEK
BZR1/BES1 PRZEZ BRASINOSTEROIDY

Brasinosteroidy (Br) sg naturalnymi substancjami ro-
slinnymi przypominajagcymi budowg chemiczng hormony
steroidowe kregowcéw [144]. Biatkiem wigzacym te hor-
mony jest zlokalizowana w bionie komdérkowej kinaza se-
rynowo/treoninowa BRI1 (ang. Brassinosteroid Insensitive
1) tworzaca z kinazg biatkowa BAKI (ang. BRII-Associated
Receptor Kinase 1) funkcjonalny receptor (Rys. 11) [145-147],
Aktywacja receptora przez brasinosteroidy polega przy-
puszczalnie na dimeryzacji obu kinaz umozliwiajgcej ich
wzajemng transfosforylacje [146,147]. Nie jest znane biatko,
ktore jest fosforylowane przez kompleks BRI1/BAK1, nato-
miast elementem szlaku sygnatowego potozonym ponizej
jest cytoplazmatyczna kinaza biatkowa BIN2 (ang. Brassi-
nosteroid-Insensitive 2) [148], Substratami dla BIN2 sg dwa
biatka jagdrowe BZR1 (ang. Brassinazole-Resistant 1) i BES1
(ang. BRII-Suppressor 1), ktére po ufosforylowaniu ulegajg
ubikwitylacji, a nastepnie sg degradowane w proteasomie
[149-152],

Dotychczasowe wyniki badan sugeruja, ze aktywacja
kinaz biatkowych BRI1/BAK1 przez brasinosteroidy uru-
chamia nieznany mechanizm, ktéry hamuje kinaze biat-
kowg BIN2 (Rys. 11). Zahamowaniu fosforylacji biatek
BZR1/BES1 przez BIN2 towarzyszy wzrost ich stabilnosci,
akumulacja w jadrze komdérkowym i aktywacja genéw re-
gulowanych przez fitohormon. Dotagd nie wiadomo, czy
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biatka BZR1 i BES1 bezposrednio oddziatujg z DNA, czy tez
wspotdziatajg z innymi biatkami zaangazowanymi w regu-
lacje ekspresji genéw. W warunkach braku brasinosterydu
nastepuje aktywacja (odblokowanie) kinazy BIN2 i fosfory-
lacja BZR1 i BES1 prowadzaca do ich ubikwitylacji i prote-
olitycznej degradacji w proteasomach.

UWAGI KONCOWE

Przeglad wynikéw badan poswieconych roslinnym sys-
temom ubikwitylacji i degradacji biatek w proteasomach
sktania do wniosku, ze geny roslin kodujgce ubikwityne, en-
zymy kaskady ubikwitylacji biatek, biatka budujgce prote-
asom, enzymy deubikwitylujace i biatka regulatorowe two-
rza jeden z najbardziej rozbudowanych i zréznicowanych
systeméw komorkowych. Szacuje sie, ze w A. thaliana biatka
uktadu ubikwityna/proteasom 26S stanowig okoto 5% cate-
go proteomu [8-12], Wiekszo$¢ elementéw tego ukiadu ma
swoje ortologi w innych organizmach, ale budowa wielu in-
nych elementéw wskazuje na swoisto$¢ funkcji zwigzanych
tylko z biologig roélin [8,57], Warto w tym miejscu takze
zwr6ci¢ uwage na fakt, ze w badaniach prowadzonych na
materiale roslinnym brakuje jak na razie danych na temat
mono- i diubikwitylacji, ktora jak wiadomo nie kieruje biat-
ka do proteolizy, ale odgrywa kranncowo odmienng role
w procesach komérkowych.

Regulowana przez sygnaty hormonalne selektywna
ubikwitylacja i proteoliza biatek zajmuje kluczowe miejsce
w skomplikowanym mechanizmie regulujgcym ekspresje
genow, ktory polega m. in. nawzajemnych oddziatywaniach
miedzy podstawowymi czynnikami transkrypcyjnymi, biat-
kami aktywujgcymi transkrypcje, biatkami koaktywujacymi
oraz biatkami represorowymi. Sygnaty hormonalne w ro-
$linach moga aktywowaé proteolityczng degradacje biatek
represorowych (auksyny, gibereliny), ale moga takze w wy-
niku odpowiednich modyfikacji chroni¢ okreslone biatka
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Rysunek 10. Schemat budowy polipeptydu COI1 z kaseta F uczestniczacego
w ubikwitylacji deacetylazy histonowej i podjednostki Rubisco. A - schemat bu-
dowy polipeptydu COI1; B - ligaza SCFQIluczestniczagca w regulowanej przez
jasmoniany ubikwitylacji deacetylazy histonowej i podjednostki Rubisco. Szcze-
g6ty opisano w tekscie (na podstawie prac [137,138,140-142]).

zaangazowane w regulacje gendéw przed ich degradacja
(etylen, kwas abscysynowy, brasinosteroidy).

Oprécz badan wigzgcych ubikwitylacje biatek z sygna-
lizacja hormonalng, dysponujemy takze licznymi danymi,
ktére dowodzg, ze lezaca u podstaw proceséw fotomorfo-
genezy regulacja ekspresji genéw przez Swiatlo rowniez
opiera sie na selektywnej ubikwitylacji i degradacji biatek.
Zagadnienia te byly omawiane w pracy opublikowanej
w Postepach Biologii Komérki [153]. Ros$nie takze liczba da-
nych Swiadczacych o tym, ze flawoproteinowe fotorecepto-
ry Swiatta niebieskiego zawierajgce kasete F (ZTL, FKF1,
LKP2) reguluja ubikwitylacje niektérych elementéw zegara
biologicznego [154], Ponadto najnowsze badania zwigzane
z poznawaniem molekularnych mechanizmoéw samonie-
zgodnosci dowodza, iz kluczowe miejsce w tych procesach
zajmuje takze ukitad selektywnej ubikwitylacji i degradacji
biatek [8]. W samoniezgodnos$ci gametofitowej zalezna od
ubikwityny proteoliza gra podstawowa role juz na etapie
reakcji rozpoznania pytku, a w samoniezgodnosci sporo-
fitowej posredniczy w reakcji odrzucenia pytku o niewta-

BRI1 BAK1
BLONA
KOMORKOWA
— (7
ADP
(bzri) BZR1
- >
P
BLONA
JADROWA
regulacja ubikwitylacja
ekspresji genéw i proteoliza

Rysunek 11. Receptorowe kinazy biatkowe oraz biatkowe elementy zaleznego od
brasinosterydéw szlaku sygnatowego regulujgcego poziom biatek BZR1/BES1.
Szczegoty opisano w tek$cie (na podstawie prac [145-147,149-152]).
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sciwym haplotypie. Réwniez w badaniach mechanizmoéw
obronnych przeciw patogenom pojawity sie doniesienia
wskazujgce na udziat uktadu ubikwitynag/proteasom 26S w
indukowaniu charakterystycznych dla roslin reakcji obron-
nych [8,11,12], Degradacja biatek regulatorowych gra takze
wazng role w szlakach sygnatowych aktywowanych przez
fitochromy, w fotoperiodycznej indukcji kwitnienia i regu-
lacji rozwoju kwiatu, embriogenezie i procesach starzenia
rosliny. Wszystkie wymienione zagadnienia oraz problemy
zwigzane z integracja szlakéw sygnatowych na poziomie
ubikwitylacji biatek mogtyby by¢ tematem odrebnej pracy.
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ABSTRACT

The general function of the ubiquitylation systems is to conjugate ubiquitin to lysine residues within substrate proteins, thus targeting them
for degradation by the proteasome. In Arabidopsis thaliana more than 1300 genes (-5% of the proteome) encode components of the ubiquitin/26S
proteasome pathway. Approximately 90% of these genes encode subunits of the E3 ubiquitin ligases, which confer substrate specificity to the
ubiquitin/26S proteasome pathway. The plant E3 ubiquitin ligases comprise a large and diverse family of proteins or protein complexes conta-
ining either a HECT domain, a RING-finger or U-box domain. The SCF class of E3 ligases is the most thoroughly studied in plants because some
of them participate in regulation of hormone signaling pathways. The role of the SCF is to ubiquitylate repressors of hormone response (auxin,
gibberellins), whereas in response to ethylene, abscisic acid and brassinosteroids the SCF participate in degradation of positive regulators in the

absence of the hormone.
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no-cyclopropane-l-carboxylate synthase); CaM
- kalmodulina (ang. calmodulin); CaMK - ki-
naza zalezna od kalmoduliny (ang. calmodulin
dependent protein kinase); CBK - kinazy biat-
kowe wiazace kalmoduling (ang. calmodulin
binding protein kinase); CBL - biatka podobne
do kalcyneuryny B (ang. calcineurin B like pro-
teins); CCaMK - kinaza zalezna od Ca2+i kal-
moduliny (ang. Ca2and CaM-dependent protein
kinase); CDPK - kinaza biatkowa zalezna od
wapnia (ang. calcium-dependent protein kinase);
CRK - kinazy biatkowe spokrewnione z CDPK
(ang. CDPK-related kinase); SnRK - kinaza spo-
krewniona z kinazami SNF-1 (ang. SNF-related
kinase); SOC3 - (ang. salt overaly sensitive 3)
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STRESZCZENIE

apn jest uniwersalnym wtérnym przekaznikiem informacji i odgrywa znaczaca role

w wielu aspektach wzrostu i rozwoju roslin, obejmujacych odpowiedzi ro$lin na czyn-
niki biotyczne i abiotyczne. Wewnatrzkomoérkowy sygnat wapniowy powstaje w komoérkach
roslinnych w odpowiedzi na réznorodne czynniki takie jak zmiany warunkéw $rodowiska,
atak patogenu czy procesy wzrostu i rozwoju. Zmiany stezenia Ca2+sg charakterystyczne dla
czynnika go wywotujacego, a tym samym kazdy z sygnatéw daje reakcje odpowiednie do
dziatajacego bodZca. Specyficzna sygnatura wapnia jest rozpoznawana przez rézne ,,czuj-
niki wapniowe", takie jak np. kinazy biatkowe. U roslin do tej pory zidentyfikowano pie¢
klas biatkowych kinaz (CDPK, CRK, CCaMK, CaMK, SnRK3), ktérych aktywnos$¢ jest re-
gulowana wapniem. Niniejszy artykut przeglagdowy podsumowuje dotychczasowa wiedzeg
dotyczaca struktury, regulacji i funkcji roélinnych kinaz biatkowych stymulowanych jonami
wapnia.

WPROWADZENIE

Szlak przekazywania sygnatu wapniowego jest jednym z najlepiej pozna-
nych. Uczestniczy w licznych procesach biologicznych od podziatow komorki
do odpowiedzi na szeroka game czynnikdw wewnetrznych i zewnetrznych
odgrywajac role mediatora na drodze od stymulatora do odpowiedzi, regulu-
jac réznorodne procesy komérkowe [1,2]. Stad tez, wapn zyskat miano gtow-
nego wtérnego przekaznika wewnatrzkomoérkowego w komérkach roslinnych
i zwierzecych. Komérka roslinna jest wrazliwa na zmiany zachodzace w jej
otoczeniu, co warunkuje istnienie receptoréw oraz drog przekazywania infor-
macji do miejsc regulujacych funkcjonowanie komérki. Jednym z wazniejszych
zjawisk, ktoére jest istotnym etapem wielu kaskad sygnatowych jest zmiana ste-
zenia jonéw wapnia w cytosolu. Wiadomo, ze indukowane bodZzcami zewnatrz-
komérkowymi zmiany [Ca2]c maja okreslony charakter. Mogga one przybieraé
forme pojedynczych, krétkotrwatych wzrostéw [Ca2fc oscylacji wapniowych
lub powtarzalnych szczytéw Ca2+ Ta czasoprzestrzenna charakterystyka sygna-
tu wapniowego, specyficzna wzgledem stymulatora, okreslana jest jako ,,sygna-
tura wapniowa" [3]. Do najistotniejszych bodzcoéw nalezy $wiatto, temperatura,
zranienie, atak patogenu, stres hiperosmotyczny i oksydacyjny, elicitory grzy-
bowe, bodZzce mechaniczne czy fitohormony. Pod wptywem tych czynnikéw
nastepuje wytworzenie sygnatu wapniowego poprzez nagte zwiekszenie cyto-
plazmatycznego stezenia wapnia, po ktérym nastepuje réwniez szybki powrét
do stanu wyjsciowego [2].

Inaczej niz wiekszos$¢ jondéw, wapn skupiony jest gtdwnie tylko w niektérych
czes$ciach komorki. Komorki roslinne zawierajg liczne magazyny wapnia, obej-
mujace apoplast, wakuole, otoczenie jadrowe, siateczke srédplazmatyczng i mi-
tochondria. Zatem kazdy bodziec moze wywotywac charakterystyczng fale Ca2+
przez specyficzne zwigkszanie aktywnosci rozmaicie zlokalizowanych kanatéw
Ca2t, wymieniaczy H+/Ca2+i pomp wapniowych oraz protonowych (Ca2+ oraz
H+ATPaz) [4], Rézne ,,czujniki wapnia", takie jak biatka wigzgce wapn, rozpo-
znajg specyficzng ,,sygnature” wapnia i przenoszg niesiong informacje na ko-
lejne elementy poprzez zmieniajaca sie fosforylacje i defosforylacje biatek oraz
zmiany we wzorze ekspresji genéw [5].

»CZUJINIKI" SYGNALU WAPNIOWEGO

Poczatkowa percepcja sygnatu wapniowego odbywa si¢ poprzez wigzanie
Ca2+przez jego wielu odbiorcéw tzw. ,,czujniki wapnia", ktére sg zdolne do re-
jestrowania zmian stezenia jonéw wapniowych. Czujniki te s w stanie rozszy-
frowac niesiong informacje i same lub tez przez modyfikacje innych biatek badz
czynnikéw transkrypcyjnych, prowadzi¢ do wywotania koncowej odpowiedzi
rosliny na zmiany zachodzgce w jej otoczeniu [6], ,,Czujniki wapnia" mozna
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podzieli¢ na dwa typy, tzw. czujniki przekaznikowe (ang.
sensor relay) i czujniki odpowiadajgce (ang. sensor responder).
Do czujnikéw przekaznikowych nalezg takie biatka jak kal-
modulina (CaM), biatka podobne do kalmoduliny, biatka
podobne do kalcyneuryny B (CBL), czy biatka SOS3 (ang.
salt overaly sensitive 3). Biatka te wigza jony wapnia dzieki
obecnosci w ich czasteczkach struktur zwanych ,,dfoniami
EF" (ang. EF-hands) i ulegaja konformacyjnym zmianom
stajac sie w ten sposéb czgsteczkami zdolnymi do oddziaty-
wania z innymi biatkami strukturalnymi, jak i enzymatycz-
nymi, powodujgc zmiany w ich strukturze lub aktywnosci
(np. kalmodulina stymuluje aktywno$¢ pomp wapniowych)
[2,6,7].

Czujniki odpowiadajace sg zaréwno receptorami jak
i przekaznikami sygnatu wapniowego. Sg to kinazy biatko-
we, ktdre ulegajg bezposrednim konformacyjnym zmianom
wywotywanym poprzez wigzanie jonéw wapnia, ktére
w ten sposob wplywaja na zmiane wiasnej struktury i ak-
tywnosci (np. zmiana aktywnosci kinazy biatkowej zaleznej
od wapnia) lub posrednio wigzac biatka przekaznikowe (np.
kinazy wiazgce kalmoduling) [6]. Enzymy te tgczy sie w piec
klas kinaz nalezacych do rodziny kinaz CDPK/SnRK, kté6-
rych czasteczki zawieraja strukture ,,dtoni EF" wewnatrz,
badZ oddziatujg z biatkami posiadajacymi taka strukture.
Naleza do nich kinazy regulowane bezposrednim wigza-
niem jonéw wapnia (CDPK), kinazy spokrewnione z kina-
zami CDPK (CRK), kinazy wigzace kalmoduline (CaMK),
kinazy aktywowane zaréwno poprzez wigzanie wapnia
i kalmoduliny (CCaMK), oraz kinazy (SnRK3) wigzace bial-
ka podobne do kalcyneuryny B czy SCaBP (Rys. 1) [8-10].

CDPK - KINAZY BIALKOWE ZALEZNE OD WAPNIA

Najliczniejszg i najlepiej poznang grupa kinaz sa kinazy
zalezne od jonéw wapnia, a niezalezne od kalmoduliny,
tzw. CDPK (ang. calcium-dependent protein kinase) [11]. Ten
rodzaj kinaz zostat zidentyfikowany tylko w komérkach ro-
slinnych oraz u niektorych pierwotniakéw (Paramecium cau-
datum, Plasmodiumfalciparum), podczas gdy nie stwierdzono
ich obecnosci u grzybow i zwierzat [3,11,12],

Kinazy (CDPK) sg biatkami monomerycznymi o masie
czasteczkowej wahajgcej sie od 40 do 90 kDa, sktadajgcymi
sie z 4 oddzielnych domen: N-koncowej domeny, domeny
kinazowej, autoinhibitorowej domeny #gcznikowej oraz
podobnej do kalmoduliny domeny regulatorowej wiazga-
cej wapn (Rys. 1) [3,9,13]. Rejon N-koricowy cechuje duza

Domena podobna
do kalmoduliny

CDPK nh—1 n B~ W a | MM Bi MI Bl |—cooh
Miejsce wigzania CaM

crk r*nBilMIlMBIBM I 111111111 1

ccaMK iNiMiMaiap i « mmm i

caMK | N Aog o A I 1

SnRK3 ii |

Rysunek 1. Domenowa budowa kinaz regulowanych wapniem u roélin. N - do-
mena zmienna, K - domena kinazowa, A - domena tacznikowa z autoinhibito-
rem, H - domena NAF/FILS, C - domena regulatorowa, czerwony prostokat
- miejsce wigzania kalmoduliny [na podstawie 9, zmodyfikowane].

Postepy Biochemii 51 (2) 2005

zmienno$¢ zarowno pod wzgledem dtugosci (od 21 do 185
aminokwasow), jak i sktadu aminokwasowego [3], Poza tg
r6znorodnoscia w rejonie N-koricowym znajduje sie przy-
puszczalne miejsce mirystoilacji (reszta glicyny - Gly, ktéra
ulega modyfikacji poprzez kowalencyjne przytgczenie kwa-
su mirystylowego) [9,14]. Mirystoilacja w innych uktadach
umozliwia wigzanie si¢ biatka z btong, czy oddziatywanie
biatko-biatko. Czesto dodatkowa modyfikacja przez kwasy
ttuszczowe, taka jak palmitoilacja, jest potrzebna do stabi-
lizacji oddziatywan biatka z btong [3]. U zbadanych kinaz
CDPK, ktére podlegajg procesowi mirystoilacji, w N-koncu
stwierdzono réwniez wystepowanie co najmniej jednej resz-
ty cysteinowej, bedacej potencjalnym miejscem palmitoilacji
[9,14], Ponadto w rejonie N-koficowym niektorych CDPK
zlokalizowano zachowang w ewolucji sekwencje PEST (re-
jon bogaty w reszty proliny, glutaminy, seryny i treoniny),
ktora wystepuje w biatkach ulegajacych szybkiej degradaciji
proteolitycznej.

Domene tgcznikowa tworzy 31 reszt aminokwasow. Pet-
ni ona funkcje autoinhibitorowa, gdyz zawiera sekwencje
pseudosubstratu i w ten sposob blokuje miejsca katalitycz-
ne enzymu pod nieobecno$¢ Ca2+ [13,15]. Region autoinhi-
bitorowy jest silnie konserwowany, wykazuje nawet 100%
zgodnosci w sekwencji aminokwasowej pomiedzy poszcze-
goélnymi izoenzymami CDPK Arabidopsis thaliana [3].

Domena kinazowa zawiera 12 poddomen o wysoko za-
chowanej w ewolucji strukturze pierwszorzedowej, typo-
wych dla eukariotycznych kinaz serynowo-treoninowych.
Poznanie genomu rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana) wykazato prawie 100% identyczno$¢ miejsca ak-
tywnego w tej domenie u wszystkich 34 izoform CDPK.
Zachowana w ewolucji reszta lizyny w poddomenie Il jest
miejscem wigzania ATP, a mutacja prowadzgca do zamiany
tej reszty na inng znosi aktywno$¢ katalityczng [3].

Domena podobna do kalmoduliny (ang. CLD-calmodulin-
-like dotnain) zawiera 4 struktury ,,dtoni EF" (nota bene ich
liczbha moze by¢ rézna od 4 w zaleznosci od izoformy) wia-
zgce Ca2t pozwalajgc tym samym na funkcjonowanie biatka
jako czujnika wapnia. Odcinek ten stanowi domeng regula-
torowg enzymu, a jego obecnos$¢ wyjasnia zdolno$¢ CDPK
do bezposredniego wigzania wapnia. Ostatecznie zwigza-
nie Ca2+rwywotuje zmiany konformacyjne i w konsekwencji
stymuluje enzym [3].

Mechanizm regulujacy aktywnos$¢ CDPK jest kontrolo-
wany w wyniku wewnetrznych oddziatywarn pomiedzy
domenami kinazowa, autoinhibitorowg i wigzacg wapn
(CLD). W warunkach bardzo niskiego stezenia Ca2+w cyto-
solu, autoinhibitor zlokalizowany w domenie tacznikowej
zwigzany jest z domeng kinazowg, utrzymujgc aktywnos¢
fosforylacyjng na niskim poziomie (Rys. 2a).

Domena tacznikowa hamuje aktywno$é zaréwno nie-
zmienionego genetycznie jak i konstytutywnie aktywnego
enzymu w sposéb kompetycyjny wzgledem substratu biat-
kowego. Wzrost stezenia Ca2+ powoduje zwigzanie jonéw
wapnia w domenie CLD, w nastgpstwie czego kinaza CDPK
ulega konformacyjnym zmianom uwalniajgc autoinhibitor
od miejsca katalitycznego i aktywujgc enzym. Sugeruje to,
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Rysunek 2. Model regulacji aktywnos$ci CDKP. W obecnosci niskich stezern Ca2+
CDPK podlega autoinhibicji, poprzez oddziatywanie sekwencji pseudosubstratu
w domenie tgcznikowej z miejscem aktywnym w domenie kinazowej (A). Wzrost
stezenia Ca2+ do poziomu wystepujacego w cytoplazmie (tzw. poziom podsta-
wowy) powoduje wigzanie si¢ kationéw wapnia z domeng C rejonu CLD i wy-
tworzenie kompleksu z domeng inhibitorowa (B). Aktywacja domeny kinazowe;j
nastepuje w wyniku dalszego zwigkszenia stgzenia jonéw wapnia i wysycenia
miejsc wigzacych Ca2tw domenie N. Prowadzi to do konformacyjnych zmian
wewnatrz CLD iw efekcie uwolnienie inhibitora. Czarnymi punktami oznaczono
jony wapnia [na podstawie 17, zmodyfikowane].

ze sekwencje autoinhibitorowe funkcjonujg poprzez mecha-
nizm analogiczny do proponowanego dla typowej kinazy
CaMK wystepujacej u kregowcow, w ktéorym zaktywowana
wapniem kalmodulina wigze sie do miejsca lezgcego bezpo-
Srednio za domeng tgcznikowa, znoszgc efekt hamowania
enzymu [3,13,15-17].

Wyniki najnowszych badan dotyczace biofizycznej ana-

lizy domeny CLD i jej oddziatywan z domena tacznikowg
rzucity nowe Swiatto na wewnatrzmolekularny mechanizm

190

aktywacji CDPK [17]. Podobnie jak kalmodulina region
CLD zbudowany jest z dwoch strukturalnych domen okre-
Slanych, jako N i C (ang. N-lobe i C-lobe), z ktérych kazda
zawiera pare miejsc wigzacych Ca2+ (dtonie EF). Analiza
z zastosowaniem metody NMR wykazata, ze te dwie dome-
ny nie sg rownocenne, wykazujgc rézne powinowactwo do
jonéw wapnia, co wskazuje na ich oddzielne funkcje. Poza
tym, domena C-konca rejonu CLD wigze si¢ do domeny
tacznikowej nawet w fizjologicznych (niskich) stezeniach
Ca2+w cytosolu, jednakze w tym przypadku kinaza wcigz
pozostaje w stanie nieaktywnym (autoinhibicji) (Rys. 2b).
Aktywacja enzymu nastepuje dopiero w wyniki wzrostu
stezenia jon6éw wapnia i wysyceniu dwéch miejsc wigzania
Caz w N-domenie, wykazujacej stabsze powinowactwo
do tego kationu (Rys. 2c). Sugeruje to, ze domena N-konca
rejonu CLD funkcjonuje jako faktyczny czujnik wapnia ki-
naz CDPK. Pomimo tego, ze C-domena nie funkcjonuje jako
bezposredni czujnik wapnia, to wystepujace w niej dwie
struktury ,,dtoni EF" charakteryzujg sie sekwencjg zacho-
wang w ewolucji u wiekszosci CDPK. Mozna zatem przy-
puszczact, ze wczedniejsze wigzanie sie¢ domeny C z domeng
tacznikowa jest 0gblng cechg kinaz CDPK [17]

To odkrycie jest zgodne z wczes$niejszymi doswiadcze-
niami z izoformami CDPK z Plasmodium falciparum [18]. Ba-
dania z wykorzystaniem mutanta kinazy PfCPKI, u ktore-
go kazdy z motywéw dtoni nie byt w stanie wigzaé¢ wapnia
wykazaty, ze dla funkcjonowania tego enzymu tylko pierw-
szy motyw dtoni (N-domena) jest znaczacy dla zaleznej od
wapnia aktywacji enzymu.

Yoo i Harmon [16] sugerujg, ze wigzanie sie domeny
CLD do domeny tgcznikowej jest niewystarczajgce do ak-
tywacji enzymu. Prawdopodobnie w celu aktywacji wy-
magana jest interakcja CLD z dodatkowymi regionami na
powierzchni enzymu. Wiadomo, ze w kinazie CaMK zwie-
rzat wapn #aczac sie z kalmoduling powoduje natychmia-
stowe przytaczanie sie tego kompleksu do miejsca ponizej
sekwencji autoinhibitorowej. To wywotuje blizej nieznane
zmiany w domenie autoinhibitorowej, skutkiem czego jest
zniesienie hamowania. W przypadku kinaz CDPK koniecz-
ne jest wytworzenie sie wewnatrzmolekularnego wigzania
w domenie kalmodulino-podobnej. Stad tez, stuszne wyda-
ja sie by¢ sugestie odnosnie bliskiej analogi miedzy CDPK,
a CaMK zwierzat. Jedna z nich jest obserwacja, ze aktyw-
nos¢ kinazy, ktéra pozbawiona zostata domeny CLD, moze
by¢ czesciowo stymulowana zaréwno przez kalmoduling,
jak i wyizolowang domene kalmodulino-podobng. Przy-
puszcza sie jednak, ze mechanizm aktywacji enzymu w ko-
morce jest bardziej ztozony niz tylko oddziatywanie trzech
domen [16].

Innym niuansem pojawiajgcym sie w regulacji CDPK jest
zalezna od rodzaju substratu r6zna wrazliwo$¢ na Ca2 Pod
nieobecnos$¢ jakiegokolwiek substratu CDPKa z soi (Glycine
max) wigze wapn ze statg dysocjacji wynoszaca 2 x 106 M,
jednakze w jego obecnosci wrazliwos$¢ na wapn moze wzro-
snaé¢ ponad 10-krotnie. Zastosowanie syntydu-2 i histonu Il
jako substratow dla CDPKa pozwolito wykaza¢, ze stezenie
wapnia, przy ktérym enzym charakteryzuje sie potowg ak-
tywnosci maksymalnej, w przypadku syntydu-2 wynosito
6 x 10'8 M, podczas gdy w obecnosci histonu 4 x 10'6 M. Te

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

réznice wrazliwosci na wapnh wskazujg, ze kazda izoforma
CDPK odpowiada na specyficzny sygnat wapniowy r6znia-
cy sie czestotliwos$cig oscylacji, wielkoscig i czasem trwania
zaleznym od dziatajacego czynnika. Jednakze pytanie, w ja-
ki spos6b sprawdzi¢ in vivo réznice w aktywnosci specyficz-
nych izoform, pozostaje wcigz bez odpowiedzi [10,13].

Poza jonami wapnia, wiele kinaz aktywowanych jest po-
przez proces fosforylacji: autofosforylacji czy kaskade kinaz
[10]. W przypadku CDPK zaréwno natywna jak i zmienio-
na genetycznie kinaza podlegajg autofosforylacji. Jednakze
do tej pory nie udato sie zidentyfikowaé miejsc autofosfo-
rylacji i ustali¢ jaka role petni ten proces w aktywacji tych
enzymoéw [3,13]. Wiele izoform CDPK posiada potencjalne
miejsce autofosforylacji (Lys-GIn-Phe-Ser) w ich domenach
autoinhibitorowych. Poniewaz autofosforylacja CaMKII
wystepujgca w podobnym miejscu powoduje aktywacje en-
zymu, wydawac by sie mogto, ze kinazy CDPK sg potencjal-
nie aktywowane poprzez podobny mechanizm. Jednakze,
obecne dowody nie potwierdzajg tej mozliwosci. CDPKa
z soi (Glycine max) nie fosforyluje peptydéw odpowiada-
jacych w sekwencji domenie autoinhibitorowej [13,19].
W przypadku CDPK z orzechéw ziemnych (Arachis hypogea)
i soi autofosforylacja nie ma wptywu na wapniowo-zalezng
aktywnos¢ tego enzymu [13], natomiast aktywno$¢ CDPK
ze szpinaku (Spinacia oleracea) nie rézni sie po inkubacji en-
zymu w warunkach sprzyjajacych procesowi fosforylacji
oraz po potraktowaniu fosfatazami [20]. Mimo to w kilku
pracach pojawity sie informacje Swiadczace o tym, ze pro-
ces autofosforylacji moze wptywac¢ na aktywno$é niekto-
rych CDPK. Autofosforylacja CDPK z orzechéw ziemnych
in vitro jest wymagana do jej aktywacji, lecz ujawnia sie ona
jedynie w niskich stezeniach Ca2+i moze nie odgrywac roli
regulatorowej in vivo [21] w przeciwienstwie do autofosfo-
rylacji CDPK z tustu gtgbigroszka (Psophocarpus tetragonalo-
bus) [22], gdzie proces ten powoduje zahamowanie aktyw-
nosci. Aktywacja CDPK moze by¢ réwniez modulowana
przez inne kinazy, jak to ma miejsce w przypadku CDPK
(NtCDPK?2) z tytoniu (Nicotiana tabacum), ktéra do peinej
aktywacji wymaga zaréwno jonow wapnia jak i fosforylacji
[13,23,24]. W kontrolowaniu szlakéw sygnatowych procesy
defosforylacji odgrywajg rownie wazng role jak fosforylacja.
Fosfataza fosfoseryny z peddéw tustu gtgbigroszka defosfo-
ryluje nieaktywng kinaze CDPK (WbCDPKI) in vitro, zno-
szgc hamujgcy wptyw autofosforylacji [25].

Analizy biochemiczne wykazaty, ze w obecnosci Ca2+fos-
forylacja substratu przez niektére CDPK moze by¢ wzmac-
niana przez pewne fosfolipidy. Fosfatydyloseryna (PS) i fos-
fatydyloinozytol (Pl) stymulowaly DcCDPKI z marchwi
(Daucus carota) [26] oraz jedng z izoform CDPK u kukurydzy
(Zea mays) [27]. Rekombinowana DcCPKI podlegata dodat-
kowej stymulacji przez kwas fosfatydowy w warunkach in
vitro [26]. Lizo-fosfatydylocholina (LysoPC) i Pl zwieksza-
ty natomiast fosforylacje substratu przez kinaze AtCPKI
z rzodkiewnika [28], Analiza sekwencji AtCPKI wykazata
obecno$¢ w N-koncu przypuszczalnego miejsca wigzania
Pl. Okazato sie jednak, ze fosfolipid wcigz byt w stanie akty-
wowacé kinaze nawet wtedy, gdy enzym ten byt pozbawio-
ny miejsc jego wigzania. Nasuwa sie zatem przypuszczenie,
ze CDPK posiada wigcej niz jedno miejsce wigzace fosfaty-
dyloinozytol [28], Regulacja poprzez lipidy wydaje sie by¢
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jednym z wazniejszych proceséw, gdyz moze ona stanowi¢
punkt wspdlny pomiedzy wieloma szlakami przekazywa-
nia sygnatdéw, a takze powodowac¢ zmiany aktywnosci po-
przez odwracalne wigzanie do bton.

Biatka 14-3-3 dziatajg zaréwno jako biatka dokujace jak
i regulujgce aktywnos$¢ wielu enzyméw komorkowych, nie
wytaczajac kinaz. Kinazy CDPK takze wigzg biatka 14-3-3.
In vitro trzy rézne izoformy biatek 14-3-3 specyficznie wig-
zg i aktywujg AtCPKI z rzodkiewnika w obecnosci Ca2
a u dwoch innych (AtCPK24, AtCPK28) znaleziono przy-
puszczalne miejsca wigzace biatka 14-3-3 [29], Wapn moze
by¢ potrzebny w czesci do indukcji autofosforylacji CDPK,
gdyz biatka 14-3-3 typowo regulujg wiele enzymow poprzez
wiazanie sie do specyficznie ufosforylowanych reszt ami-
nokwasowych [29], Biatka 14-3-3 takze wigza sie z biatkami
fosforylowanymi przez CDPK np. z miejscami fosforylacji
w reduktazie azotanowej. Wiele innych biatek, wigczajgc
w to syntaze sacharozy czy tez syntaze glutaminianu, wigze
biatka 14-3-3 w spos6b zalezny od fosforylacji. Zapropono-
wano réwniez, ze 14-3-3 moga taczy¢ razem enzymy, ktore
sg wiaczone w dwa kolejne szlaki metaboliczne.

FUNKCIJE FIZJOLOGICZNE, REGULACJA EKSPRESIJI
GENU I AKTYWNOSC KINAZY CDPK

Pomimo niezaprzeczalnej roli CDPK jako kluczowe-
go regulatora w wielu biochemicznych szlakach sygnato-
wych, dotychczas bardzo mato wiadomo, ktéra z izoform
CDPK odgrywa role czujnika wapniowego w poszczegol-
nych procesach. Brak specyficznego inhibitora dla CDPK,
dominujgcych negatywnych konstruktéw oraz funkcjono-
wanie w réznych obszarach komoérki powoduje, ze trudno
jest pozna¢ funkcje poszczegélnych kinaz CDPK. Podczas
gdy, regulacja ekspresji genéw CDPK wywotana réznymi
czynnikami zewnetrznymi i wewnetrznymi zostata opisana
u licznych gatunkdéw roslin, biochemiczna charakterystyka
biatek jest poznana fragmentarycznie [46], Pomimo tego,
poczyniono znaczgce postepy w zrozumieniu fizjologicznej
roli tych kinaz u wielu gatunkéw roslin [3].

SWIATLO

Istnieje szereg prac wskazujgcych na role swiatta w akty-
wacji pewnych kinaz zaleznych od wapnia. Wptyw $wiatta
na ekspresje izoform CDPK odkryto poczatkowo w przy-
padku rzodkiewnika (AtCDPK?9) i kukurydzy (ZmCDPK?9)
[30]. Nastepnie Barker i wsp. [31] stwierdzili, ze w dojrza-
tych, catkowicie rozwinietych lisciach kukurydzy rosngcych
na Swietle aktywnos$¢ kinazy zaleznej od wapnia (p67cdk)
jest stabo wykrywalna, podczas gdy w rozwijajgcych sie
zielonych lisciach, tkankach etiolowanych i korzeniach ob-
serwuje sie wysoki poziom aktywnosci tego enzymu. Dal-
sze badania wykazaty, ze rozwijajace sie tkanki, takie jak
wierzchotek wzrostu, szybko rozwijajace sie liscie i koleop-
tyle majg szczegdlnie wysoki poziom aktywnos$ci p67ak
podczas gdy dojrzate, etiolowane tkanki wykazuja mniej-
szg aktywnos$¢, chociaz jest ona wcigz znacznie wyzsza niz
w dojrzatych lisciach rosnagcych na Swietle.

W badaniach nad kinazg pochodzacg z ryzu (Oryza sa-

tiva) stwierdzono, ze zaréwno poziom mRNA dwoch izo-
form OsCDPK2 i OsCDPKII, jak réwniez poziom enzyméw
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zwieksza sie podczas rozwoju kwiatdw. Ekspresja OsCDPK2
jest Scisle zwigzana z percepcjg Swiatta. Enzym wykazuje ni-
ska aktywnos$¢ w zielonych lisciach wystawionych na $wia-
tto, podczas gdy poziom biatka zwieksza sie gwattownie,
kiedy rosliny sa przeniesione do ciemnosci. Nie stwierdzo-
no takich prawidtowosci w ilosci kinazy w innych organach
po wystawieniu roslin na Swiatto. W przypadku OsCDPKII
Swiatto nie ma zadnego wptywu na transkrypcje i transla-
cje [32], Dalsze badania prowadzone nad transgenicznym
ryzem z nadekspresjg genu OsCDPK2 wykazaty, ze aku-
mulacja kinazy w zielonych lisciach u roélin wstawionych
do ciemnosci wzrastata znacznie juz po dwo6ch godzinach.
Autorzy sugerujg mozliwo$é udziatu specyficznych recep-
toréw Swiatta (np. fitochromu A) w regulacji poziomu kina-
zy zaleznej od wapnia [33]. W przypadku prac nad genem
CpCPKI z cukini (Cucurbita pepo) stwierdzono specyficzng
organowo i zalezng od Swiatta ekspresje genu z najwyz-
szym poziomem mMRNA w etiolowanych hypokotylach
i zakrzywiajacych sie czesciach podliscieniowych siewki
(ang. hook). Réwniez aktywno$¢ kinazy koreluje z ekspresja
badanego genu [34].

W 1989 roku Friedman i wsp. [35] opublikowali prace,
w ktorej zaproponowali udziat jonow wapnia w indukcji
kwitnienia u wilca wielkokwiatowego (Pharbitis nil). Od
tego czasu ukazato sig szereg prac potwierdzajacych te hi-
poteze. Stwierdzono, ze egzogenne podawanie wapnia i je-
go modulatoréw na liscienie wptywa na wewnatrzkomor-
kowg homeostaze tego kationu, co ma bezposredni wptyw
na kwitnienie [36], Podczas indukcji wilca pojawiajg sie
fale wapniowe, a obnizenie poziomu wapnia poprzez po-
danie chelatorow tego zwigzku hamuje proces kwitnienia.
W chwili obecnej mozemy przypuszczaé, ze kinazy zalez-
ne od Ca2+sa jednymi z odbiorcow i przekaznikow sygnatu
wapniowego u tej rosliny. Potwierdzeniem mogga by¢ bada-
nia prowadzone na siewkach wilca poddanych warunkom
indukcyjnym i nieindukcyjnym. Wykazano, ze u roslin
poddanych dziataniu 16 godzinnej nocy indukcyjnej naste-
puje wzrost fosforylacji 82 kDa biatka, w sposéb zalezny od
wapnia. [37],

CHLOD, SUSZA | STRES SOLNY

Ekspozycja na niskg temperature powoduje wzrost eks-
presji genéw CDPK u wielu roélin. Chtéd indukuje trans-
krypcje genow kukurydzy ZmCDPKI [38], ryzu OsCDPK?7
[39]. U lucerny siewnej (Medicago sativa) dwa geny MsCKI
i MsCK2 podlegajg réznej ekspresji pod wptywem niskiej
temperatury. Podczas gdy gen MsCKI jest aktywowany
w odpowiedzi na chtéd, to ekspresja genu MsCK2 jest wtedy
hamowana [40], Enzymatyczna aktywno$¢ CDPK wzrasta
réwniez w odpowiedzi na ten rodzaj stresu. Zaobserwowa-
no, ze traktowanie chtodem wzmacnia wigzanie sie kinazy
CDPK z ryzu do btony komérkowej [41].

Stres solny i susza takze podnoszg poziom transkrypcji
genéw CDPK. U rzodkiewnika zaréwno susza, jak i wy-
stawienie na dziatanie wysokiego stezenia NaCl indukujg
geny AtCPKIO i AtCPKII [42], Traktowanie NaCl silnie in-
dukuje ekspresje genu VrCDPKI u fasoli (Vigna radiata) juz
po 2 godzinach [43], Podobng odpowiedZ na susze i wyso-
kie stezenie soli obserwowano dla genu McCDPKI u krysz-
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tatki I1Snigcej (Mesembnmatheum cristallinum) [441 jak i eenu
OsCDPK7 u ryzu [39]/

W celu aktywacji szlakéw pod nieobecno$¢ wapnia uzy-
to konstytutywnie aktywnych izoform CDPK. Wykazano,
ze dwa z nich (AtCDPKIO i AtCDPK30) prowadzg do uru-
chomienia promotoréw gendw odpowiedzi na Ca2t stres
i kwas abscysynowy (ABA). Te rezultaty wskazujg na zwia-
zek poszczego6lnych izoform CDPK ze specyficznymi szla-
kami sygnatowymi in vivo [45].

FITOHORMONY

Od czasu, gdy stwierdzono udziat fitohormonéw w szla-
ku sygnatowym w odpowiedzi na susze i stres solny, bada-
no ekspresje genu CDPK po traktowaniu roslin hormona-
mi roslinnymi, takimi jak giberelina (GA), auksyna (IAA),
kwas abscysynowy (ABA), cytokininy czy kwas jasmono-
wy (JA). Traktowane gibereling oraz brasinolidem siewki
ryzu wykazujg wzrost aktywnosci CDPK [46], Stwierdzono
rowniez wptyw hormonéw na regulacje CDPK na pozio-
mie transkrypcji. GA, ABA i cytokininy indukujg ekspresje
genu NtCPDKI w lisciach tytoniu [47], podczas gdy IAA
stymuluje ekspresje genu VrCPKI u fasoli [43] oraz genu
w komorkach lucerny [48], Traktowanie cytokining indu-
kuje ekspresje genu CsCDPK3 ogorka (Cucumis sativus) [49]
i NtCDPKI tytoniu [47], podczas gdy podawany JA hamuje
aktywnos$¢ enzymatyczng i redukuje poziom mRNA genu
StCDPK2 ziemniaka (Solanum tuberosum) [50]. Wykazano
takze, iz CDPK fosforyluje ACS, enzym szlaku biosyntezy
etylenu u pomidora (Lycopersicon esculentum). Fosforylacja
LeACS2 stabilizuje enzym, zapobiegajac w ten sposéb przy-
taczeniu sie biatka ETOI, ktére uruchamia degradacje ACS
[51]

PROCESY FIZJOLOGICZNE, W KTORYCH UCZESTNICZA
KINAZY ZALEZNE OD JONOW WAPNIA

Wiele proceséw wzrostu i rozwoju roslin regulowanych
przez zmiany stezenia jonéw wapnia w komarce [2]. Jed-
nym z nich, w ktérym uczestniczy CDPK jest wzrost tagiew-
ki pytkowej. U kukurydzy ekspresja genu kinazy CDPK
specyficznej dla woreczkéw pytkowych jest ograniczona do
péznych etapéw rozwoju pytku. Dodanie antagonisty CaM,
inhibitora CDPK lub antysensownych oligonukleotydy-
dow skierowanych przeciwko mRNA kinazy CDPK ostabia
wzrost tagiewki i kietkowanie pytku. Wykazano réwniez,
ze lokalny wzrost stezenia Ca2+w cytoplazmie prowadzi do
reorientacji tagiewki pytkowej u lilii afrykanskiej (Agapan-
thus umbellatus) zwigkszajgc rowniez aktywnos¢ CDPK [52],
U tytoniu CDPK reguluje proces samozapylenia poprzez
fosforylacje odpowiedniej RNAzy [53], Natomiast we wcze-
snych etapach rozwoju bulw ziemniaczanych zaobserwowa-
no korelacje pomiedzy akumulacja mMRNA genu StCDPKI,
a zwiekszeniem aktywnosci biatka [54], Dodatkowo CDPK
moduluje tworzenie brodawek u soi fosforylujgc dwa specy-
ficzne biatka nodulin-26 (kanatjonowy wrazliwy na zmiany
napiecia) i nodulin-100 (syntaza sacharozy - SUS) uczestni-
czace w tym procesie [55]. Aktywno$¢ CDPK zanotowano
rowniez w embriogenezie, podczas rozwoju i kietkowania
nasion u drzewa sandatowego (Santalum album) [56] oraz
rozwoju organdéw generatywnych u przylaszczki wiosennej
(Concephalum conicum) [57].
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Oscylacje stezenia jondw wapnia reguluja przeptyw jo-
néw z komorek szparkowych potrzebny do kierowania
ruchami szparek. Podczas indukowanego przez ABA za-
mykania szparek, wapn zwieksza wyptyw jonéw K+ po-
przez zahamowanie kanatéw potasowych zlokalizowanych
w btonie. CDPK z komorek szparkowych bobu (Vicia faba)
fosforyluje in vitro w sposéb zalezny od wapnia kanat KAT1
(K+rektyfikator bramkowany napieciem) [58]. Sugeruje to,
ze przeptyw wapnia w komérkach szparkowych moze ak-
tywowac CDPK, ktoéra fosforylujgc kanaty potasowe regulu-
je ich aktywnos$¢ w wyniku czego nastepuje wyptyw jonow
potasu z komérek i zamkniecie szparek [3].

CDPK mogg by¢ rowniez waznym odbiorca wapnia pod-
czas naptywu Ca2+w indukowanym hormonami i Swiattem
niebieskim otwieraniu szparek. Podczas otwierania szparek
naptyw anionéw do wakuoli potrzebny jest do zbalansowa-
nia naptywu K+ Kanaty chlorkowe zlokalizowane w wa-
kuoli u bobu sg silnie aktywowane przez AtCPKI w od-
powiedzi na zmiany stezenia jonéw wapnia. Stwierdzono
takze, iz AtCPKI promuje podniesienie zawartosci jabtcza-
nu w wakuolach komérek szparkowych bobu oraz jonéw
CI" w wakuolach korzenia buraka czerwonego (Beta vulga-
ris) [59]. Sugeruje to wazng role CDPK w ogdlnej regulacji
wakuolarnego stezenia aniondw w roslinach. Nie wiadomo
jednak, czy AtCPKI fosforyluje kanaty bezposrednio, czy
tez stanowi biatko posredniczace [3].

Podczas proceséw wzrostu i rozwoju, jak rowniez w od-
powiedzi na liczne zmiany $rodowiskowe rosliny mody-
fikujg metabolizm wegla i azotu. Dwa kluczowe enzymy
w biosyntezie sacharozy, syntaza sacharozowa (SUS) i syn-
taza fosfosacharozowa (SPS) sg modulowane przez CDPK.
CDPK fosforyluje Ser w N-kohcu enzymu SUS, ktéra wraz
z otaczajacymi ja aminokwasami tworzy miejsce wysoce
konserwowane, co sugeruje, ze fosforylacja tego enzymu
moze by¢ istotna w regulacji metabolizmu sacharozy [60].
Fosforylacja ta zmniejsza wigzanie si¢ enzymu z biona,
zwigkszajac tym samym ilo$¢ enzymu w cytoplazmie.

Syntaza fosfosacharozowa (SPS) oraz reduktaza azotano-
wa (NR), enzym biorgcy udziat w przyswajaniu azotu z azo-
tanéw sa fosforylowane przez CDPK in vitro. Oba enzymy
ulegajg fosforylacji w ciemnosci, co powoduje ich inhibicje.
SPS jest bezpos$rednio hamowana poprzez fosforylacje Ser
158, a reduktaza azotanowa jest hamowana w dwuetapo-
wym mechanizmie polegajgcym na uprzedniej fosforylacji
Ser 543 [61], a nastepnie wigzaniu sie biatka 14-3-3 do ufos-
forylowanego miejsca. Oba enzymy w ich miejscach regula-
cyjnych fosforyluje ta sama 45 kDa kinaza CDPK, zidentyfi-
kowana jako homolog kinazy AtCPK3 [62],

Te obserwacje wskazujg na duze znaczenie CDPK w ko-
ordynowaniu metabolizmu wegla i azotu w roslinach [3].
Hipoteza, iz CDPK ma wplyw na dziatanie reduktazy azo-
tanowej oraz SPS w ciemnosci jest zgodna z obserwacjami,
Ze stezenie cytoplazmatycznego wapnia jest wyzsze w nocy
niz podczas dnia. Jednakze nalezy pamieta¢, ze kinazy nie-
zalezne od Ca2+o cechach kinaz spokrewnionych z SNF-1
(SnRKI) takze fosforylujg Ser 153 SPS oraz Ser 543 reduk-
tazy azotanowej [62]. Istnieje wiec mozliwo$¢, ze oba typy
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kinaz wiaczajg sie do szlaku SPS i reduktazy in vivo ale
w odpowiedzi na inne czynniki sygnatowe. Kinaza ta moze
by¢ takze zaangazowana w aktywacje SPS poprzez fosfory-
lacje reszty Ser 424 [13], Ta zalezna od fosforylacji aktywacja
pojawia sie w odpowiedzi na stres osmotyczny i przypusz-
czalnie powoduje wzrost stezenia sacharozy w cytoplazmie,
przez co zmniejsza sie potencjat wody w komorce i zaha-
mowana jest dalsza jej utrata. Te interesujagce wyniki suge-
ruja, ze dwa rozne szlaki, w ktérych doniostg role odgrywa
CDPK, biorg udziat w przeciwstawnej regulacji SPS.

ZRANIENIE | OBECNOSC PATOGENU

CDPK uczestniczy takze w szlakach przekazywania sy-
gnatu w odpowiedzi na zranienie i obecno$¢ patogenu. In-
tensywne badania réznych uktadéw roslina-patogen wyka-
zaty, ze naptyw wapnia do cytosolu jest bardzo istotnym,
wczesnym etapem niezbednym do aktywacji kaskad prze-
kazywania sygnatu indukowanego patogenem [3,5]. Szlaki
odpowiedzi na patogen sg czesto aktywowane poprzez od-
dziatywanie pomiedzy elicitorem kodowanym przez pato-
gen (takim jak biatko Avr9 z Cladosporium fulvum), a odpo-
wiadajgcym receptorem kodowanym przez ros$ling (takim
jak biatko odpornosciowe Cf-9 z pomidora). Ostatnio wyka-
zano aktywacje CDPK in vivo po interakcji Cf-9/Avr9 (gen-
-gen) w transgenicznych roslinach tytoniu Cf-9 co sugeruje,
ze CDPK sa waznymi czujnikami wapniowymi indukowa-
nymi w odpowiedziach obronnych [23,24]. Doswiadcze-
nia z wyciszaniem genéw NtCDPK2 i NtCDPK3 pokazaty,
ze CDPK sg czynnikami posredniczagcymi w indukowanej
Cf-9/Avr9 odpowiedzi w roslinie [24], Podobne rezultaty
byty rowniez obserwowane dla interakcji Cf-4/Avr9 (gen-
-gen), wskazujac na bardziej og6lng role CDPK na szlaku
sygnatowym po zadziataniu patogenu. Dodatkowo zaob-
serwowano odgorng regulacie mRNA w odpowiedzi na
stres osmotyczny w przypadku NtCDPK2 i NtCDPK3 [24],
Wzrost ekspresji CDPK w wyniku zranienia i po pojawie-
niu sie elicitora grzybowego zaobserwowano réwniez dla
gendw LeCDPKI z pomidora [63] i NtCDPKI z tytoniu [47],
Gen z tytoniu dawat takze pozytywng odpowiedz na chito-
san i metylowg pochodng kwasu jasmonowego, hormondéw
zwigzanych z odpornoscig na choroby i zranienia. Innym
przyktadem CDPK biorgcej udziat w obronnym szlaku
sygnatowym jest kinaza kodowana przez gen ZmCDPKIO
z kukurydzy, ktory ulega ekspresji w wyniku infekcji grzy-
ba i po traktowaniu elicitorami grzybowymi [64],

Aktywowane przez elicitory patogenu CDPK moga row-
niez inicjowaé wczesny wyptyw innych jonéw. Mogg by¢ od-
powiedzialne za zmiany w wyptywie H+na skutek aktywacji
PM-H+ATPazy, enzymu zaleznego od wapnia i fosforylacji.
Badania wykazaty, ze CDPK moze fosforylowa¢ PM-H+AT-
Paze in vitro. Bardziej szczeg6towe badania wykazaty, ze ki-
naza z kukurydzy fosforyluje PM-H+ATPaze na jej C-koncu,
w miejscu istotnym dla oddziatywania ATPazy z biatkiem 14-
-3-3 [65], Innym procesem bedgcym nastepstwem wyptywu
jondéw wapnia i aktywacji CDPK we wczesnych etapach reak-
cji obronnej na patogen jest tworzenie aktywnych form tlenu
przez oksydaze NADPH, ktéra jest zalezna od wapnia i fos-
forylacji [66]. Pomimo tego, ze oksydaza NADPH moze by¢
bezposrednio regulowana przez jony wapnia, to zastosowanie
inhibitora CaM/CDPK hamowato fosforylacje, a w nastep-
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stwie wptywato na obnizenie ilosci aktywnych form tlenu [23].
Ostatnie dane potwierdzity, ze ekspresja AtCDPKI wzmacnia
aktywnos¢ oksydazy NADPH w protoplastach pomidora, po-
twierdzajac posrednig regulacje przez ten enzym [23].

CRK - KINAZY SPOKREWNIONE Z CDPK

Kinazy z rodziny CRK (ang. CDPK-related kinase) posiada-
ja strukture podobng do kinaz z rodziny CDPK, z wyjatkiem
domeny regulatorowej, w ktorej miejsca wigzania wapnia
EF ulegty degeneracji i sg niefunkcjonalne [8-10]. CRK majg
mase czasteczkowg od 64,3 do 68 kDa i podobnie jak CDPK
majg potencjalne miejsca palmitoilacji i mirystoilacji. Bada-
nia biochemiczne nad rekombinantami kinaz CRK z mar-
chwi i kukurydzy wykazaty, ze enzymy te nie wigzg Ca2+
i nie ulegajg aktywacji przez wapn [67,7], stad tez wydaje sie
prawdopodobne, ze kinazy te nie majg funkcjonalnej dome-
ny autoinhibitorowej [67], Badania ostatnich lat wykazaty
jednak, ze CaM moze aktywowac niektore izoformy CRK
[7,68]. Przemawia za tym obecno$¢ miejsca wigzgcego CaM,
ktore opisano dla OsCBKI z ryzu [69] oraz NtCaMKI [7]
i NtCaMK2 z tytoniu [68], NtCaMKI fosforyluje siebie i swo-
je substraty tylko w obecnosci Ca2~CaM. OsCBKI z ryzu
wigze kalmoduline w sposéb zalezny od wapnia, jednakze
kompleks Caz/CaM nie wptywa ani na proces autofosfo-
rylacji ani fosforylacji histonu przez OsCBKI [69]. Tak wiec
rola wigzania CaM do OsCBKI pozostaje wcigz nieokreslona,
jednakze autorzy sugerujg ze wigzanie kalmoduliny moze
odgrywac inng role niz regulacja aktywnosci kinazy, takich
jak lokalizacja czy regulacja specyficznosci substratowej [69].
Natomiast autofosforylacja NtCaMKI wymaga obecnosci
kompleksu Caz/CaM. Jej skutkiem jest aktywacja enzymu,
ktérego aktywnos$é enzymatyczna jest niezalezna od wapnia
i kalmoduliny [7], MCK1 z kukurydzy réwniez wigze kal-
moduline w spos6b zalezny od wapnia. Ta kinaza poczat-
kowo byta klasyfikowana jako CaMK, poniewaz wigze CaM
oraz KN-93, specyficzny inhibitor zwierzecej CaMK2. Ana-
liza sekwencji genu wykazata jednak, ze enzym ten nalezy
do klasy kinaz CRK. Poniewaz KN-93 hamowat zalezny od
Swiatta geotropizm korzeni kukurydzy, proponuje sie role
posrednika MCK1 w tym procesie [11,70], Stwierdzono takze
mozliwy udziat tego enzymu w regulacji procesu kwitnienia,
gdyz nadprodukcja MCK1 prowadzi do zaniku zawigzkéw
kwiatéw na osi gtéwnej pedu i wydtuzenia fazy wegetatyw-
nej u tytoniu [7], Na udziat w procesie kwitnienia wskazujg
rowniez doswiadczenia z NtCBKI, w ktorych nadprodukcja
NtCBKI powoduje opéznienie kwitnienia u tytoniu [7],

Kinazy AtCBKI z rzodkiewnika i NtCBK2 z tytoniu moga
by¢ rowniez stymulowane jonami wapnia. Biatka te ulegajg
autofosforylacji i fosforylujg substraty w spos6b zalezny od
wapnia, a dodatkowe wigzanie kalmoduliny zwieksza ich
aktywnos¢ 4-5-krotnie [7], Kinazy te r6znig sie zaréwno od
kinazy ZmCCaMK z kukurydzy, gdzie CaM nie wptywa na
aktywnos$¢ procesu autofosforylacji, jak rowniez sg odmien-
ne od CCaMK z lilii i tytoniu, u ktérych autofosforylacja jest
hamowana w obecnosci kalmoduliny [71],

CCaMK I CaMK

Kinazy z rodziny CCaMK (ang. Caztand CaM-dependent
protein kinase) oraz CaMK (ang. calmodulin dependent protein

194

kinase) naleza do grupy kinaz okre$lanych CBK (ang. cal-
modulin binding protein kinase), ktérych aktywno$¢ zalezna
jest od kalmoduliny [7,13], Kinazy z rodziny CCaMK z lilii
i tytoniu stanowig dwa przykiady CCaMK u roslin, ktoére
zostaty dobrze scharakteryzowane zaréwno pod wzgledem
biochemicznym jak i molekularnym, a ich aktywnos$¢ za-
lezy zar6wno od obecnosci jonéw Ca2+-jak i CaM. Ogdlna
struktura budowy C-koncowej domeny kinazy CCaMK po-
dobna jest do zwierzecego biatka visininy, ktérej czasteczka
zawiera tylko trzy motywy EF wigzgce Ca2+oraz oddzielng
domene wigzacg CaM, jak to ma miejsce w zwierzecych ki-
nazach z rodziny CaMK (Rye. 1). Autofosforylacja CCaMK
zachodzi w sposéb zalezny od jonéw Ca2+i jest hamowana
w obecnosci CaM, za$ fosforylacja substratu jest zalezna od
kompleksu Ca2~CaM [71], W przeciwienistwie do CCaMK
z lilii i tytoniu, ZmCCaMK z kukurydzy nie ulega autofos-
forylacji zaleznej od CaM. Do tej pory nie sklonowano genu
kodujacego te kinaze, co uniemozliwia poznanie réznic po-
miedzy tymi enzymami [72], Ostatnio zostat zidentyfiko-
wany immunohomolog ZmCCaMK z grochu (PsCCaMK)
(Pisum sativum), wskazujac ze ten typ kinaz z rodziny CBK
moze by¢ reprezentowany réwniez w innych roslinach.
Obecnos$¢é domeny wigzacej wapn w kinazach CCaMK sta-
nowi wiec dodatkowy mechanizm wrazliwosci na Ca2+nie-
znany dotychczas w regulowanej kompleksem Ca2~CaM
kaskadzie sygnatowej u roslin [73],

Udziat kinaz z rodziny CBK stwierdzono w regulowanej
jonami wapnia fosforylacji biatek w odpowiedzi na $wiatto.
Reakcjom tym towarzyszy zmiana cytosolowego stezenia
Ca2+i kalmoduliny [7], Wykazano, ze ZmCCaMK jest re-
gulowana przez Swiatto czerwone, wskazujgc na mozliwy
udziat tej kinazy w Swietlnym szlaku transdukcji sygnatu.
Nie zaobserwowano zmian w ilosci ZmCCaMK w odpowie-
dzi na Swiatto niebieskie, tak wiec wydaje sie by¢ specyficz-
nie zalezna jedynie od $wiatta czerwonego [72]. Ekspresja
CCaMK z tytoniu jest obserwowana w komorkach wierz-
chotka korzenia, jak rowniez w komoérkach tapetum i ko-
morkach macierzystych pytku podczas mikrosporogenezy.
Sugeruje to, ze CCaMK moze odgrywaé role w procesie
mitozy i mejozy [2], Udziat kinaz CBK, PsCCaMK z grochu
i NtCaMKI z tytoniu, stwierdzono réwniez w odpowiedzi
na stres, gdyz wzrost stezenia NaCl indukowat wzmozong
synteze tych kinaz [7], Jedyny potencjalny enzym majacy
wiasciwosci kinaz z rodziny CaMK (CB1) zostat zidentyfi-
kowany u jabtoni [74], W tym przypadku analiza poréw-
nawcza sekwencji aminokwasowej wykazata, ze enzym
ten jest bardzo blisko spokrewniony z roslinnymi kinazami
zrodziny CCaMK. Jednoczes$nie analiza genomu rzodkiew-
nika wykazata brak u tej rosliny potencjalnych reprezentan-
tow kinaz z rodzin CaMK i CCaMK [9].

SnRK3

Analiza genomu rzodkiewnika pozwolita zidentyfikowaé
kolejng grupe kinaz, w ktérych aktywno$¢ zaangazowany
jest wapn. Kinazy SnRK (ang. SNF related kinase) nazywane
réwniez CIPK (ang. calcineurin B-like interacting protein kina-
se), SOS2 (ang. saltoveraly sensitive 2), SIP (ang. SOS3-interac-
ting protein) czy PKS (ang. protein kinase related to SOS2) sta-
nowig grupe bardzo blisko spokrewniong z kinazami SNF1
z drozdzy i kinazami aktywowanych AMP (AMPK) ze
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zwierzat [9,10,75]. Wykazano, ze niektore kinazy z podro-
dziny SnRK2 i SnRK3 wydajg sie wystepowacé tylko u roslin
[76]. Kinazy z podrodziny SnRK3 nie zawieraja w odcinku
C-koricowym motywéw EF odpowiedzialnych za wiazanie
jonéw wapnia, a aktywno$¢ tych kinaz stymulowana jest
poprzez oddziatywanie z biatkami wigzacymi wapn taki-
mi jak CBL (ang. calcineurin B-like protein) czy SCaBP (ang.
SOSB-like calcium-binding proteins), posiadajgcymi motyw
wigzania EF. Biatka te spokrewnione sg z czujnikami wap-
nia w komoérkach nerwowych zwierzat oraz z regulatorowg
podjednostka biatkowej fosfatazy kalcyneuryny [9,10,75].
Wszystkie kinazy z rodziny SnRK3 zawierajg domene wig-
zacg NAF lub FISL w C-koricu domeny kinazowej (Rys. 1),
pokrywajgcg sie z domeng autoinhibitorowg. Przylgczenie
biatek wigzacych jony wapnia do domeny NAF/FISL nie
zawsze zalezy od Ca2; co wynika z réznych wiasciwosci
kinaz [10,75] Aktywacja przypuszczalnie zachodzi w na-
stepstwie przytaczenia biatek CLB/SCaBP i odtaczenia au-
toinhibitora [10]. Badania domeny NAF/FISL wykazaly, iz
jest ona sama w sobie autoinhibitorem [75]. Kinazy, z kt6-
rych usunieto domene FISL wykazujg w obecnosci wapnia
i odpowiednich biatek CLB/SCaBP wigkszg aktywnos$¢ niz
enzym niezmieniony [8].

Aczkolwiek dotychczasowe badania podkreslg potencjal-
ng role biatek CLB/SCaBP w wapniowej aktywacji, ostatnie
badania sugerujg inny model, ktéry moze okazac sie rdwnie
istotny. Dwa dowody $wiadczg o tym, iz ShnRK3 moga by¢
aktywowane na drodze fosforylacji. Po pierwsze, wszystkie
SNRK3 zawierajg miejsca aktywne tak samo zlokalizowane
i zdolne do fosforylacji Ser/Thr. Po drugie, ,,stan aktyw-
ny" jest obserwowany u przedstawicieli SnRK3, u ktérych
w wyniku mutacji zastgpiono Ser/Thr asparaging (Asp),
nasladowujgc tym samym stan ufosforylowany [10], Tak
zmieniona kinaza (SnRK3.11) wykazuje wzglednie wyso-
ka, stalg aktywnos¢, ktora nie jest dalej aktywowana przez
Ca2+i CLB/SCaBP. Jednoczes$nie aktywnos$¢ ta jest 10 razy
wyzsza niz ta obserwowana u kinazy nie zmienionej. Do
tej pory udziat kinaz z rodziny SnRK3 stwierdzono jedynie
w odpowiedzi na stres solny oraz na szlaku sygnatowym
ABA isacharozy [10,75].

PODSUMOWANIE

W celu utrzymania w cytoplazmie komorki stezenia Ca2+
w tolerowanych przez organizm granicach, w toku ewolu-
cji powstata grupa wyspecjalizowanych biatek wigzacych
waph. Biatka te umozliwiajg jonom wapnia odgrywanie
roli przekaznika informacji w wielu szlakach przekazywa-
nia sygnatéw, poprzez konformacyjne zmiany biatek efek-
torowych, z ktéorymi oddziatujg. W komérkach roslinnych
najlepiej poznane sg kinazy biatkowe, ktérych aktywnos¢
zalezna jest od jonéw wapnia. Obecno$¢ w nich domeny
podobnej do kalmoduliny (CLD), jest najwazniejszg cechg
odrdézniajaca je od zwierzecych kinaz zaleznych od wapnia
i kalmoduliny. Wystepowanie wielu izoform CDPK, ich
specyficzna lokalizacja zar6wno tkankowa jak i komorko-
wa, moze $wiadczy¢ o odmiennej roli w regulacji podsta-
wowych funkcji. Bardzo prawdopodobny staje sie rowniez
udziat CDPK w wielu zachodzacych na siebie szlakach prze-
kazywania sygnatu. Obecnie wiele laboratoriow na $wiecie
zajmuje sie wyjasnieniem funkcji poszczegélnych enzymow
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i izoform CDPK oraz okre$leniem ich udziatu w szlakach
sygnatowych. Wydaje sie, iz zastosowanie nowych techno-
logii, na przyktad mikromacierzy, pozwoli sprawdzi¢ i sku-
tecznie umiejscowi¢ zmiany poziomu biatka na podstawie
profilu ekspresji mMRNA. Wyniki tych badan umozliwia lep-
sze zrozumienie oddziatywan pomiedzy szlakami sygnato-
wymi u roslin.
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ABSTRACT

Calcium signals play an important role in many aspects of plant growth and development, including plant response to biotic and abiotic stress.
The stimulus characteristic intracellular Ca2+signals are generated in plant cells by a variety of stimuli, including changes in environmental
conditions, interaction with microbes and growth and development processes. Cytoplasmatic calcium brings about responses by interacting
with target proteins, like calcium-dependent kinases. In plant there are at least five classes of protein kinases (CDPK, CRK, CCaMK, CaMK and
SnRK3), which activity is regulated by calcium ions. In this article the structure, regulation and function of calcium stimulated protein kinases
are briefly reviewed.
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STRESZCZENIE

dolnos$¢ pozyskiwania zelaza i hemu jest jednym z podstawowych elementéw warunku-
qucych patogennos$¢ mikroorganizmoéw. Jako zrédia zelaza i hemu bakterie gramujemne
wykorzystujg kompleksy sideroforéw z zelazem, biatka transportujgce zelazo (transferyna,
laktoferyna), wolny hem lub hemoproteiny (hemoglobina, haptoglobina, hemopeksyna).
Organizacja transportu zelaza i hemu jest Scisle zwigzana z budowg bton komérkowych tych
mikroorganizméw. W wigzaniu zelaza lub hemu udziat biorg siderofory, hemofory oraz re-
ceptory btony zewnetrznej. W transport ligandéw przez btone zewnetrzng zaangazowane sg
odpowiednie receptory. Energia niezbedna do aktywnego transportu przez btone zewnetrz-
na bakterii gramujemnych dostarczana jest przez wewnatrzbtonowe systemy TonB-ExbB-
-ExbD. W transport przez btone cytoplazmatyczng zaangazowane sg systemy biatek perypla-
zmatycznych i transbtonowych nalezace do rodziny transporteréw ABC, wykorzystujacych
energie pochodzaca z hydrolizy ATP. Gtdwnym czynnikiem odpowiedzialnym za utrzyma-
nie homeostazy zelazowej jest represor Fur-Fe2\

WPROWADZENIE

Charakterystyczna morfologia zewnetrznych bton komérkowych bakterii gra-
mujemnych ma istotne znaczenie w opornosci tych mikroorganizmow na czyn-
niki obronne gospodarza oraz antybiotyki, ale jednocze$nie wymusza istnienie
wyszukanych systeméw niezbednych do transportu sktadnikéw odzywczych
do wnetrza komarki [1]. Zewnetrzng monowarstwe btony tworzg lipopolisacha-
rydy bedace przyczyng istnienia wypadkowego tadunku ujemnego powierzch-
ni komorki. Obecnos¢ licznych poryn umozliwia bierng dyfuzje czgsteczek nie
wiekszych niz 600 Da [2], a transport aktywny mozliwy jest dzieki sprzezeniu
odpowiednich receptorow z biatkami btony wewnetrznej [3-5], Wewnetrzna
btona cytoplazmatyczna bakterii gramujemnych przypomina w swej budowie
btone bakterii gramdodatnich [1]. Dwuwarstwa lipidowa btony zbudowana
jest przede wszystkim z fosfolipidow, natomiast liczne biatka integralne i po-
wierzchniowe biorg udziat w transporcie zwigzkéw odzywczych i produktow
metabolizmu, reakcjach na bodzce chemiczne oraz w metabolizmie energetycz-
nym. Istotnym zjawiskiem jest wystepowanie gradientu stezenia H+w poprzek
btony cytoplazmatycznej, odpowiedzialnego za wytwarzanie sity protonomo-
torycznej niezbednej w anabolicznych procesach komorkowych, wigczajgc w to
zalezny od energii transport aktywny [6], Przestrzen wystepujgca pomiedzy bto-
nami nazywana jest przestrzenig peryplazmatyczng. Znajdujg sie w niej biatka
uczestniczgce w transporcie substancji odzywczych oraz biatka petnigce funkcje
enzymoéw chronigcych komorke przed szkodliwymi zwigzkami [6].

Zdolnos¢ pozyskiwania zelaza, a w przypadku niektérych bakterii takze
hemu, jest jednym z podstawowych elementéw warunkujgcych patogennosé
mikroorganizmoéw. Ograniczona dostepno$¢ zelaza jest dla licznych bakterii
chorobotworczych sygnatem, iz znalazty sie w organizmie gospodarza. W wielu
przypadkach sygnat ten stymuluje synteze czynnikéw wirulencji, do ktérych za-
licza sie miedzy innymi siderofory, hemolizyny, transportery zelaza i hemu, ale
takze wiele egzotoksyn bakteryjnych [7]. W $rodowisku zycia bakterii stezenie
dostepnego zelaza jest duzo nizsze (1018M) niz wymagane do wzrostu (106- 10"8
M) [8]. Stad bakterie zamieszkujgce organizmy swych gospodarzy zmuszone sg
do korzystania z wyszukanych systeméw pozyskiwania tego pierwiastka. Opie-
rajg sie one na bezposrednim wykorzystaniu jondéw zelaza, bialek wigzgcych
jony zelaza (transferyna, laktoferyna) oraz biatek hemowych (gtéwnie hemoglo-
bina) [8]. Wiekszoé¢ zelaza w organizmach ssakdw zwigzana jest w hemie lub
biatkach zelazowo-siarkowych, a wewnatrzkomérkowym biatkiem stanowig-
cym rezerwuar tego metalu jest ferrytyna [8,9], Sladowe ilosci zelaza zewnatrz-
komérkowego kompleksowane sg z duzym powinowactwem w 0SOCzu przez
transferyne (Tf) i w ptynach wydzielniczych przez laktoferyne (Lf), a takze przez
kwas cytrynowy [10]. Hem, gtéwne Zrédto zelaza, w roztworach wodnych wy-
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stepuje jako mieszanina form monomerycznych (utleniona
hemina z jonami Cl lub OH stanowigcymi aksjalny ligand)
oraz p-oksodimeréw powstatych poprzez potgczenie most-
kiem tlenowym dwéch jonéw zelaza wbudowanych w pier-
$cien protoporfiryny IX [11], U ssakéw biatkiem wigzacym
wiekszo$¢ hemu jest hemoglobina, natomiast haptoglobina
i hemopeksyna sg odpowiedzialne za wigzanie i usuwanie
z obiegu odpowiednio zewngatrzkomdérkowej hemoglobiny
i hemu [12,13]. Wolny hem jest wigzany takze przez albu-
mine i lipoproteiny [14,15],

WYMAGANIA ENERGETYCZNE TRANSPORTU
PRZEZ BLONY BAKTERII GRAMUJEMNYCH

Energia niezbedna do aktywnego transportu przez btone
zewnetrzng bakterii gramujemnych dostarczana jest przez
wewnatrzbtonowe systemy TonB-ExbB-ExbD [16]. Umoz-
liwiajg one wykorzystanie sity protonomotorycznej biony
cytoplazmatycznej do transportu zwigzkéw przez bione
zewnetrzng do przestrzeni peryplazmatycznej. W transport
przez btone wewnetrzng zaangazowane sg systemy biatek
peryplazmatycznych i transbtonowych nalezacych do nad-
rodziny transporterow ABC (ang. ATP binding cassette-type
transport), wykorzystujacych energie pochodzacg z hydroli-
zy ATP [6,17],

KOMPLEKS TonB-ExbB-ExbD

System zaangazowany w przenoszenie energii pomiedzy
btonami bakterii gramujemnych sktada sie z biatek TonB,
ExbB i ExbD (Rys. 1A) [16]. TonB jest wiasciwym biatkiem
oddziatujacym z obydwiema btonami i przenoszagcym ener-
gie. Uwaza sie, ze ExbB i ExbD wspomagajg zmiany konfor-
macyjne TonB zachodzgce pod wptywem sity protonomoto-
rycznej. Biatko ExbB wydaje sie stabilizowa¢ zar6wno TonB
jak i ExbD [18-21]. Analiza struktury krystalicznej domeny
C-koncowej TonB sugeruje, ze biatko to moze funkcjonowac
jako dimer [22-24], Wyniki dotychczasowych badan wyka-
zaty, ze biatka TonB, ExbD i ExbB wystepuja w komérce
w stosunku molowym 1:2:7 [25], brak jest jednak danych
eksperymentalnych potwierdzajgcych sugerowang obec-
nos$¢ oligomerycznych form ExbD i ExbB [26].

Biatko TonB z Escherichia coli jest polipeptydem o masie
26 kDa, w ktérym mozna wyré6zni¢ domeny zawierajgce za-
chowane w ewolucji sekwencje aminokwasowe. N-koncowa
domena transbtonowa jest prawdopodobnie kluczowym re-
jonem w prawidtowym funkcjonowaniu TonB. Wykazano,
ze reszty aminokwasowe Serl6 i His20, wystepujgce w tej
czesci TonB, sg niezbedne w zaleznych od energii zmianach
konformacyjnych biatka oraz w transporcie ligandéw przez
btone zewnetrzng z udziatem odpowiednich receptoréw
[27], Delecja obejmujaca rejon transbtonowy powoduje cat-
kowitg utrate aktywnosSci biatka [28,29]. Domena N-kon-
cowa poprzedza charakterystyczny rejon bogaty w reszty
proliny, zawierajgcy serie powtérzen Pro-Glu i Pro-Lys,
0 niewyjasnionej jak dotad funkcji [30]. C-koncowa pery-
plazmatyczna domena TonB, ktérego strukture krystalicz-
ng niedawno rozwigzano (Rys. IB; kody PDB: 1IHR, 1QXX)
[22,23], bierze udziat w asocjacji TonB z btong zewnetrzng
lreceptorami zaleznymi od TonB.

Postepy Biochemii 51 (2) 2005

141

Rysunek. 1. Schemat kompleksu przenoszacego energie z btony cytoplazmatycz-
nej do receptoréw btony zewnetrznej. (A) Biatko TonB zawiera jeden segment
transbtonowy [18] i funkcjonuje jako dimer [24], Biatko ExbD takze posiada je-
den segment transbtonowy [19], podczas gdy biatko ExbB az trzy takie segmenty
[20]. (B) Peryplazmatyczny C-koricowy rejon biatka TonB przedstawiony zostat
w oparciu ojego strukture krystaliczng (kod PDB: 1IHR) [22]. Rozwigzanie struk-
tury dimerycznego rejonu (reszty aminokwasowe 164-239) biatka TonB ujawnito
nowy rodzaj fatdowania, nie posiadajacy odpowiednika wséréd innych biatek.
Struktury krystaliczne wszystkich prezentowanych biatek dostgpne sg w bazie
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB
PDB, http://www.pdb.org/) [93]. Rysunki przedstawiajace struktury biatek wy-
konano wykorzystujac programy Swiss-PdbYiewer 3.7 oraz POV-Ray 3.5.

U bakterii E. coli zidentyfikowano takze homologiczny
system kodowany przez geny tol, jednak funkcja jego pozo-
staje nadal nieznana [31,32]. Przy braku funkcjonalnych bia-
tek ExbB i ExbD, biatka TolQ i TolR przywracajg okoto 10%
normalnej aktywnosci TonB [16,31], Biatko TolA, podobnie
jak TonB, przechodzi zmiany konformacyjne w odpowiedzi
na site protonomotoryczna, ale natura tych zmian wydaje
sie by¢ odmienna [33].

MODELE PRZEKAZYWANIA ENERGII MIEDZY BLONAMI

Doktadny mechanizm przekazywania energii miedzy
btonami u bakterii gramujemnych nie jest znany. Model
»Smigta" (z ang. the propeller model) zaktada, iz biatko TonB
pozostaje caly czas zwigzane z biong cytoplazmatyczna,
a zmiany konformacyjne inicjowane przez ExbB, ExbD i site
protonomotoryczng powodujg obrotowy ruch czesci C-kon-
cowej biatka oddziatujacej z receptorem btony zewnetrznej
[22], Ruch ten umozliwia uwolnienie transportowanej sub-
stancji z receptora i przeniesienie do peryplazmy. Model
ten zostalt zaproponowany miedzy innymi na podstawie
wysokiej homologii ExbB i ExbD do biatek MotA i MotB,
ktore przenosza protony w ciatku podstawowym bakteryj-
nych wici [34], Punktem wyjscia do stworzenia innego mo-
delu funkcjonowania systemu TonB-ExbB-ExbD byty ba-
dania nad dystrybucjg TonB pomiedzy btong wewnetrzng
i zewnetrzna. Frakcjonowanie lizatow komérkowych E. coli
w gradiencie gestosci sacharozy wykazato podobne wyste-
powanie TonB we frakcjach obydwu bton. Zaproponowano
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wiec model ,,cz6tna" (ang. the shuttle model), w ktérym TonB
jest ruchomym przekaznikiem energii pomiedzy btonami
[35].

ZEWNATRZKOMORKOWE SKEADNIKI
SYSTEMOW TRANSPORTU ZELAZA
| HEMU BAKTERII GRAMUJEMNYCH

W obliczu bardzo matej dostepnosci zelaza w formie
tatwo przyswajalnej, a wiec rozpuszczalnej w roztworach
wodnych, mikroorganizmy syntetyzujg i wydzielajg do
srodowiska zwigzki chemiczne lub biatka majgce zdolnos$¢
do wychwytywania jonéw zelaza lub hemu (Rys. 2). Bak-
terie gramujemne aktywnie przenoszg czynniki chelatujgce
zelazo (siderofory) do cytoplazmy przez specyficzne syste-
my transportujgce. Inne mechanizmy pozyskiwania hemu
wykorzystujg zewnatrzkomoérkowe biatka rozpuszczalne
(hemofory), odpowiedzialne za wychwytywanie wolnego
hemu ze $rodowiska lub z hemoprotein gospodarza. He-
mofory, w przeciwienstwie do sideroforéw, nie sg transpor-
towane do peryplazmy, a wigzanie do specyficznego recep-
tora poprzedza uwolnienie i przeniesienie przez btone ze-
wnetrzng samego hemu. Receptory btony zewnetrznej majg
zdolno$¢ bezposredniego wigzania oraz transportu hemu
uwolnionego z hemoprotein.

SIDEROFORY

Siderofory sg drobnoczgsteczkowymi chelatorami zelaza
syntetyzowanymi przez bakterie i grzyby, a nastepnie wy-
dzielanymi do $srodowiska. Poprzez wigzanie jonu zelazo-
wego, czynig go rozpuszczalnym i mozliwym do pobrania
przez mikroorganizmy. W organizmie gospodarza sidero-
fory produkowane przez patogeny wychwytujg takze zela-
zo zwigzane w biatkach takich jak hemoglobina, transfery-
na lub laktoferyna [36],

Do znacznego postepu w badaniach
nad wykorzystaniem sideroforow przez
mikroorganizmy przyczynito sie odkrycie
chelatoréw syntetyzowanych przez bak-
terie rodzaju Pseudomonas, zawierajacych
grupy chromoforowe odpowiedzialne za
fluorescencje sideroforéw w kompleksie
z jonem zelaza [37], Na podstawie che- | §
micznej struktury grup biorgcych udziat

Siderofor-Fe(lll)

Siderofory w potgczeniu z zelazem przenoszone sg za-
rowno przez btone zewnetrzng jak i wewnetrzng az do cyto-
plazmy (Rys. 2). Tam dochodzi do uwolnienia jonu poprzez
jego redukcje, prowadzgcg do zmniejszenia powinowactwa
miedzy metalem a chelatorem lub poprzez hydrolize cate-
go kompleksu. Wiekszos$¢ sideroforow (m.in. piowerdyna,
aerobaktyna) wraca z cytoplazmy na zewngtrz komorki
i wykorzystywana jest do transportu kolejnego jonu zela-
za [40]. Inne siderofory ulegjg w cytoplazmie modyfikacji
chemicznej lub hydrolizie. Ferrichrom po uwolnieniu zela-
za jest inaktywowany w cytoplazmie przez acetylacje resz-
ty kwasu hydroksamowego, a transport enterobaktyny ze
skompleksowanym zelazem konczy sie catkowitg hydrolizg
kompleksu przenoszacego zelazo [40].

HEMOFORY

Hemofory to mate, zewnatrzkomdérkowe biatka bakteryj-
ne wydzielane do Srodowiska. Ich rolg jest wigzanie hemu
i dostarczanie go do specyficznych receptoréw w bionie
zewnetrznej (Rys. 2). Dotychczas scharakteryzowano he-
mofory HuxA z Haemophilus influenzae, wykorzystywane
do pozyskiwania hemu z hemopeksyny [41] oraz hemofory
HasA wydzielane przez Serratia marcescens [42], Pseudomo-
nas aeruginosa [43], P.fluorescens [44], czy Yersinia pestis [45],
wykorzystywane do pozyskiwania hemu gtéwnie z hemo-
globiny. Hemofory HasA (z ang. heme acquisition system)
stanowig niezalezng rodzine biatek wigzacych hem obecny
w réznych hemoproteinach. Dostarczajg one hem do recep-
tor6w HasR odpowiedzialnych za transport tej czasteczki
przez zewnetrzng btone bakteryjng. Struktura Kkrystaliczna
kompleksu HasA-hem z bakterii S. marcescens (Rys. 3; kod
PDB: 1B2V) [46] wykazata, ze biatko to jest monomerem
0 masie 19 kDa. Nie posiada ono typowego N-koncowego
peptydu sygnatowego, a jedynie C-kofncowsa sekwencje cha-

Hemoglobina

Hemofor
Hem

Laktoferyna Hemoglobina

Transferyna Haptoglobina

w wigzaniu metalu siderofory mozna
podzieli¢ na dwa gtéwne typy: pochodne
fenoli i kwasy hydroksamowe. Najbar-
dziej powszechnymi przedstawicielami
tych grup sa odpowiednio enterobaktyna

s

i ferrichrom [38]. Zwykle konkretny mi- ()
kroorganizm syntetyzuje tylko nieliczne = % 3
rodzaje sideroforéw, ale bardzo czesto

wytwarza systemy transportujgce dla ExbB

wielu innych typéw chelatoréw. E. coli
produkuje tylko enterobaktyne wigzang
przez receptor FepA, ale posiada rowniez
specyficzne receptory btony zewnetrznej
dla ferrichromu (FhuA), dihydroksyben-
zoiloseryny (Cir) oraz cytrynianu zelaza

(FecA) [39], permeazy i ATPazy.
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Rysunek. 2. Mechanizmy transportu zelaza i hemu bakterii gramujemnych. Jako Zrédto zelaza lub hemu bak-
terie wykorzystujg rézne zwiagzki. Receptory btony zewnetrznej, specyficzne wobec jednego lub wiecej sub-
stratéw, transportujg substancje do peryplazmy przy wspdétudziale wewnatrzblonowego kompleksu TonB-
-ExbB-ExbD. Kompleks ten funkcjonuje jako przekaznik energii miedzy btonami. W sktad transporteréw typu
ABC (na rysunku: niebieskie dla sideroforéw, zielone dla jonéw zelaza, czerwone dla hemu), przenoszacych
substraty do wnetrza komérki, wchodza rozpuszczalne biatka peryplazmatyczne wigzace substrat, btonowe
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Rysunek. 3. Struktura krystaliczna hemoforu HasA z S. marcescens (kod PDB:
1B2V) [46]. Na czerwono przedstawiono a-helisy, na niebiesko tancuchy (3 a na
zielono hem wigzany przez hemofor.

rakterystyczna dla biatek zewnatrzkomoérkowych wydziela-
nych z udziatem transporteréw ABC. Stwierdzono, ze hem
jest wigzany z duzym powinowactwem przez reszty His32
i Tyr75 (Kd108M) biatka HasA [46],

Mechanizm uwalniania hemu z hemoglobiny przez he-
mofor nie jest znany. Dane eksperymentalne nie wskazujg
na tworzenie bezposrednich oddziatywan HasA z hemo-
globina, co sugeruje wigzanie tylko hemu wolnego lub tez
powstawanie jedynie przejsciowego kompleksu, trudnego
do udowodnienia badaniami biochemicznymi [47], Bezpo-
Srednie oddziatywania biatko-biatko wykazano natomiast
dla komplekséw hemofor HasA-receptor HasR. Prawdopo-
dobnie receptor wigze in vitro zaréwno holo-HasA (hemo-
for w kompleksie z hemem) jak i apo-HasA (hemofor bez
zwigzanego hemu) [47], Mechanizm przekazywania hemu
na receptor nie zostat jednak do tej pory w petni wyjasnio-
ny. Z licznych badan wynika, ze hemofory nie sg niezbedne
do przyswajania hemu przez bakterie, zwiekszajg jednak
wydajnosé transportu hemu.

BAKTERYINE PROTEAZY

Dodatkowym mechanizmem pozyskiwania hemu wy-
ksztatlconym przez niektore bakterie patogenne, jest pro-
dukcja zewnatrzkomoérkowych proteaz degradujacych
biatka gospodarza, w tym takze hemoproteiny. Enzymy
majgce zdolnos$¢ do wigzania i trawienia hemoglobiny oraz
innych biatek wigzacych hem najlepiej scharakteryzowano
u bakterii Porphyromonas gingivalis [48,49] oraz patogennych
szczepOw E. coli [50], Do hydrolizy hemoprotein P. gingi-
valis wykorzystuje gtéwnie proteazy cysteinowe nazywane
gingipainami [49]. Na podstawie miejsca ciecia tancucha po-
lipeptydowego za resztg argininy lub lizyny, wyrd6znia sie
odpowiednio proteazy Rgp oraz Kgp. Oba enzymy syntety-
zowane sg w formie prepropeptydéw, zawierajacych obok
domeny Kkatalitycznej domene hemaglutyninowg oraz pep-
tyd sygnatowy. Zaréwno Kgp jak i Rgp wystepujg w postaci
zwigzanej z zewnetrzng btong bakteryjng oraz jako zewng-
trzkomorkowe biatka rozpuszczalne. Dotychczasowe bada-
nia wykazaty, ze Kgp prawdopodobnie oddziatuje z zewna-
trzbtonowym receptorem hemu i hemoglobiny (HmuR), co
sugeruje istotng funkcje tej proteazy w wiazaniu i wykorzy-
staniu hemoprotein przez bakterie P. gingivalis [51]. U pato-
gennych szczepéw E. coli zewnatrzkomoérkowe biatko Hbp
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(z ang. hemoglobin-binding protein) funkcjonuje takze jako
biatko wigzgce hemine oraz jako proteaza hemoglobiny.
Biatko Hbp jest syntetyzowane w formie wielodomenowe-
go prekursora, a odpowiednie rejony propeptydu odpowie-
dzialne sg za jego translokacje na zewnatrz komaérki [50].

TRANSPORT ZELAZA | HEMU PRZEZ BLONE
ZEWNETRZNA BAKTERII GRAMUJEMNYCH

W ostatnich latach zidentyfikowano wiele receptorow
btony zewnetrznej bakterii gramujemnych, wytwarzanych
w warunkach ograniczonej dostepnosci zelaza lub hemu.
Receptory te wigzg ligandy z wysokim powinowactwem
i duzg specyficznoscig oraz promujg transport aktywny
przy wspoétudziale wewnatrzbtonowego kompleksu TonB-
-ExbB-ExbD [16]. Poniewaz zaréwno hem jak i siderofory
wystepujg w srodowisku w niewielkich stezeniach oraz sg
zbyt duze, aby mogty dyfundowac¢ do peryplazmy przez
otwarte kanalty poryn btonowych, rolg specyficznych re-
ceptorow btony zewnetrznej jest wigzanie i transport tych
zwigzkéw do wnetrza komorki. Jednoczesnie synteza re-
ceptorow o duzym powinowactwie, wystepujacych w bto-
nie zewnetrznej, staje sie jedna ze strategii we wspétzawod-
nictwie miedzy mikroorganizmami o zelazo. Receptory dla
laktoferyny, transferyny lub hemoprotein powoduja rekru-
tacje tych biatek na powierzchni komorki, ekstrakcje hemu
lub jonu zelaza i ich transport do wnetrza komorki (Rys. 2).

BIALKA RECEPTOROWE BLONY ZEWNETRZNE]

Okoto 50% masy btony zewnetrznej bakterii gramu-
jemnych stanowig zakotwiczone w niej biatka. Zalezne od
TonB receptory zaangazowane w transport zelaza i hemu
stanowig tylko niewielkg cze$¢ tych biatek. Bardzo czesto
rowniez ich synteza indukowana jest dopiero warunkami
ograniczonego dostepu zelaza lub hemu. Architektura bia-
tek btony zewnetrznej jest bardzo charakterystyczna i uwa-
za sie, iz moze by¢ ona zwigzana z ich biogenezga. Lancuchy
polipeptydowe nie mogg by¢ zbyt hydrofobowe, gdyz mu-
szg przedosta¢ sie przez warstwe btony wewnetrznej nim
zostang wbudowane w swoje docelowe miejsce funkcjo-
nowania [5], Dlatego, w przeciwienstwie do w wiekszosci
biatek btony wewnetrznej o strukturze a-helisy, receptory
btony zewnetrznej charakteryzujg sie struktura (3-barytki.
Receptory te r6znig sie wielkoscig i liczbg monomeréw two-
rzacych jednostke funkcjonalna.

RECEPTORY SIDEROFOROW

Dotychczas opublikowano struktury krystaliczne trzech
receptoréw E. coli zwigzanych z transportem sideroforow:
FhuA (kody PDB: 1FCP, 2FCP, 1QFF, 1QJQ) [52,53], FepA
(kod PDB: 1FEP) [54] i FecA (kody PDB: 1KMO, 1KMP,
1P03) [55,56] (Rys. 4). FhuA jest biatkiem btony zewnetrz-
nej transportujgcym ferrichrom, biatko FepA odpowiedzial-
ne jest gtdwnie za przenoszenie enterobaktyny, a FecA za
transport cytrynianu zelaza. Receptory FepA i FhuA biorg
takze udzial w przenoszeniu antybiotykéw (albomycyny
i rifamycyny) oraz zawierajg miejsca przytaczania toksyn
(kolicyny M i mikrocyny J25) i fagow (TI, T5, UC1) [40],
Struktura p-baryiki tych transporterow skiada sie z 22
utozonych antyréwnolegle tahcuchéw p (Rys. 4). Badania
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Rysunek 4. Struktury krystaliczne receptoréw btony zewnetrznej zaangazowa-
nych w transport zelaza u E. coli. FhuA - transporter ferrichromu (kod PDB:
2FCP) [52]; FepA - transporter enterobaktyny (kod PDB: 1FEP) [54]; FecA - trans-
porter cytrynianu zelaza (kod PDB: 1KMP) [55], (A) Widok z boku (z ptaszczy-
zny btony) pokazuje typowa architekture p-barytki bakteryjnych biatek btony
zewnetrznej (kolor niebieski). (B) Widok z géry (z zewnatrz komérki) pokazuje
zamkniecie kanatu przez N-koricowa domene globulama (kolor zétty). Kolorem
czerwonym zaznaczono rejony o strkturze cr-helikalnej, kolorem zielonym cytry-
nian zelaza zwigzany przez receptor FecA.

krystalograficzne wykazaty, ze N-koniec fahicucha polipep-
tydowego tych receptoréw tworzy globularng domeng, za-
mykajaca kanat tworzony przez (3-barytke od strony pery-
plazmy. Czes¢ receptora usytuowana jest ponad powierzch-
nig btony zewnetrznej, gdzie zlokalizowane jest réwniez
miejsce wigzania sideroforéw. Wydaje sie, ze domena glo-
bularna zwieksza wydajno$¢ wigzania sideroforow, jednak
nie jest konieczna do zachowania specyficznosci receptora
[57], Podczas oddziatywania cze$ci N-koncowej receptoréw
z kompleksem TonB-ExbB-ExbD dochodzi do zmian kon-
formacyjnych tej domeny, co pozwala na odstonigcie kanatu
we wnetrzu receptora i transport ligandéw do peryplazmy
[58].

RECEPTORY HEMU | HEMOPROTEIN

Ogoélna architektura receptoré6w hemu jest prawdopo-
dobnie bardzo zblizona do struktury transporteréw sidero-
foréw. Podobna wydaje sie by¢ organizacja (3-barytki oraz
N-kohcowej domeny zamykajgcej kanat od strony perypla-
zmatycznej i oddziatujgcej z kompleksem TonB. Do tej pory
jednak nie opublikowano struktury krystalicznej zadnego
z tych receptoréw. Duzg podgrupe transporteré6w hemu
(Rys. 2) stanowig receptory hemoglobiny i hemu bakterii
z rodzajéow Yersinia i Shigella [59]. Badania biochemiczne
i genetyczne receptora HemR z Y. enterocolitica wskazuja,
ze biatka tej grupy moga wykorzystywacé jako zrodto zela-
za rézne hemoproteiny. Wykazano, ze HemR moze wigzac
hemine, mioglobine, hemoglobing, kompleks hemu z albu-
ming, hemopeksyne i katalaze [60]. Zestawienie sekwencji
réoznych receptoréw hemu i hemoglobiny wykazato obec-
nos$¢ zachowanych w ewolucji sekwencji aminokwasowych
FRAP i NPNL oraz reszt histydyny i kwasu glutaminowego,
ktére moga brac¢ udziat w wigzaniu i transporcie hemu [60-
-62]. Hipotetyczny model transportu hemu poprzez HemR
u bakterii Y. enterocolitica postuluje transfer hemu z potozo-
nej zewnetrznie His461, poprzez kanat p-barytki, na Hisl28
znajdujaca sie w obrebie N-koricowej domeny globularne;j.
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Oddziatywanie receptora z biatkiem TonB umozliwiatoby
transport poprzez wptyw na zmiang powinowactwa reszt
histydynowych TonB do hemu [60]. Dobrze poznanym re-
ceptorem dla hemu i hemoglobiny jest takze biatko HmuR z
bakterii P. gingivalis [51,61,63,64], Analiza mutacyjna HmuR
wykazata, ze w bezposrednie wigzanie hemu prawdopo-
dobnie zaangazowane sa reszty His434 i His95 receptora
[62], W procesie aktywnego transportu istotne wydajg sie
by¢ takze reszty Glu427, Glu448, Glu458, NPDL oraz YRAP,
tworzgce rejony wystepujace w wielu receptorach zalez-
nych od TonB. Dotychczasowe badania wykazaty, ze moga
by¢ one zaangazowane w tworzenie struktury baryiki, od-
dziatywanie miedzy domeng globularng i $ciang barytki lub
wchodzi¢ w skiad rejonéw tworzacych zewnatrzkomorko-
we petle biorgce udziat w wigzaniu hemu na powierzchni
receptora [K. Tamiota, T. Olczak, dane nieopublikowane].

Odrebng podgrupag transporteréw hemu sg receptory
bakterii z rodzajow Vibrio [65], Neisseria [66] i Haemophilus
[67]. Biatka te sg specyficzne wobec jednego lub dwdch zré-
det hemu (hemoglobina lub hemoglobina w kompleksie
z haptoglobing) (Rys. 2). Ich zewnatrzbtonowe fragmenty
zawierajg domeny wigzace dang hemoproteing z duzym
powinowactwem. Szczeg6lny przypadek wséréd znanych
receptoréw hemu stanowi transporter HpuAB odkryty
u bakterii Neisseria meningitidis, oddziatujgcy z hemoglo-
bing i haptoglobing [68]. Receptor ten skitada sie z biatek
HpuA (42 kDa) i HpuB (89 kDa). HpuB wykazuje zalezno$¢
od TonB ijest odpowiednikiem innych znanych receptoréw
hemu, natomiast HpuA jest lipoproteing btony zewnetrz-
nej. Obydwa sktadniki kompleksu HpuAB sa niezbedne do
wigzania hemoglobiny oraz haptoglobiny (zaréwno apo-
jak i holo-haptoglobiny) do powierzchni komérek bakteryj-
nych.

RECEPTORY BIALEK WIAZACYCH ZELAZO

Dwusktadnikowe systemy receptorowe dla transferyny
i laktoferyny (Rys. 2) zidentyfikowano u bakterii z rodzaju
Neisseria [69]. Badania biatek Tbpl i Tbp2 z N. gonorrhoeae
wskazujg, iz razem tworzg one funkcjonalny receptor, cho-
ciaz kazde z tych biatek moze wigzaé¢ transferyne samo-
dzielnie. Tbpl, poprzez analogie do innych transporterow
zaleznych od TonB, tworzy kanat, przez ktéry odbywa sie
transport zelaza. Obecno$¢ Tbp2, cho¢ nie jest niezbedna
do wzrostu bakterii w obecnosci transferyny jako jedynego
zrodta zelaza, prawdopodobnie zwieksza specyficznos¢ re-
ceptora.

TRANSPORTERY ABC - TRANSPORT
PRZEZ BLONE WEWNETRZNA

Systemy ABC czyli systemy zaleznego od ATP transportu
zwigzkow przez bione sg zaangazowane nie tylko w trans-
port zelaza i jego komplekséw, ale réwniez w transport
aminokwaséw, peptydoéw, cukréw oraz innych sktadnikéw
niezbednych do utrzymania zycia mikroorganizéw [17,39].
Transportery te sktadajg sie z jednego lub wiekszej liczby
peryplazmatycznych bialek wigzacych transportowang
substancje, ponadto jednego lub dwdch biatek tworzacych
kanat w btonie cytoplazmatycznej oraz jednej lub dwéch
hydrolaz ATP (ATPaz) zakotwiczonych w btonie (Rys. 2).
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HFbp FhuD

Rysunek 5. Typowe struktury peryplazmatycznych biatek wigzacych, wchodzga-
cych w sktad transporteréw typu ABC. (A) hFbp - biatko wigzace jon Fe3rz H.
influenzae (kod PDB: 1IMRP) [71] - reprezentuje typowa organizacje strukturalna
z dwiema domenami potgczonymi tancuchem [3 FhuD - biatko wigzgce sidero-
fory z £. coli (kod PDB: 1ESZ) [72] - w biatku tym potaczenie miedzy domenami
stanowi dtuga a-helisa. Na czerwono zaznaczono a-helisy, na niebiesko taricuchy
P, a na zielono jon zelaza lub hem. (B) Poréwnanie struktur krystalicznych apo-
-hFbp (kod PDB: 1D9V) [71] i holo-hFbp z H. influenzae (kod PDB: 1MRP) [71].
Wraz ze zwigzaniem Fe3tnastepuje zmiana wzajemnego utozenia domen i przej-
$cie biatka w konformacje zamknieta.

Sposrod systemdw bioracych udziat w zaopatrywaniu
komoérki w zelazo, wyréznia sie trzy podstawowe grupy
odpowiedzialne za transport sideroforow/hemu/witami-
ny B R za transport jonéw zelaza oraz za transport réznych
metali, w tym zelaza. Niektére bakterie, takie jak H. influen-
zae, posiadajg systemy ABC wszystkich trzech typow, co jest
zgodne z ich umiejetnoscia wykorzystywania do wzrostu
réoznych zrodet zelaza.

PERYPLAZMATYCZNE BIALKA WIAZACE

Jakkolwiek peryplazmatyczne sktadniki réznych sys-
temow ABC nie wykazujg wiekszego podobieristwa w se-
kwencji aminokwasowej oraz rozpoznajg rézne ligandy, ich
struktury drugo- i trzeciorzedowe sg czesto bardzo zblizone.
Wiekszos$¢ tego typu biatek zbudowana jest z dwoch globu-
larnych domen potaczonych krétkim fragmentem tworzo-
nym zwykle przez dwa lub trzy tancuchy (3 ktére umozli-
wiajg zawiasowy ruch domen wzgledem siebie (Rys. 5A).
W konformacji otwartej domeny pozostajg oddalone od
siebie, natomiast zwigzanie ligandu powoduje ich zblizenie
i przejscie do konformacji zamknietej [70]. Przyktadami tego
typu topologii sa homologiczne biatka wigzgce Fe3+ czyli
FbpA (N. gonorrhoeae) i hFbp (H. influenzae). Rozwigzanie
struktury krystalicznej hFbp (kody PDB: 1IMRP, 1D9V) [71]
wykazato réznice miedzy apo- i holo-hFbp, polegajaca na
przesunieciu domen globularnych wzgledem siebie o oko-
to 20° (Rys. 5B). Domeny te przypominajg w swej budowie
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podjednostki transferyny cztowieka, jednak reszty amino-
kwasowe koordynujace jon zelaza sg w obu przypadkach
tylko czesciowo zgodne.

W przeciwieAstwie do biatek wigzgcych Fe34 biatka
wychwytujgce siderofory/hem/witaming Bp wykazujg
odmienng, nietypowga budowe. Przedstawicielem tej gru-
py jest biatko FhuD wigzace siderofory hydroksamowe
w kompleksie z zelazem. Struktura krystaliczna FhuD z E.
coli (kod PDB: 1ESZ) [72] wykazata obecno$¢ dwoch domen
potaczonych stosunkowo diugg (23 reszty aminokwasow)
a-helisg (Rys. 5A). Miejsce wigzania ligandu znajduje sie
w zagtebieniu pomiedzy tymi domenami. Zmiany konfor-
macyjne potaczone z przejSciem z formy otwartej biatka do
formy zamknietej wydaja sie by¢ znacznie mniejsze niz dla
innych bialek peryplazmatycznych. W poréwnaniu z re-
ceptorem btony zewnetrznej FhuA, biatko FhuD wykazuje
znacznie mniejsza specyficznos¢ i wychwytuje réwniez ze-
lazowe kompleksy innych sideroforéw hydroksamowych,
takich jak koprogen, ferrioksyamina lub kwas rodotorulo-
wy. Ogdlnie tendencja do mniej specyficznego transportu
przez btone wewnetrzng w stosunku do btony zewnetrznej
jest zachowana takze dla sideroforow u innych gatunkéw
bakterii.

PERMEAZY BLONY WEWNETRZNE]

Wiekszo$¢ permeaz przenoszacych siderofory tworzy
prawdopodobnie funkcjonalne heterodimery, podczas gdy
w przypadku transportu hemu i witaminy BJ2 bardziej
prawdopodobne wydaje sie by¢ powstawanie homodi-
meréw [6]. Biatko FhuB z E. coli, odgrywajace gtéwna role
w transporcie sideroforéw ze skompleksowanym zelazem
do cytoplazmy, jest hydrofobowym, integralnym biatkiem
btony cytoplazmatycznej. Osiggajagc mase 70 kDa, biatko to
jest okoto dwa razy wieksze niz odpowiadajgce mu kom-
ponenty znanych systeméw ABC, przenoszacych skiad-
niki inne niz hem lub zelazo. Biatko FhuB zbudowane jest
z dwéch podobnych domen, z ktérych kazda zawiera 10
transbtonowych helis [73]. Poréwnanie sekwencji tych bia-
tek sugeruje podobng organizacje strukturalng dla wszyst-
kich permeaz transportujagcych kompleksy sideroforéw
z zelazem. W strukturach pierwszorzedowych permeaz wy-
r6znia sie zachowane w ewolucji sekwencje z resztg glicyny
umiejscowiong $rednio okoto 100 reszt aminokwasowych
od C-konca tancucha polipeptydowego [74], Rejon ten jest
powtérzony w sekwencji FhuB i odgrywa prawdopodobnie
istotna role w oddziatywaniu permeazy z ATPaza.

BIALKA HYDROLIZUJACE ATP

ATPazy sa biatkami o najsilniej zachowanej w ewolucji
sekwencji sposrod wszystkich sktadnikéw systeméw ABC
[17]. Cechuje je obecno$¢ klasycznych sekwencji, charakte-
rystycznych dla wielu biatek wigzacych ATP lub GTP, na-
zywanych sekwencjami Walkera A i B, ktére tworzg miejsce
wigzania ATP lub GTP. Obecne sg takze inne specyficzne
rejony, takie jak rejon zawierajagcy sekwencje LSGGQ lub
reszta histydyny w odlegtosci okoto 25 reszt aminokwa-
sow ponizej sekwencji Walkera B. FhuC oraz inne podobne
ATPazy dostarczajg energie niezbedng do transportu przez
btone wewnetrzng, prawdopodobnie poprzez indukowa-
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nie zmian konformacyjnych oddziatujgcych z nimi inte-
gralnych biatek btonowych. Badania nad transporterami
ABC dla histydyny i maltozy wykazaty jednak, ze wiazanie
przez skiadniki btonowe sytemu ABC biatka peryplazma-
tycznego w kompleksie z ligandem inicjuje hydrolize ATP
[72]. Odkrycie to wskazuje na koniecznos$¢ istnienia drogi
przekazywania sygnatu od biatka wigzacego substrat w pe-
ryplazmie do ATPazy, co zapobiegatoby hydrolizie nukle-
otydu wtedy, gdy energia nie jest wymagana.

REGULACJA PRZYSWAJANIA ZELAZA

Wobec, jak dotad, niezidentyfikowanych mechanizmoéw
usuwania zelaza poza komorke bakteryjng, uwaza sie, ze
regulacja komoérkowego stezenia tego metalu odbywa sie
poprzez kontrole transportu oraz odpowiedni poziom syn-
tezy biatek koordynujacych metal. Wiekszo$¢ genéw zaan-
gazowanych w utrzymanie homeostazy zelaza wydaje sie
pozostawaé¢ pod kontrolg gtdwnego czynnika regulacyjne-
go, czyli represora Fur (z ang. ferric uptake regulator).

ORGANIZACIA BAKTERYINYCH GENOW
POZYSKIWANIA ZELAZA

Lokalizacja genéw kodujacych komponenty bakteryjnych
systemow transportu zelaza zwykle nie jest przypadkowa.
Skupienie genéw odpowiedzialnych za jeden system trans-
portu w spojny operon znajduje uzasadnienie w tatwiejszej
regulacji na poziomie genetycznym oraz zagwarantowaniu
odpowiedniej stechiometrii sktadnikéw tworzacych dany
mechanizm transportujgcy. Przyktadem organizacji ge-
néw zwigzanych z wykorzystaniem sideroforow moze by¢
operonflm z E. coli [39]. GenfhuA, kodujacy receptor btony
zewnetrznej dla ferrichromu, poprzedza geny skfadnikow
transportera ABC: fhuC, fhuD i fhuB. Takie laczenie ge-
néw odpowiedzialnych za transport przez obydwie btony
pod wspdolnym promotorem jest stosunkowo czeste, przy
czym r6zng kolejno$¢ obserwuje sie w poszczeg6lnych loci.
W skiad podobnych operonéw wchodzi¢ moga tez geny
szlakow syntezy sideroforéw lub inne geny regulacji home-
ostazy zelazowej. Zblizong organizacje obserwuje sie takze
dla systemow transportu hemu i jonéw Fe3+ [6], Niektore
sktadniki mechanizmoéw pozyskiwania zelaza kodowane sg
na ruchomych elementach genetycznych (np. na tzw. wy-
spach patogennosci) zintegrowanych z chromosomem lub
z episomalnym DNA. Sa to najczesciej geny syntezy side-
roforow [75],

GEN fur | BIALKO Fur

W 1981 roku opisano mutanty bakterii E. coli, u ktérych
wytwarzanie niektérych biatek nalezacych do szlakéw
produkcji sideroforéw lub biosyntezy specyficznych re-
ceptoré6w btony zewnetrznej, w normalnym przypadku
hamowane przez zelazo, byto ciggte i niezalezne od obec-
nosci metalu w pozywce - mutanty fur [76]. Nieco pOzniej
zidentyfikowano gen fur [77], a jego produkt biatkowy
oczyszczono w celu poznania witasciwosci biochemicznych
[78]. Biatko Fur z E. coli jest polipeptydem o masie 17 kDa
i wystepuje w formie dimeru, niezaleznie od obecnosci lub
braku zwigzanego Fe2 Rozwigzanie struktury krystalicznej
biatka Fur z P. aeruginosa pozwolito na jego doktadna anali-
ze (kod PDB: 1MZB) [79], Cze$¢ N-koricowa biatka zawiera
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charakterystyczng dla biatek wigzgcych DNA strukture he-
lisa-skret-helisa, natomiast rejon C-koncowy bierze udziat
w dimeryzacji biatka [79,80], Doktadne miejsca przytacza-
nia dwéch koordynowanych atoméw metalu nie zostaty do
tej pory poznane. U E. coli jedno z tych miejsc zajmowane
jest przez Zn2 natomiast in vitro biatko moze wigzaé tak-
ze inne kationy dwuwartosciowe [81], Represory homolo-
giczne do Fur z E. coli odkryto u wielu innych bakterii gra-
mujemnych, m.in. z rodzajéw Yersinia, Vibrio, Pseudomonas
i Neisseria [82].

ROLA REPRESORA Fur

Biatko Fur wydaje si¢ by¢ zaangazowane w regulacje du-
zej liczby gendw, zwigzanych nie tylko z wykorzystaniem
zelaza. Stwierdzono réwniez jego wptyw na odpowiedzZ ko-
moérki na niskie pH $rodowiska, obrone przed reaktywny-
mi formami tlenu, chemotaksje, bioluminescencje, czy pro-
dukcje toksyn i innych czynnikéw wirulencji [81]. Znane sg
przypadki zarbwno negatywnej jak i pozytywnej regulacji
ekspresji gendéw z udziatem tego biatka. Najlepiej wyjasnio-
nym mechanizmem funkcjonowania Fur jest negatywna re-
gulacja na poziomie transkrypcyjnym [81,82], W warunkach
duzej dostepnosci zelaza represor wigze jon Fe2+i podlega
zmianom konformacyjnym, ktére umozliwiajg jego oddzia-
tywanie z DNA. Wigzanie kompleksu Fur-Fe2+ do specy-
ficznej sekwencji w rejonie promotorowym nie pozwala na
przytaczenie polimerazy RNA i hamuje transkrypcje genow
znajdujacych sie pod kontrolg danego promotora. W ten
spos6b represor Fur hamuje ekspresje takich czynnikéw,
bezposrednio zwigzanych z transportem zelaza lub hemu,
jak receptory btonowe czy enzymy syntezy sideroforéw
[83], Z drugiej strony, znane sg przyktady negatywnej regu-
lacji posredniej. W takich wypadkach represor Fur hamuje
ekspresje innego regulatora, ktéry z kolei wptywa na geny
transportu zelaza do komérki. Przyktadami tego typu czyn-
nikéw pozostajgcych pod kontrolg Fur sg regulatory syn-
tezy i wykorzystania sideroforéw AraC oraz alternatywne
czynniki sigma polimerazy RNA [84].

Znacznie stabiej poznanym mechanizmem jest pozytyw-
na regulacja gendw przez kompleks Fur-Fe2 Przyktadami
biatek podlegajacych takiej regulacji s3 dysmutaza ponad-
tlenkowa SodA iSodB u £. coli, biatka tolerancji na obnizone
pH u Salmonella typhimurium, bakteryjne ferrytyny Bfr i Ftn,
czy akonitaza AcnA z E. coli [81], W zadnym z tych przypad-
kéw nie zidentyfikowano jednak sekwencji rozpoznawanej
przez Fur w rejonach promotorowych. Dotychczasowe ba-
dania nad genem sodB wykazaly, ze pozytywna regulacja
wigze sie z przedtuzeniem czasu pottrwania mRNA, a wiec
odbywa sie raczej na poziomie potranskrypcyjnym, anizeli
na poziomie DNA [81].

ROZPOZNAWANIE DNA PRZEZ BIALKO Fur

Wiegkszo$¢ prokariotycznych biatek oddziatujagcych
z DNA poprzez motyw helisa-skret-helisa rozpoznaje se-
kwencje palindromowe o dtugosci okoto 12 par zasad [85].
Klasycznie pojmowany region wigzacy Fur stanowi 19-
-nukleotydowy fragment GATAATGATAATCATTATC
(Rys. 6A) [86], Jednakze sekwencja ta moze by¢ réwniez
interpretowana jako potrdjnie powtérzony heksamer GA-
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A B

GATAATGAT A ATCATTATC GATAAT GATAAT CATTATC

TAAGGTTAGCCTAACCTTA
ATTCCAATCGGATTGGAAT

tGATAAT GATAATCATTATCa
aCTATT ACTATTA GTAATAGt

Rysunek 6. Model wigzania DNA przez Fur oraz jego poréwnanie ze strukturg
krystaliczng kompleksu DtxR-DNA. (A) Klasycznie definiowana sekwencja 19-
-nukleotydowego palindromu, majaca oddziatywac¢ z pojedynczym dimerem Fur
[86], (B) Alternatywny model wigzania represora do powtdérzonych heksameréw
GATAAT [87], (C) Dwa zachodzace na siebie odwrécone powtérzenia (7-1-7)2
oddziatujagce z dwoma dimerami Fur, analogicznie do oddziatywania DtxR-DNA
[89]. (D) Sekwencja rozpoznawana przez represor DtxR. (E) Struktura represo-
ra DtxR zwiazanego z operatorem genu toX (kod PDB: 1DDN) [88]. Dwa dime-
ry DtxR oddziatuja z wigkszym rowkiem helisy DNA. (F) Struktura monomeru
biatka Fur z P. aeruginosa (kod PDB: 1MZB) [79], Wigzanie Fur do helisy DNA jest
podobne do oddziatywania DtxR z DNA.

TAAT w konfiguracji ,,gtowa-gtowa-ogon" (Rys. 6B). Do-
tychczas wykazano wigzanie biatka Fur do sekwencji za-
wierajacych przynajmniej trzy takie 6-nukleotydowe moty-
wy [87], Wyniki te zasugerowaly, ze to wtasnie heksamer
GATAAT jest jednostkg rozpoznawang przez represor. Taki
spos6b wigzania DNA przez kompleks Fur-Fe2+ jest nie-
zgodny z teorig przyjeta dla podobnych regulatoréw pro-
kariotycznych, a przypomina raczej wigzanie kwasu nukle-
inowego poprzez motywy palca cynkowego, wystepujgce
w systemach eukariotycznych. Ostatnia hipoteza dotyczgca
oddziatywania Fur z DNA powstata w oparciu o analize
sekwencji rozpoznawanych przez represor Fur z BaciUus
subtilis oraz struktury krystaliczne biatka DtxR z Corynebac-
terium diphtheriae (kod PDB: 1DDN) [88] (Rys. 6E) i biatka
Fur z P. aeruginosa (kod PDB: 1MZB) [79] (Rys. 6F). Represor
DtxR, podobnie jak Fur, funkcjonuje jako dimer i oddziatuje
Z rozpoznawang sekwencjg po zwiazaniu jonu zelaza. Hi-
poteza ta zaktada, iz pierwotnie rozpoznana 19-nukleoty-
dowa sekwencja stanowi w rzeczywistosci dwa zachodzace
na siebie odwrécone powtdérzenia, z ktérych kazdy wigzany
jest przez dimer DtxR (Rys. 6C) lub Fur (Rys. 6D) [89,90],

POZYTYWNA REGULACIJA POZYSKIWANIA ZELAZA

Represor Fur jest odpowiedzialny za hamowanie synte-
zy biatek zwigzanych z pobieraniem zelaza w warunkach,
gdy wewngtrzkomorkowe stezenie tego metalu jest wystar-
czajace. Utrzymanie homeostazy zelazowej wymaga jednak
istnienia mechanizméw regulacyjnych dziatajgcych takze
wtedy, gdy potrzebny jest wzmozony transport zelaza do
komorki. W rzeczywisto$ci mechanizmy te pozostajg takze
pod kontrolg represora Fur-Fe2; co zapewnia swego rodza-
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ju podwodjna regulacje: indukcje transportu przy niewystar-
czajacej ilosci zelaza w komoérce i zahamowanie pobierania
metalu, zapobiegajgce jego szkodliwemu nagromadzeniu.

U bakterii E. coli indukcja genéw transportu kwasu cy-
trynowego w kompleksie z zelazem, skupionych w opero-
niefecABCDE, uwzglednia kaskade przekazywania sygnatu
zapoczatkowang na powierzchni komarki i prowadzgacg az
do cytoplazmy [84] (Rys. 7). W proces ten zaangazowane
sg trzy biatka: receptor FecA w btonie zewnetrznej, biatko
FecR w btonie wewnetrznej oraz cytoplazmatyczne biatko
Fecl. Wigzanie cytrynianu zelaza powoduje zmiany struk-
turalne FecA, inicjujgce przekazywanie sygnatu do wnetrza
komoérki. Cze$¢ N-koncowa receptora jest wydtuzona w po-
réwnaniu ze strukturg podobnych transporteréw btony ze-
whnetrznej [55,56]. Dodatkowy odcinek, poprzedzajgcy miej-
sce oddziatywania z dostarczajgcym energii kompleksem
TonB-ExbB-ExbD, bierze udziat w przekazywaniu sygnatu
inicjacji transportu na biatko btony wewnetrznej FecR. FecR
nastepnie aktywuje cytoplazmatyczny czynnik sigma Fecl,
ktory wigze sie do kompleksu polimerazy RNA, umozliwia-
jac inicjacje transkrypcji operonu fecABCDE. Transkrypcja
genow feclR pozostaje pod bezposrednig kontrola represora
Fur (Rys. 7).

Fecl nalezy do rodziny czynnikéw sigma szeroko roz-
powszechnionych wsérdéd réznych bakterii gramujemnych.

[Fe(lll)-cytrynian]2

Vs

Fur box Fur box

feclR fecABCD
fi Fe

<r>f.

Rysunek 7. Model regulacji transportu cytrynianu zelaza. Receptor btony ze-
wnetrznej FecA zawiera wydtuzony rejon N-koncowy o nieznanej konformaciji,
nieobecny w strukturze krystalicznej biatka (kod PDB: 2FCP) [52], Rejon ten, po
zwigzaniu cytrynianu zelaza, oddziatuje z ,,suwakiem leucynowym* biatka FecR
zakotwiczonego w btonie wewnetrznej. FecR przekazuje sygnat do cytoplazmy
aktywujac czynnik sigma Fecl, ktéry nastepnie taczy sie z kompleksem polimera-
zy RNA (RNA Pol), co umozliwia transkrypcje genéw znajdujacych sie pod kon-
trolg odpowiedniego promotora. W ten sposéb indukowana jest ekspresja genéw
odpowiedzialnych za transport cytrynianu zelaza w odpowiedzi na jego dostep-
nos$¢ w Srodowisku zycia bakterii. W obecnosci niskich stezen zelaza w komérce
bakteryjnej (IIFe) dochodzi do syntezy biatek transportujacych (FecABCD) oraz
biatek regulatorowych (FecRl) i zwigkszonego przyswajania tego pierwiastka.
W warunkach nadmiaru zelaza w komérce bakteryjnej (ffFe) geny te podlegaja
represji przez biatko Fur.
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Systemy regulatorowe analogiczne do kaskady FecAlR zo-
staly zidentyfikowane takze u innych bakterii. U P. aerugi-
nosa synteza i transport piowerdyny sg kontrolowane przez
czynnik sigma PvdS aktywowany przez integralne biatko
btony wewnetrznej FpvR [90], Analogiem receptora FecA
jest tu FpvA. Pod kontrolg tej kaskady przekazywania sy-
gnatu pochodzgcego od zwigzanej piowerdyny ze skom-
pleksownym zelazem pozostaje takze synteza takich czyn-
nikdw wirulencji jak egzotoksyna A czy endoproteinaza.

ZELAZO A PATOGENEZA - ASPEKT MEDYCZNY

Zainteresowanie wykorzystaniem sideroforéw, zaréwno
naturalnych jak i syntetycznych, do celéw medycznych jest
obecnie bardzo duze. Drobnoczgsteczkowe chelatory zelaza
majg w praktyce zastosowanie w leczeniu choréb objawia-
jacych sie niebezpiecznie wysokim stezeniem zelaza w o0so-
czu (gtownie talasemia) oraz jako leki antybakteryjne [10].
Szczegbtowe poznanie systemow aktywnego transportu si-
deroforéw do wnetrza komorek bakterii gramujemnych po-
mogto w stworzeniu licznych koniugatéw sideroforéw lub
ich fragmentéw z antybiotykami [40,55]. Kompleksy takie
sg aktywnie przenoszone przez btony bakteryjne z udzia-
tem specyficznych systemoOw transportujgcych, co znacznie
obniza minimalne stezenie leku wykazujgce dziatanie an-
tybakteryjne. Jednoczesnie kompleksy sideroforéw z an-
tybiotykami czesto nie sg rozpoznawane i inaktywowane
przez typowe enzymy komoérkowe gwarantujgce opornosé
bakterii na antybiotyki, takie jak 3-laktamaza. Przyktadem
powszechnie wykorzystywanego kompleksu jest albomy-
cyna. Lek ten, zbudowany z grupy przypominajacej ferri-
chrom i czesci o aktywnosci antybiotyku, podlega enzyma-
tycznej aktywacji w cytoplazmie komorki bakteryjnej [91],
ajego dziatanie destrukcyjne polega na blokowaniu syntezy
tRNA seryny i hamowaniu translacji [92], Mozliwe jest tak-
ze projektowanie koniugatoéw wykazujgcych dziatanie wo-
bec konkretnych gatunkéw bakterii i bedgcych ogromnym
utatwieniem w planowaniu skutecznych terapii o obnizo-
nym zagrozeniu efektami ubocznymi.

PODSUMOWANIE

Jako zrodto zelaza i hemu bakterie gramujemne wyko-
rzystujag kompleksy sideroforéw z zelazem, biatka trans-
portujgce zelazo (transferyna, laktoferyna), wolny hem lub
hemoproteiny (hemoglobina, haptoglobina, hemopeksyna),
a organizacja transportu zelaza i hemu jest Scisle zwigza-
na z budowg bton komdérkowych tych mikroorganizmow.
Waznym osiagnieciem ostatnich lat byto poznanie struktu-
ry krystalicznej niektérych biatek zaangazowanych w trans-
port zelaza. Wydaje sig, ze istotne znaczenie w diagnostyce
i terapii moze mie¢ poznanie budowy i funkcji receptorow
btony zewnetrznej, dostarczajagcych zelazo i hem do wne-
trza komérki oraz biatek transportujagcych zelazo lub hem.
W oparciu o ich strukture opracowano leki stosowane w le-
czeniu nie tylko zakazen bakteryjnych, ale takze choréb
zwigzanych z nadmiernym poziomem zelaza w organi-
zmie cztowieka. Intensywne badania dotyczgce przyswaja-
nia zelaza i hemu przez bakterie gramujemne koncentruja
sie obecnie nie tylko na dalszym poznaniu mechanizmoéw
transportu tych ligandéw, ale takze na regulacji ekspre-
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sji gendw w odpowiedzi na poziom obydwu skltadnikow
w $rodowisku zycia bakterii.
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Mechanisms and regulation of iron and heme
utilization in Gram-negative bacteria
Katarzyna Siudeja, Teresa Olczak

Laboratory of Biochemistry, Institute of Biochemistry and Molecular Biology, Wroclaw University, 2 Tamka St., 50-137 Wroclaw, Poland
e-mail: grabska@bf.uni.wroc.pl

Keywords: Gram-negative bacteria, iron/heme transport, iron/heme binding proteins, outer membrane receptors, ABC transporters, regulation of
iron/heme utilization

ABSTRACT

Iron and heme are essential nutrients for most pathogenic microorganisms and play a pivotal role in microbial pathogenesis. To survive within
the iron-limited environment of the host, bacteria utilize iron-siderophore complexes, iron-binding proteins (transferrin, lactoferrin), free heme
and heme bound to hemoproteins (hemoglobin, haptoglobin, hemopexin). A mechanism of iron and heme transport depends on the structures
of Gram-negative bacterial membranes. Siderophores, hemophores and outer membrane receptors take part in iron or heme binding. The trans-
port of these ligands across the outer membrane involves outer membrane receptors. The energy for this transport is delivered from the inner
membrane by a TonB-ExbB-ExbD complex. The transport across the cytoplasmic membrane involves periplasmic and inner membrane proteins
comprising the ABC systems, which utilize the energy derived from ATP hydrolysis. The major regulatory role in iron homeostasis plays a Fur-
-Fe2+repressor.
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Charakterystyka antygenow i czynnikow wzrostu Srédbtonka limfatycznego

STRESZCZENIE

dkrycie biatek ulegajacych specyficznej ekspresji w srédbtonku naczyn limfatycznych
OumoZIiWiio postep w zrozumieniu limfangiogenezy - procesu powstawania nowych
naczyn limfatycznych. Pierwszym z nich byt receptor czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn
VEGFR-3. Ulega on aktywacji i indukuje limfangiogeneze pod wptywem dwoéch czynnikéw
z rodziny VEGF: VEGF-C i VEGF-D. Opr6cz VEGFR-3 opisano inne biatka ulegajace spe-
cyficznej ekspresji w komorkach $srédbtonka limfatycznego. Nalezg do nich: homeotyczny
czynnik transkrypcyjny Prox-l, ktéry zaangazowany jest we wzrost i wydtuzanie sie kapilar
limfatycznych, receptor LYVE-1, transportujacy hialuronian w poprzek naczyn limfatycz-
nych oraz mukoproteina zwana podoplaning, ktorej rola nie jest do korica poznana. Scharak-
teryzowanie tych biatek doprowadzito nie tylko do opracowania lepszych metod stuzacych
identyfikacji naczyn limfatycznych, ale réwniez do zaproponowania zupetnie nowych po-
dej$¢ terapeutycznych opartych na modyfikacji procesu limfangiogenezy w chorobach, ktére
sg zwigzane z nieprawidtowg budowa badz funkcjonowaniem naczyn limfatycznych.

WPROWADZENIE

Uktad limfatyczny zostat odkryty w 1627 roku przez Gasparo Aselliusa,
mniej wiecej w tym samym czasie, kiedy William Harvey opisywat krazenie
krwi. Mineto prawie 300 lat zanim Florence Rena Sabin zaproponowata, w jaki
sposéb moze dochodzi¢ do wytworzenia sie tego uktadu we wczesnych etapach
rozwoju embrionalnego. Ot6z, wedtug jej teorii, prymitywne pecherzyki lim-
fatyczne powstajg na skutek wypaczkowywania komoérek sréodbtonka zylnego.
Z kolei z tych prymitywnych pecherzykéw w wyniku rozgateziania sie (ang.
sprouting) komoérek srodbtonka powstaje obwodowy ukitad limfatyczny [1] (Rys.
1). W 1908 roku przedstawiono alternatywny model zaktadajacy, ze prekurso-
rami pierwotnych pecherzykéw limfatycznych sg komorki wywodzgce sie ze
wczesnej mezodermy tzw. limfangioblasty. Do tej pory obecno$¢ limfangiobla-
stow wykazano jednak tylko u ptakéw, podczas gdy niedawno opublikowane
wyniki potwierdzaja teorie Sabin [1].

Uktad limfatyczny stanowi integralng cze$¢ ukitadu odpornosciowego [2]
i gtdbwng droge transportu ttuszczéow z jelit [3]. Co wiecej, podobnie jak sys-
tem krwionos$ny, peini istotng role w utrzymaniu homeostazy organizmu [2].
Waznym elementem ukia-
du limfatycznego sa na- ==
czynia limfatyczne. Swojg
budowg czesciowo przy- [
pominaja naczynia krwio- C
nosne [1]. Ich wewnetrznag
powierzchnieg wysciela
srédbtonek, $ciany wiek-
szych naczyn wzmocnione

]
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EE— ]
: :
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sag przez mieénie gladkie, F_

posiadajg tez vasa vasorum, ) e

czyli sie¢ odzywiajacych |

je naczyn krwionosnych. ===

Duze naczynia podobnie —FORMA DOJRZALA

jak zyty posiadajg zastawki.
Ale istnieje réwniez wiele I | sekwencja sygnalna I | propeptyd C-koncowy

L. . ied ied 1 | propeptyd N-kohcowy -S S- wigzanie dwusiarczkowe
rOZI’]IC. pomigdzy je rTym’ CG domena VHD j wigzanie niekowalencyjne
a drugim typem naczyn [1],

Uktad Iimfatyczny to Sys- Rysunek 1. Alternatywne modele ttumaczace, w jaki sposéb uktad

. ez . - - limfatyczny moze tworzy¢ sie we wczesnych etapach rozwoju zarod-
tem mSkOCISmemOWy iwol- kowego. A.) Model Sabin zaktada, ze komérki $rédbtonka zylnego sa
noprzep’rywowy. Naczynia bipotencjalne i dopiero pewna ich pula rozwija sie w $rédbtonek lim-
Iimfatyczne rzadziej niz fatyczny. B.) Model Huntigtona i McClure'a sugeruje, ze srodbtonek

. , s . limfatyczny powstaje bezposrednio z mezenchymalnego prekursora
krwionosne rozgateziaja si¢ (jimfangioblastu).
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z rodziny VEGF (ang. VEGF homology domain)

Podziekowanie: Pani doktor Alicji J6zkowicz
autorka sktada serdeczne podziekowania za
wszelkie uwagi, ktére byty pomocne przy na-
pisaniu niniejszej pracy.

209


mailto:halacomeon@interia.pl

i zespalajg, majg mniejszg tendencje do kurczenia sie i rza-
dziej dochodzi do zmian w ich wielkosci i ksztatcie. Z kolei
kapilary limfatyczne sa wieksze niz krwiono$ne, charakte-
ryzuja sie nieregularnym $wiattem, brakiem lub nieciagta
btong podstawna oraz nie posiadajg pericytéw [2, 3].

Dysfunkcje naczyn limfatycznych prowadza do wielu
choréb, m.in. do zapalenia i filariozy, z kolei ich przerost
towarzyszy np. niektorym nowotworom (naczyniakowi
chtonnemu, czy miesakowi Kaposiego). Nadmierna lim-
fangiogeneza wydaje sie réwniez sprzyja¢ pojawianiu sie
przerzutdw [1]. Szereg badan podjetych w ostatnim dziesie-
cioleciu dotyczyt poznania mechanizmoéw kontrolujgcych
powstawanie i funkcjonowanie naczyn limfatycznych. Na-
ukowcy zidentyfikowali grupe czasteczek, ktéra najpraw-
dopodobniej odpowiada za rézne aspekty tego procesu. Do
najistotniejszych nalezg: receptor VEGFR-3 i jego ligandy
VEGF-C i VEGF-D, homeotyczny czynnik transkrypcyjny
Prox-l, receptor hialuronianu LYVE-1 oraz glikoproteina
transbtonowa o nazwie podoplanina (Tabela 1). Poznanie
budowy i funkcji tych czasteczek stato sie podstawg m.in.
dla badan majacych na celu zahamowanie limfangiogenezy
w niektérych nowotworach.

BUDOWA ORAZ WLASNOSCI
ANTYGENOW | CZYNNIKOW WZROSTU
SRODBLONKA LIMFATYCZNEGO

VEGFR-3

Pierwszym sklonowanym antygenem S$rédbtonka limfa-
tycznego byt receptor czynnika wzrostu srédbtonka naczyn
typu 3 VEGFR-3 (ang. Vascular Endothelial Growth Factor Re-
ceptor 3) [1, 4]. Petni on funkcje receptora czynnikéw wzro-
stu $rédbtonka naczyn VEGF-C i VEGF-D [4, 5] (Rys. 2).

VEGFR-3 nalezy do Ill klasy receptoréw tyrozynowych
[4]. Posiada siedem domen immunoglobulinopodobnych
w czesci zewngtrzkomorkowej, pojedynczg domene trans-
btonowsa i rejon cytoplazmatyczny [4, 6, 7], W wyniku al-
ternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu (dwa
ostatnie eksony 30a i 30b) genu kodujgcego VEGFR-3 po-
wstajg dwie izoformy receptora roznigce sie¢ o 65 reszt
aminokwasowych: dtuga i krotka [7-10], Forma dtuga do-
minuje w wiekszosci tkanek ludzkich i stanowi 100% puli
VEGFR-3 u myszy. Podejrzewa sie, ze izoforma krotka po-
wstata w wyniku integracji retrowirusa z genomem czto-
wieka [1, 7, 8]. VEGFR-3 bierze udziat w rozwoju uktadu
sercowo-naczyniowego oraz w fizjologicznej i patologicznej
limfangiogenezie i angiogenezie [4, 6, 7, 11, 12]. Ekspresja
receptora rozpoczyna sie u myszy w $rédbtonku zylnym
w 8 dniu po zaptodnieniu (E8), a od E12 zostaje ograniczona
do $réodbtonka limfatycznego [4, 7, 13]. U dorostych zwie-
rzat obecnosc¢ receptora stwierdzono réwniez na hematopo-
etycznej linii monocytarnej [1], sr6dbtonku zyt w kanatach
chrzastki, trzonach kregéw, rdzeniu nadnerczy oraz w zato-
kach $ledziony i watroby, a takze na powierzchni mikrona-
czyh przylegtych do nabtonka w oku, $luzéwce przewodu
pokarmowego i cebulkach wiosowych [4, 12, 13]. Wysoka
ekspresja VEGFR-3 moze $wiadczy¢ o jego roli w transpor-
cie substancji przez nieciagty srodbtonek tych organdw, jak
réwniez w regulacji krwiotworzenia i wedréwki komadrek
krwi [1, 5, 7], Dodatkowo, do aktywacji VEGFR-3 dochodzi
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Rysunek 2. Oddziatywania pomiedzy cztonkami rodziny VEGF, a receptorami
VEGFR. VEGF (VEGF-A) wiaze sie do VEGFR-1 i VEGFR-2. PIGF czyli czynnik
wzrostu tozyska (ang. Placenta Growth Factor) i VEGF-B sg specyficznymi ligan-
dami dla VEGFR-1. VEGF-E, ktéry do tej pory zlokalizowano tylko u wirusa orf,
aktywuje VEGFR-2. VEGF-C i VEGF-D oddziatuja z VEGFR-2 i VEGFR-3. Ak-
tywacja VEGFR-2 prowadzi do angiogenezy, a VEGFR-3 do limfangiogenezy.
Zmodyfikowane [1],

w trakcie gojenia sie ran [1, 5], a do wzrostu ekspresji w na-
czyniach krwionos$nych w nowotworach naczyniowych [5,
7,13].

VEGF-C

Ligandem VEGR-3 jest czynnik wzrostu $rédbtonka na-
czyh typu C VEGF-C (ang. Vascular Endothelial Growth Factor
C) [14,15,16]. Od E12.5 lokalizacja tego czynnika ogranicza
sie do miejsc, gdzie powstaja naczynia limfatyczne czyli do
okolic okotonerkowej, pachowej i szyjnej [7,17]. W organi-
zmach dorostych VEGF-C ulega silnej ekspresji w sercu, to-
zysku, mieéniach, jajnikach, jelicie i w niektérych nowotwo-
rach [16, 18, 19]. Ekspresja VEGF-C wzrasta w odpowiedzi
na ptytkopochodny czynnik wzrostu PGDF (ang. Platelet-
-Derived Growth Factor), nabtonkowy czynnik wzrostu EGF
(ang. Epidermal Growth Factor) [8] oraz interleukine IL-ip
(ang. Interleukin 1f3) i czynnik martwicy nowotworéw TNF
(ang. Tumor Necrosis Factor) [1, 19, 20]. Natomiast aktyw-
no$¢ VEGF-C moze by¢ regulowana w wyniku wigzania sie
czynnika do macierzy zewnatrzkomoérkowej. Wskazuje na
to obecnos$¢ tandemowo powtdrzonych sekwencji bogatych
w cysteing oraz krotkich odcinkéw homologicznych do
domen EGF-podobnych w propeptydach czynnika, ktore
sg usuwane podczas jego syntezy [21]. Pierwszym etapem
podczas tego procesu jest powstanie dimeru VEGF-C. Skia-
da sie on z dwdéch zorientowanych antyréwnolegle polipep-
tydow, potaczonych mostkami dwusiarczkowymi i wigza-
niami niekowalencyjnymi. W wyniku proteolizy dochodzi
do odcigcia propeptydéw od C- i N-konnca od domeny
homologicznej dla czynnikéw z rodziny VEGF prekursora
VHD (ang. VEGF homology domain) i utworzenia dojrzatej
formy VEGF-C o masie 21 kDa [4, 6, 21]. Stopniowa obréb-
ka proteolityczna odpowiada m.in. za specyficzno$¢ sub-
stratowg VEGF-C. Kolejno powstajagce formy czynnika cha-
rakteryzujg sie rosngcym powinowactwem do VEGFR-3,
natomiast VEGFR-2 aktywowany jest tylko przez dojrzata
posta¢ VEGF-C [14, 21] (Rys. 3). Szereg niezaleznych badan
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potwierdza, ze VEGF-C jest wysoce selektywnym czynni-
kiem limfangiogennym jesli aktywuje VEGFR-3 [4, 14, 15,
18, 21]. Najistotniejszg rolg czynnika jest wtedy indukcja
proliferacji i migracji komorek srodbtonka limfatycznego,
ktdéra prowadzi do wzrostu naczyn [4, 6, 14, 15]. Dodatko-
wo VEGF-C zwieksza przezywalno$¢ komérek $rédbton-
ka i stymuluje je do tworzenia tubul in vitro [9]. Poza tym,
powoduje wzrost przepuszczalnosci oraz Srednicy naczynh
limfatycznych [15].

Drugim receptorem uczestniczagcym w przekazywaniu
sygnatu niesionego przez VEGF-C jest VEGFR-2 [4, 21]. Za
jego posrednictwem czynnik stymuluje proliferacje i migra-
cje komérek srodbtonka krwionos$nego oraz zwigksza prze-
puszczalno$¢ naczyn ukladu sercowo-naczyniowego [14,
19, 22], Postuluje sie kooperacje VEGF-C z VEGF-A w wa-
skulo- i angiogenezie [14, 18, 23]. Poza tym VEGF-C peini
role chemoatraktanta dla makrofagéw [14].

VEGF-D

Drugim ligandem VEGFR-3 jest czynnik wzrostu $réd-
btonka naczyn typu D VEGD-F (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor D) [1, 4, 24, 25], Ulega on ekspresji gtéwnie
w ptucach [7, 26] i skorze [7], a takze w sercu, migsniach
szkieletowych, nadnerczach, przewodzie pokarmowym [5]
oraz niektérych nowotworach [25]. Ekspresja VEGF-D po-
zostaje pod kontrolg protoonkogenu c-fos [5, 20], wzrasta
rowniez w wyniku nadekspresji kadheryny 11, a w gleja-
ku wielopostaciowym pod wptywem czynnika transkryp-
cyjnego AP-1 (ang. Activator Protein 1) [20]. Podobnie jak
w przypadku VEGF-C proteoliza propeptydéw z C- i N-
-konca jest mechanizmem modulacji struktury i specyficz-
nosci receptorowej VEGF-D [24], Czynnik syntetyzowany
jest jako prekursor, ktéry zawiera opr6cz domeny VHD
propeptydy na N- i C-konicu. Dojrzatg forme VEGF-D sta-
nowi natomiast dimer zbudowany z dwoch domen VHD,
ktore zawierajg epitopy wigzace receptory [4, 25], Tylko
taka posta¢ VEGF-D aktywuje VEGFR-2, podczas gdy powi-
nowactwo do VEGFR-3 ro$nie w miare proteolizy czynnika
[4, 24, 25]. Funkcje, jakie spetnia VEGF-D sg $cisle zdetermi-
nowane przez jego specyficznos¢ receptorowg. Oddziatujac

Angioblast Limfangioblast

Komérka Komérka

$rédbtonka zylnego Srédbtonka limfatycznego

Komérka

Srédbtonka limfatycznego

Rysunek 3. Schemat proteolitycznej obrébki VEGF-C. Podczas pierwszego etapu
proteolizy dochodzi do antyréwnolegtej dimeryzacji propeptydéw wspomaganej
przez wigzania niekowalencyjne i dwusiarczkowe. Nastgpnie odcinany jest pro-
peptyd z C-konhca bogaty w reszty cysteiny, ktéry prawdopodobnie moze wigza¢
sie do macierzy zewnatrzkomoérkowej. W kolejnym etapie, odbywajacym sig juz
poza komoérka, usuwany jest propeptyd N-koricowy i VEGF-C przyjmuje swoja
dojrzata posta¢ - dimeru o masie 21 kDa. Kolejne formy posrednie charaktery-
zujg sie coraz wiekszym powinowactwem do VEGF-3, co symbolizuje strzatka
umieszczona po lewej stronie rysunku. Do VEGFR-2 wigze sig wytgcznie dojrzata
posta¢ VEGF-C.

Dla przejrzystosci schematu nie uwzgledniono kilku form posrednich powstaja-
cych podczas proteolizy czynnika. Zmodyfikowane [21],

Postepy Biochemii 51 (2) 2005

z VEGFR-2, czynnik indukuje angiogeneze [4, 5, 24, 25, 27],
natomiast w wyniku interakcji z VEGFR-3 aktywuje proces
limfangiogenezy [4, 7, 24, 25, 28]. VEGF-D przede wszyst-
kim stymuluje proliferacje [25], ale takze wzrost i migracje
komorek srédbtonka limfatycznego oraz przeciwdziata ich
apoptozie [4, 24]. Co wiecej, reguluje odpowiedZz naczyn
limfatycznych w procesach zapalnych i podczas regeneracji
po urazach, dziata na dynamike ptynu w naczyniach, indu-
kuje powstawanie zastawek i przycigganie komorek migsni
gtadkich do tworzacych sie naczyn limfatycznych [1]. Wy-
daje sig, ze VEGF-D podobnie jak VEGF-C dziata w sposo6b
parakrynny [1, 25].

PROX-I

Jednym z innych genéw poza VEGFR-3 ulegajacych spe-
cyficznej ekspresji w komérkach $rédbtonka limfatycznego
jest gen kodujacy czynnik transkrypcyjny Prox-l (ang. Pro-
spero-like protein, Homeobox) [29], Posiada on tzw. homeodo-
mene czyli zbudowang z 60 reszt aminokwasowych sekwen-
cje wigzacg DNA, ktora zawiera strukture: helisa-skret-he-
lisa. Po raz pierwszy obecno$¢ czynnikéw homeotycznych
wykazano u Drosophila melanogaster. Wprowadzenie muta-
cji w genach kodujgcych te biatka prowadzito do zastgpie-
nia jednej czesci ciata owada przez inng. Dalsze badania
pozwolity stwierdzié, ze czynniki te regulujg r6znicowanie,
proliferacje i migracje komérek rowniez u kregowcéw [30],
Homolog Prox-1 wystepujacy u cztowieka zidentyfikowano
w 1999 roku [13]. Obecno$¢ Prox-l zaobserwowano w wie-
lu typach komérek wywodzacych sie ze wszystkich listkdw
zarodkowych, szczegdlnie jednak silng ekspresjg czynnika
charakteryzowat sie srodbtonek limfatyczny [31].

Jak przekonuje Wigle i wspotpracownicy pierwszym
wskaznikiem rozpoczecia limfangiogenezy jest specyficzna
ekspresja Prox-1 w subpopulacji komorek srédbtonka goérnej
zyty gtéwnej (9E). W 10 dniu po zaptodnieniu rozpoczyna
sie wypaczkowywanie komorek sréodbtonka z wnetrza zyt
Od 12 dnia zycia ekspresja Prox-l zostaje ograniczona do
komorek srédbtonka limfatycznego, natomiast zupetnie za-
nika w srodbtonku zylnym. W krotkim czasie dochodzi do
ekspresji dalszych antygenéw na powierzchni $rédbtonka
(tj. LYVE-1 i VEGFR-3). Sugeruje to, ze komérki $rédbton-
ka zylnego sg bipotencjalne i dopiero w wyniku ekspresji
czynnika Prox-l przyjmujg fenotyp srédbtonka limfatycz-
nego. Poza tym, ze Prox-I determinuje los pgczkujgcych ko-
morek $rodbtonka, wptywa réwniez na kierunkowos¢ ich
migracji, r6znicowanie i dojrzewanie [13] (Rys. 4). Dodatko-
wo, Prox-l zwigksza ilos¢ matrycowego RNA cyklin El i E2
oraz aktywuje promotor cykliny E w réznych typach komé-
rek, co oznacza, ze dziata jako induktor proliferacji [3].

Wyniki uzyskane z badan prowadzonych na myszach
z wytaczonym jednym lub dwoma allelami genu Prox-I
stanowiag niezaprzeczalny dowdd na to, ze Prox-| jest nie-
zbedny w procesie embriogenezy. U myszy pozbawionych
czynnika obserwowano zatrzymanie procesu pgczkowania
komoarek srdodbtonka limfatycznego i zaburzenia w kierun-
kowosci ich migracji. W efekcie nie dochodzito do powsta-
nia unaczynienia limfatycznego i zwierzeta umieraty [13].
Z Kkolei niedob6r Prox-l w ukladzie heterozygotycznym
prowadzit do $mierci zaraz po urodzeniu [1]. Jest to o tyle
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Rysunek 4. Ekspresja Prox-1 we wczesnym rozwoju embrionalnym. A.) Srédbto-
nek limfatyczny tworzy sie na bazie $rédbtonka zylnego. B.) W E9.5 dochodzi do
specyficznej ekspresji Prox-1 w ograniczonej subpopulacji komérek $rédbtonka
zyty gtéwnej (Prox-14#/4). C.) Od EI10.5 rozpoczyna sie proces spolaryzowanego
paczkowania komoérek srédbtonka, dzigki ktéremu powstaja pierwotne peche-
rzyki limfatyczne, bedace zaczatkiem uktadu limfatycznego.

warte podkreslenia, ze do tej pory zidentyfikowano tylko
dwa geny, ktérych brak w uktadzie heterozygotycznym jest
letalny. Produktem drugiego takiego genu jest biatko VEGF,
bedacy gtdbwnym czynnikiem proangiogennym [32],

LYVE-1

Kolejnym antygenem charakterystycznym dla srodbton-
ka limfatycznego jest integralny polipeptyd btonowy - LY-
VE-1 (ang. Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor
1) [2, 4, 33, 34], Zaobserwowano u myszy, ze wzor ekspresji
LYVE-1 przypomina wzér ekspresji Prox-I. W 10 dniu po
zaptodnieniu obecno$¢ biatka zaobserwowano w paczku-
jacych komorkach $rédbtonka zylnego, a juz od E12.5 wy-
tacznie w komodrkach $rédblonka limfatycznego. Z kolei
u heterozygot jego obecno$¢ odnotowano miedzy inny-
mi w makrofagach, a w homozygotach wytgcznie w tych
komérkach [13]. LYVE-1 nalezy, podobnie jak CD44, do
nadrodziny biatek Link, charakteryzujacych sie tzw. mo-
dutem Link, czyli 100-aminokwasowg domeng wykazujgca
powinowactwo do jednostek hialuronianu HA(g (ang. Hy-
aluronan) [4, 13, 34]. Z kolei HA jest duzym glikozoamino-
glikanem wystepujacym w macierzy zewnatrzkomoérkowej
kregowcow, ktory bierze udziat w migracji i r6znicowaniu
sie komorek oraz utrzymaniu integralnosci tkanek [33, 34].
W zwigzku z tym stanowi element regulujgcy chondroge-
neze, miogeneze, gojenie sie ran, zapalenie i angiogeneze [4,
34], Powinowactwo LYVE-1 do HA drastycznie spada wraz
ze wzrostem biotynylacji liganda. Wydaje sie, ze receptor
moze wigzac¢ wieksze jednostki hialuronianu niz HAh LY-
VE-1 nie wykazuje powinowactwa do innych glikozoami-
noglikanéw i nie ulega alternatywnemu splicingowi [34],
Gléwny obrét HA (80-90%) w skoérze i jelicie ma miejsce
w drenujgcych weztach chtonnych. Zaréwno w zatokach
rdzeniowych weztéw chtonnych, jak i w zatokach watroby
i w éledzionie, gdzie zlokalizowany jest LYVE-1, wystepu-
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je rowniez inny receptor HA - oligomeryczny HARE (ang.
HA Receptorfor Endocytosis) [35, 36]. Z pordwnania kinetyki
i specyficznosci wobec liganda wynika jasno, ze to jednak
HARE petni role gtéwnego receptora HA zaangazowanego
w degradacje glikozoaminoglikanu w weztach chtonnych
[35], LYVE-1 wydaje sie natomiast uczestniczyé w transpor-
cie hialuronianu w poprzek naczyn limfatycznych, szcze-
golnie z tkanki srédmigzszowej do limfy [4, 35]. Moze tez
regulowaé wejscie leukocytow i komdrek nowotworowych
do Swiatta aferentnych kapilar limfatycznych w wyniku po-
Sredniczenia w interakcji HA - CD44 [4, 34, 35].

PODOPLANINA

Obecno$¢ podoplaniny po raz pierwszy wykazano
w kiebkowatych komoérkach nabtonkowych (podocytach)
u szczuréw. Drugim miejscem silnej ekspresji biatka jest
srodbtonek naczyn limfatycznych [4, 22, 37], Podoplanina
(43 kDa) nalezy do grupy mukoprotein [2, 4, 38]. Pojedyn-
czy tancuch tego polipeptydu (166 aminokwasow) zawiera
duzg domene zewnatrzkomaérkowa z szeScioma potencjal-
nymi miejscami O-glikozylacji, krotka domene transbto-
nowa i réwnie krotki ogon cytoplazmatyczny, posiadajgcy
dwa miejsca fosforylacji [37]. Ekspresja podoplaniny w ko-
morkach srédbtonka naczyn limfatycznych jest regulowana
przez Prox-l. Glikoproteina pojawia sie u myszy w 11 dniu
po zaptodnieniu. Brak obu alleli genu kodujgcego podopla-
ning powoduje Smieré¢ gryzoni podczas porodu wynikajaca
z niewydolnosci oddechowej i defektow w obrebie uktadu
limfatycznego [38]. Rola biologiczna podoplaniny w naczy-
niach limfatycznych nie jest do koncajasna. Wyniki ostatnio
przeprowadzonych badah in vitro wskazujg, ze glikoprote-
ina ta moze promowac¢ adhezje, migracje i tworzenie tubul
przez komorki srédbtonka limfatycznego [38]. Dane uzy-
skane z innych eksperymentéw, sugeruja, ze podoplanina
moze dziata¢ jako koreceptor dla selektyn i w ten sposéb
posredniczy¢ w adhezji komoérek zapalnych do $srédbtonka
limfatycznego [22]. W podocytach odpowiedzialna jest za
utrzymanie ksztattu komérek [4],

UWAGI KONCOWE

Postep w zrozumieniu anatomii i funkcjonowania ukta-
du limfatycznego byt niemozliwy przez wiele lat z powodu
braku wiedzy, pozwalajagcej na odréznienie naczyn krwio-
nosnych i limfatycznych [20]. W przesztosci wizualizacja
naczyn limfatycznych ograniczata sie do technik obrazowa-
nia wykorzystujgcych barwniki przyzyciowe specyficznie
wychwytywane przez naczynia limfatyczne takie jak btekit
Evans'a, biekit trypanu, biekit Patent oraz koniugaty o du-
zej masie i wiasnosciach flurescencyjnych np. rodamina-
-dekstran. Co ciekawe, do dzi$ sg one rutynowo stosowane
w badaniach na zwierzetach. Inna metoda wykorzystywana
do niedawna polegata na barwieniu immunohistochemicz-
nym z uzyciem zestawu przeciwciat skierowanych prze-
ciwko antygenowi specyficznemu dla komérek srédbtonka
PECAM-1/ CD31 (ang. Platelet/ Endothelial Cell Adhesion
Molecule 1) oraz czgsteczkom charakterystycznym dla btony
podstawnej - lamininom i kolagenowi IV. Naczynia lim-
fatyczne byty to struktury CD31+ pozbawione btony pod-
stawnej i czerwonych krwinek [20], Metoda ta byta jednak
niepewna, chocby z tego wzgledu, ze naczynia krwiono$ne
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nowotworow sg czesciowo lub zupetnie pozbawione btony
podstawnej [39], Odkrycie czgsteczek ulegajacych specyficz-
nej ekspresji na srédbtonku limfatycznym, do ktérych nalezg
opisane wyzej: Prox-1, podoplanina, LYVE-1, VEGFR-3 oraz
czynniki limfangiogenne: VEGF-C i VEGF-D umozliwito
nie tylko identyfikacje naczyn limfatycznych w tkankach
prawidtowych i patologicznych [5, 12, 13, 20, 40, 41], ale
przede wszystkim poznanie molekularnych mechanizméw
zaangazowanych w powstawanie oraz funkcjonowanie na-
czyn limfatycznych. Jak sie okazato, nieprawidtowosci tych
naczyn moga prowadzi¢ do wielu powaznych choréb, m.in.
immunologicznych, zakaznych i nowotworowych. Dlatego
tez identyfikacja i charakterystyka czynnikéw, ktére odgry-
wajg istotng role w sterowaniu procesem limfangiogenezy,
by¢ moze pozwoli na opracowanie skutecznych strategii
terapeutycznych do leczenia tych schorzen. Szczegdlnie
obiecujace wydajg sie préby zahamowania limfangiogene-
zy, polegajace na blokowaniu drogi sygnatowej VEGF-C,
VEGF-D/ VEGFR-3 w chorobach nowotworowych, gdzie
proces ten najprawdopodobniej sprzyja wzrostowi i prze-
rzutowaniu nowotworu [42-45]. Nalezy mie¢ nadzieje, ze
juz wkroétce inhibitory limfangiogenezy beda z powodze-
niem stosowane w terapii przynajmniej czesci wyzej wy-
mienionych choréb.
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Characterization of markers and growth factors for lymphatic endothelium
Halina Was&

Department of Cell Biochemistry, Faculty of Biotechnology, Jagiellonian University, 7 Gronostajowa St., 30-387 Krakow, Poland
e-mail: halacomeon@interia.pl

Key words: lymphangiogenesis, lymphatic endothelium, VEGFR-3, Prox-l, LYVE-1, podoplanin

ABSTRACT

A major advance in the field of lymphangiogenesis has come from the discovery of lymphatic endothelium-specific markers. VEGFR-3 was the
first molecule found to be expressed in the lymphatic endothelium. Two members of the VEGF family, VEGF-C and VEGF-D are lymphangio-
genic when activate VEGFR-3. In addition to VEGFR-3, some other genes have been shown to be mainly expressed in lymphatic endothelial
cells. Prox-1 is a homeobox transcription factor gene product involved in the growth and elongation of the lymphatic vessel sprouts during
development. Lymphatic vessel endothelial HA receptor-1 (LYVE-1), is a receptor for extracellular matrix/lymphatic fluid glycosaminoglycan in
lymphatic endothelial cells. Finally, podoplanin is a glomerular podocyte membrane mucoprotein, which occurs together with VEGFR-3 in the
lymphatic endothelium. The discovery of molecules that are specifically expressed by lymphatic endothelium has made possible more accurate
and simplified lymphatic vessel identification and targeting the lymphatic vasculature in the treatment of various diseases.
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Agregacja a toksycznos¢ biatek z powtdrzeniami polyQ

STRESZCZENIE

rzyczyna przynajmniej dziewieciu choréb neurodegeneracyjnych jest mutacja polegajaca
Pna zwiekszeniu liczby powtérzen tripletu CAG w sekwencjach kodujacych odpowied-
nich genéw. Choroby te, dotykajace gtéwnie osoby w wieku dojrzatym, sg dziedziczone
przewaznie w spos6b autosomalny dominujacy. W wyniku wspomnianej mutacji wytwarza-
ne sa biatka charakteryzujace sie wystepowaniem w ich strukturze pierwszorzedowej naste-
pujacych po sobie reszt glutaminy. W wiekszosci opisanych przypadkéw liczba powtérzen
38 jest liczbg graniczng, przy ktérej rozwija sie choroba (wiek pacjenta, u ktérego rozwija sie
choroba jest odwrotnie proporcjonalny do dtugos$ci powtdrzen reszt glutaminy). Biatka z po-
wtdrzeniami reszt glutaminy agreguja, a ich wzajemne oddziatywania moga wynikaé¢ z wy-
twarzania oddziatywan wodorowych, w ktére zaangazowane sa zmienione sekwencje lub
moga by¢ skutkiem aktywnos$ci transglutaminazy. Ekspresja zmutowanych genéw prowadzi
do uposledzenia funkcjonowania komoérki poprzez oddziatywanie agregatow biatek z wie-
loma kluczowymi dla metabolizmu komérki czgsteczkami, np. takimi jak czynniki trans-
krypcyjne, poprzez zahamowanie dziatania systemu proteasomalnego i indukcje apoptozy.
Wykazano, ze w hamowaniu neurodegeneracji i agregacji zmutowanych biatek wazng role
odgrywaja biatka opiekuncze, co czyni z nich potencjalny obiekt badan terapeutycznych.

WPROWADZENIE

Niewtasciwe fatldowanie biatek, czemu czesto towarzyszy ich agregacja, jest
przyczyng szeregu chor6b, miedzy innymi amyloidoz systemowych [1] oraz
choréob neurodegeneracyjnych, na przyktad choroby Alzheimera [2], choroby
Parkinsona [3], chor6éb prionowych i choréb poliglutaminowych (choréb po-
lyQ). Mechanizmy lezace u podstaw niewtasciwego faldowania i agregacji bia-
tek, wystepujace w niektérych sposréd wymienionych choréb, zostaty wczesniej
omoéwione w szeregu prac przegladowych [4-9]. Dotychczas poznano 9 choréb
poliglutaminowych, jednak, poréwnujac ze stanem wiedzy sprzed Kilku lat, ich
liczba stale rosnie. Do nowo poznanych nalezg: choroba Huntingtona, atrofia
gatki biatej i jadra zebatego mézdzku (DRPLA), rdzeniowa i opuszkowa atrofia
miesni (SBMA zwana takze chorobg Kennedy'ego) oraz ataksje mézgowo-rdze-
niowe typu 1-3, 6, 7 oraz 17 (typ 3 zwany takze chorobg Machado - Joseph) [10],
Biatka ulegajace agregacji w kazdej z tych chordb sa inne i zupetnie ze soba nie-
powigzane funkcjonalnie lub strukturalnie. Jedyna cechg wspdlng jest wystepo-
wanie zwiekszonej (w poréwnaniu z biatkami ,,normalnymi") liczby powtorzen
reszt glutaminowych. Zwigkszenie zawartosci reszt tego aminokwasu w biat-
kach jest wynikiem mutacji polegajgcej na zwielokrotnieniu ilosci tripletow
CAG w czesciach kodujgcych gendéw odpowiednich biatek. Powtdrzenia reszt
glutaminowych w liczbie 35 lub mniej cechuja osoby zdrowe, za$ 40 lub wieg-
cej nieuchronnie skazujg ,,posiadacza" na rozw0j choroby. Warto$ci posrednie
Swiadczg o podwyzszonym ryzyku zachorowania [11]. Wyjatkiem jest SCASB,
gdzie liczba powtdrzen reszt glutaminowych niezbednych do wywotania cho-
roby jest mniejsza. Pierwsze symptomy chordb poliglutaminowych pojawiaja
sie zwykle w wieku dojrzatym. Istnienie odwrotnie proporcjonalnej zalezno$ci
pomiedzy liczbg powtdrzen reszt glutaminowych a wiekiem, w ktérym rozwi-
ja sie choroba, moze jednak w skrajnych wypadkach powodowa¢ wystgpienie
objawéw juz u osé6b miodych. Choroby polyQ sg dziedziczone w spos6b auto-
somalny dominujacy (za wyjatkiem SBMA, ktérej dziedziczenie jest zwigzane
z chromosomem X). Mimo, ze wszystkie produkty genéw zmutowanych w tych
chorobach zawierajg zwiekszong liczbe powtérzen reszt glutaminowych, zwy-
kle w podobnym zakresie dtugosci, w kazdej z nich obserwujemy specyficzng
neurodegeneracje tylko okreslonych grup neuronéw.

AGREGACJA BIALEK Z POWTORZENIAMI POLYQ

Na poziomie molekularnym jednym z symptoméw choréb poliglutamino-
wych jest powstawanie wewngatrzkomdérkowych agregatéow, w ktérych skiad
wchodzg gtéwnie, cho¢ nie tylko, biatka syntetyzowane w wyniku ekspresji
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zmutowanych genéw. W zalezno$ci od jednostki chorobo-
wej, agregaty te zlokalizowane sg w cytoplazmie, jadrze lub
znajdujg sie w obydwu tych przedziatach komoérkowych
(jak ma to miejsce np. w chorobie Huntingtona). Szczegol-
nie uderzajgca jest obecnos¢ w wielu sposrdéd tych choréb
agregatow wewnatrzjgdrowych zwanych Nil [12].

Zidentyfikowanie w 1993 roku genu IT15 [13], ktérego
mutacje sg odpowiedzialne za rozwdj choroby Hunting-
tona oraz fakt, ze choroba Huntingtona jest najpowszech-
niejszg ze wszystkich choréb polyQ (czesto$¢ okoto 1 na
10 000) [14], jest przyczyna, dla ktorej choroba ta stanowi
dogodny model do badania mechanizméw patogenicznosci
catej grupy schorzen. Choroba Huntingtona charakteryzu-
je sie uposledzeniem zdolnos$ci poznawczych chorych oraz
utratg kontroli nad wiasnym ciatem, co czesto przejawia sie
nieskoordynowanymi ruchami. W chorobie Huntingtona
dochodzi do utraty neuronéw kory i ciata prazkowanego.
DiFiglia i wsp. [15] wykazali, ze w jadrach komérkowych
neuronéw ciata prazkowanego os6b zmartych w wyni-
ku choroby Huntingtona, wystepuja agregaty zbudowane
z polipeptyddéw o masie czgsteczkowej okoto 40 kDa. Jest to
zgodne z wczes$niejszymi badaniami [16], pokazujgcymi, ze
huntingtyna (Htt - produkt genu 1T15) moze by¢ cieta przez
proteaze apopaine, w wyniku czego zostaje uwolniony N-
-konicowy rejon biatka zawierajgcy powtérzenia reszt glu-
taminowych. Obecnie uznaje sie, ze do jagdra komorkowego
dostaje sie nie cata czasteczka huntingtyny, lecz tylko jej N-
-koncowy rejon bogaty w powtdrzenia polyQ, ktory ulega
agregacji wewnatrz jadra [17]. Dowodo6w na to, ze N-korco-
wy rejon biatka Htt jest zdolny do agregacji dostarczyty wy-
niki licznych badan in vivo i in vitro. Davies i wsp. [18] uzy-
skali transgeniczne myszy z wprowadzonym pierwszym
eksonem genu IT15 (httexl; w tej czesci genu zlokalizowane
sg powtorzenia tripletu CAG). W wyniku ekspresji httexl|
zawierajgcego od 115 do 156 jednostek CAG dochodzito do
wystapienia objawéw neurodegeneracji u badanych myszy
oraz do powstawania Nil o strukturze wtoknistej w jadrach
neurondw korowych oraz prazkowia. Stosujac specyficz-
ne przeciwciata zidentyfikowano ubikwityne jako jeden
ze sktadnikéw NIL Pézniejsze badania DiFiglia i wsp. [15]
pozwolity stwierdzi¢, ze opisane wyzej cechy sg charakte-
rystyczne takze dla agregatow wystepujgcych u chorych na
chorobe Huntingtona.

Badania prowadzone z zastosowaniem hodowli tkan-
kowych pozwolity pozna¢ kolejne sktadniki agregatow
wewnagtrzjgdrowych. Stwierdzono, ze nastepuje w nich
uwiezienie takze podjednostek systemu proteasomalnego:
20S i 19S [19], oraz biatek szoku cieplnego [20] i biatka CBP
[21,22]. W swoich badaniach in vitro Scherzinger i wsp. [23]
wykazali, ze agregacja biatka powstajgcego w wyniku eks-
presji httex| jest zalezna od ilosSci powtdrzen reszt glutami-
nowych znajdujacych sie w czgsteczce. Do agregacji docho-
dzi, gdy liczba tych reszt przekracza 38, co jest zgodne z da-
nymi uzyskanymi w badaniach chorych na chorobe Hun-
tingtona. Dodatkowo stwierdzono, ze stopieh agregacji jest
zalezny réwniez od stezenia zmutowanej formy biatka oraz
od czasu [24], Powyzsze zalezno$ci sugerujg istnienie me-
chanizmu nukleacji, zjawiska polegajacego na formowaniu
zalgzka agregacji (jadra nukleacji), a nastepnie na szybkim
wigczaniu kolejnych sktadnikéw do jadra nukleacji. W pro-
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cesie tym niezbedne jest osiggniecie przez agregujgce biatko
okres$lonego stezenia progowego, po ktéorym nastepuje faza
zastoju, w trakcie ktérej dochodzi do formowania jgdra nu-
kleacji. Uwaza sie, ze na podobnej zasadzie powstajg amylo-
idy, agregaty zewnatrzkomaérkowe tworzace sie w chorobie
Alzheimera. Za istnieniem zjawiska nukleacji w chorobach
polyQ przemawia réwniez fakt, ze obserwowana faza za-
stoju moze zosta¢ znacznie skrécona czy nawet pominieta
poprzez wzrost liczby powtérzen reszt glutaminowych,
zwiekszenie stezenia zmutowanej formy biatka, jak réwniez
poprzez dodanie juz uformowanego agregatu, ktéry zaczy-
na petni¢ role jadra nukleacji [24], Przedstawiony proces
moze by¢ przyczyna p6éznego wystgpienia objawo6w choréb
polyQ ze wzgledu na konieczno$¢ powstania jadra nukle-
acji, co w komorkach moze trwac¢ dtuzej niz w warunkach
laboratoryjnych [25, 26].

Stosujac barwnik - czerwien Kongo, specyficznie wiazacy
sie do obszarow biatek wykazujgcych konformacje [3 Sche-
rzinger i wsp. [23, 24] zaobserwowali, ze uzyskane przez
nich wysokoczgsteczkowe agregaty posiadajg takg witasnie
strukture. Stanowi to potwierdzenie, zaproponowanego
w 1994 roku przez Perutz'a i wsp. [27], mechanizmu agrega-
cji czasteczek zawierajgcych wielokrotne powtdrzenia reszt
glutaminowych, zgodnie z ktorym sekwencje te dziatajg jak
swoiste ,,suwaki polarne"”, analogicznie do suwakéw leucy-
nowych. ,,Suwaki" takie miatyby tworzy¢ stabilne struktury
(B poprzez wytwarzanie wigzan wodorowych miedzy ami-
dami tahcucha gtéwnego i tancuchow bocznych. Nastepnie
zaproponowano [28], ze czgsteczki zawierajace ponad 41
powtdrzen reszt glutaminowych taczac sie ze soba moga
tworzy¢ stabilne struktury ze wzgledu na wzrost entropii
spowodowany uwalnianiem czasteczek wody w trakcie
agregacji takich czasteczek. Obecnie przyjmowany mecha-
nizm wytwarzania wiazan wodorowych zaktada istnienie
rownolegtych konformacji [3uktadajacych sie cylindrycznie
[29]. Dwadziescia reszt glutaminowych miatoby tworzy¢
jeden skret w obrebie czgsteczki biatkowej. Ze wzgledu na
niewielkg stabilno$¢ takiej struktury przypuszcza sie, ze
wiekszej trwatos¢ nabiera ona, gdy w czasteczce znajdzie
sie okoto 40 reszt glutaminowych, ktére tworzg dwa wza-
jemnie stabilizujgce sie skrety, do ktorych nastepnie moga
sie przytgczac takze inne peptydy.

Obecno$¢ konformacji P w obserwowanych agregatach
przypomina wiasciwosci amyloidow. Wydaje sie jednak,
ze w przypadku formowania tych ostatnich przewazajg od-
dziatywania hydrofobowe a nie wodorowe. Tanaka i wsp.
[30] wysuneli teorie, ktéra jeszcze bardziej zbliza proces
agregacji biatek polyQ do powstawania amyloidéw. Ba-
dacze ci wprowadzili do genu mioglobiny sekwencje ko-
dujacg 50 reszt glutaminowych, a nastepnie wykazali, ze
w poczatkowym etapie agregacji zmienionego biatka do-
chodzi do utworzenia pseudoagregatéw zbudowanych z 80
- 90 monomeroéw. Na tej podstawie doszli do wniosku, ze
wprowadzenie duzej ilosci powtarzajacych sie reszt gluta-
miny prowadzi do destabilizacji wtasciwej struktury biatka.
Miatoby to skutkowa¢ odstonieciem powierzchni hydrofo-
bowych, ktorych tgczenie sie prowadzitoby, podobnie jak
w przypadku amyloidéw, do powstawania agregatow bo-
gatych w struktury p. Poparciem dla tej teorii bedzie iden-
tyfikacja posrednikéw agregacji [26], ktorym przypisuje sie
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kluczowa role w patogenezie takze choréb amyloidowych.
Dotychczas zebrane dane zdajg sie jednak przeczy¢ istnie-
niu takich posrednikéw [25], Wskazujg one raczej na to, ze
w mechanizmie agregacji biatek z powtorzeniami polyQ ja-
drem nukleacji jest monomer biatka o nieprawidtowej kon-
formacji. Pojawity sie takze opinie sugerujgce udziat jeszcze
innych czynnikéw w agregacji biatek polyQ. Wedtug jedne;j
z propozycji, w komorce dochodzi do taczenia sie czaste-
czek dzieki reakcji katalizowanej przez transglutaminaze
[31, 32], enzym, ktérego aktywnos$¢ zalezy od Ca2+ Obser-
wacja, ze oligomery, a takze czesciowo polimery, utwo-
rzone przez biatka z powtdrzeniami polyQ, sg odporne na
dziatanie stezonego kwasu formylowego, doprowadzita
niektérych badaczy do wniosku, ze w tworzeniu oddzialy-
wan pomiedzy monomerami moga uczestniczy¢ wigzania
kowalencyjne. Reszty glutaminowe mialyby dziata¢ jako
zrodto glutaminy dla transglutaminazy, za$ reszty lizyno-
we jako zrédto aminy. Za takim przypuszczeniem miatby
przemawiac fakt, ze aktywnos¢ transglutaminazy znacznie
wzrasta wraz ze wzrostem liczby powtdrzen reszt gluta-
miny substratu. Stwierdzono takze zwiekszong aktywno$¢
enzymu w rejonach mézgu uszkodzonych przez chorobe
Huntingtona [33]. Wedtug najnowszych badan [34] trans-
glutaminaza, poprzez sieciowanie biatek z powtérzeniami
polyQ, powoduje powstawanie wysokoczasteczkowych
komplekséw, ktére, w przeciwienstwie do agregatéw ufor-
mowanych na skutek wytwarzania wigzan wodorowych, sg
rozpuszczalne. Stwierdzono, ze zahamowanie aktywnosci
transglutaminazy w obecnosci amin pierwszorzedowych
(na przyktad putrescyny), prowadzi do zablokowania po-
wstawania rozpuszczalnych komplekséw, nie wptywa na-
tomiast na tworzenie sie nierozpuszczalnych agregatéw.

Bardzo prawdopodobne, ze w komorce wystepuja jedno-
cze$nie oba konkurujace ze sobg mechanizmy: formowanie
nierozpuszczalnych agregatéw jako wynik oddziatywan
wodorowych, w ktorych uczestniczg sekwencje wielokrot-
nie powtarzajacych sie reszt glutaminowych oraz tworzenie
rozpuszczalnych komplekséw, ktérych powstawanie jest
katalizowane przez transglutaminaze w sposéb zalezny od
jonébw wapnia. Mechanizmy te nie wykluczajg sie, a moz-
liwe, ze poczatkowe wytwarzanie wigzan wodorowych
umozliwia zblizenie monomeréw biatek polyQ na odlegtos¢
odpowiednig dla dziatania transglutaminazy [34],

PRZYCZYNY DEGENERACJI KOMOREK
W CHOROBACH POLYQ

Powszechnie uznaje sig, ze czasteczki, w ktérych docho-
dzi do zwiekszenia liczby powtérzen reszt glutaminowych,
nabywajg nowych cech, ktére okazujg sie by¢ toksyczne dla
komérek i prowadzg do ich $mierci. Mechanizm tej toksycz-
nosci nie jest jednak w petni poznany, a opinie badaczy sg
czesto sprzeczne.

ROZREGULOWANIE TRANSKRYPCII

Perutz i wsp. [27] wysuwajac hipoteze, ze agregaty biatek
polyQ powstajg na skutek wytwarzania wigzah wodoro-
wych pomiedzy tymi biatkami uznali, ze powtdrzenia reszt
glutaminowych odgrywaja réwniez role w oddziatywa-
niach pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi i dziatajg jak
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swoiste suwaki polarne, przez analogie do roli odgrywanej
przez suwaki leucynowe. Wspomniani badacze zauwazyli,
ze w wielu sposréd znanych czynnikéw transkrypcyjnych,
na przyktad w sekwencji czynnika transkrypcyjnego czto-
wieka TFIID, wystepuja zachowane w ewolucji sekwencje
zawierajgce wielokrotne powtdrzenia polyQ [35]. Na tej po-
stawie zaproponowali, ze w wyniku zwiekszenia liczby po-
wtérzen glutaminowych w biatkach powigzanych z choro-
bami polyQ, biatka te uzyskujg zdolnos$¢ do oddziatywania
zZ TFIID iz innymi czynnikami transkrypcyjnymi, i poprzez
wbudowanie tych czynnikéw do agregatéw, powodujg
dysregulacje transkrypcji, co prowadzi do $mierci komo-
rek. Dalsze badania potwierdzity obecnos$¢ czynnika trans-
krypcyjnego TBP (ang. TATA-binding protein) w agregatach
utworzonych przez biatka polyQ [36, 37], Stwierdzono tak-
ze, ze do agregatow tych biatek wigczane sg rowniez inne
wazne biatka zaangazowane w proces transkrypcji, takie
jak p53 [21] i CBP [21, 22, 37], Udowodniono réwniez [37],
ze wigczanie czynnikow transkrypcyjnych do agregatow
biatek polyQ jest zalezne od obecnos$ci powtorzen gluta-
minowych w czynnikach transkrypcyjnych. Przyktadowo,
biatko TBP z delecjg odcinka, w ktérym zlokalizowane sg
powtoOrzenia reszt glutaminowych, nie agreguje z produk-
tem zmutowanego eksonu 1 genu IT15. Ponadto wykazano,
ze czynniki transkrypcyjne, posiadajgce powtdrzenia reszt
glutaminowych, sa witaczane do agregatéw biatek polyQ
tylko wtedy, gdy nastepuje jednoczesna ekspresja tych bia-
tek i czynnikdéw transkrypcyjnych. Fakt, ze te ostatnie nie
sg wigczane do juz uformowanych agregatow S$wiadczy
o tym, ze oddziatywanie miedzy czynnikami transkryp-
cyjnymi a zmienionymi biatkami polyQ musi zachodzié¢ na
wczesnych etapach agregacji, w obecnosci monomerow lub
niewielkich oligomeréw biatek polyQ. Oddziatywanie to
jest skutkiem zmiany konformacyjnej zmutowanego biatka
polyQ oraz prowadzi do zmniejszonej stabilnosci czynni-
koéw transkrypcyjnych, przez co moze powodowac¢ miedzy
innymi ich tatwiejsza degradacje przez proteazy.

Dowiedziono takze, ze zaburzenia w transkrypcji za-
chodzg jeszcze przed pojawieniem sie jakichkolwiek zmian
fenotypowych oraz, ze skutki ekspresji w drozdzach biatek
z powtdrzeniami polyQ, posiadajgcymi sygnat Kierujacy je
do jadra (NLS), sa bardzo podobne do defektéw obserwowa-
nych w szczepach drozdzy majacych mutacje w kompleksie
acetylotransferazy histonéw [38], U chorych na chorobe
Huntingtona stwierdzono zmniejszong liczbe receptoréw
neuroprzekaznikéw, szczego6lnie dla dopaminy i kwasu
glutaminowego [39], Badania na transgenicznych myszach
wykazaty zmniejszong zawarto§¢ mRNA tych receptoréw,
€O oznacza, ze ekspresja biatek z powtdrzeniami polyQ za-
burza produkcje niektorych, ale nie wszystkich, receptorow
neuroprzekaznikéw na poziomie transkrypcji [39].

Pojawity sie takze opinie [40], ze do procesu rozregulo-
wania transkrypcji moze dochodzi¢ na poziomie RNA a nie
biatka. Wyniki badan Napieraty i Krzyzosiaka [41] dowo-
dzg, ze RNA posiadajgce wielokrotnie powtarzajgce sie
sekwencje tripletu CUG moga tworzy¢ stabilne struktury
»Spinki do wiosoéw", przy czym forma taka jest tym trwalsza
im wieksza jest liczba powtarzajgcych sie jednostek tripletu.
Jeéli tak samo bytoby w przypadku mRNA powstajagcego
w wyniku transkrypcji gendéw ze zlokalizowanymi w ekso-
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nach powtérzeniami CAG, to tworzgace sie struktury ,,spin-
ki do wtosow" mogtyby zaburzac transkrypcje ze wzgledu
na swoje duze powinowactwo do biatek uczestniczacych
w tym procesie.

Potwierdzeniem stusznos$ci teorii o dysregulacji na po-
ziomie transkrypcji jako gtdwnej przyczyny rozwoju choréb
polyQ sg doniesienia o znaczeniu w tym procesie lokaliza-
cji biatek polyQ w jadrze komérkowym. Saudou i wsp. [42]
udowodnili, ze zablokowanie lokalizacji wewnatrzjgdrowej
zmutowanych form biatka Htt zapobiega powstawaniu Nil
oraz eliminuje toksyczne efekty zwigzane z ekspresjg genu
ze zwigkszong iloscia powtérzern CAG. Moze to wynikaé
z uniemozliwienia oddziatywan pomiedzy zmutowang
forma biatka a czynnikami transkrypcyjnymi w jadrze. Za-
skakujgco, wspomniani autorzy zaobserwowali, ze zablo-
kowanie powstawania agregatéw nie tylko nie zmniejsza
toksycznosci produktow gendéw z powtdrzeniami CAG, ale
wrecz odwrotnie, wzmagato jg, prawdopodobnie na skutek
wzrostu liczby monomerdw biatek polyQ. Mogtoby to prze-
jawiaé sie we wzros$cie oddziatywan tych biatek z czynnika-
mi transkrypcyjnymi. Czy zatem powstawanie agregatéw
biatek polyQ moze by¢ korzystne dla komorki i by¢ prze-
jawem swoistej reakcji obronnej? Odpowiedz na to pytanie
jest nadal niejednoznaczna [43-45].

ROLA KASPAZ | INDUKCIJA APOPTOZY

W komérkach, w ktérych ekspresji ulegaty geny zawiera-
jace zwiekszong iloscig tripletu CAG wykryto liczne zmia-
ny apoptotyczne [42,46], takie jak kondensacja chromatyny,
fragmentacja DNA i uwalnianie cytochromu ¢ z mitochon-
driow. Moze to wskazywaé na powigzanie toksycznosci bia-
tek polyQ z indukcjg apoptozy i neurodegeneracjg. Wydaje
sie, ze kluczowa role moga tu odgrywac kaspazy. Do takie-
go wniosku prowadza wyniki badan wskazujace, ze zasto-
sowanie inhibitorow kaspaz wptywa korzystnie na prze-
zywalnos¢ komoérek, w ktérych zachodzi ekspresja genow
z wydtuzonymi sekwencjami CAG [47, 48]. Dodatkowym
potwierdzeniem tej tezy jest wykazanie, ze produkty genéw
zmutowanych w chorobach polyQ moga by¢ substratami
kaspaz. Swiadczy o tym zaréwno analiza sekwencji biatek
polyQ, ktéra doprowadzita do identyfikacji potencjalnych
miejsc ciecia przez kaspazy i ich zwigzku z patogenezg ta-
kich choréb jak DRPLA, SBMA, choroba Huntingtona czy
SCA3 [49], jak rowniez obserwacja, ze biatka polyQ ulega-
ja degradacji w obecnosci ekstraktu komérek apoptotycz-
nych oraz oczyszczonych kaspaz [48, 49], Obserwacja ta ma
szczegoblne znaczenie, gdyz mozliwe jest, ze to wiasnie wy-
twarzanie toksycznych, N-koncowych fragmentéw biatek
takich jak Htt, moze by¢ kluczowym etapem w przemiesz-
czaniu sie powstajgcych peptydéw do jadra komérkowego
i w ich agregacji [17, 42], Co wiecej, wykazano, ze ekspresja
biatek zawierajgcych wydtuzone powtérzenia reszt gluta-
minowych prowadzi do zwiekszenia aktywnos$ci niektd-
rych rodzin kaspaz [46, 47], Préby okreS$lenia, ktora doktad-
nie rodzina kaspaz jest odpowiedzialna za obserwowane
zmiany nie daty jednoznacznych rezultatéw. Rozwaza sie
dwéch kandydatow.

Pierwszy z nich to kaspaza-3 odgrywajgca kluczowg role
w indukcji apoptozy. Zaobserwowano, ze biatka polyQ
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moga by¢ degradowane wiasnie przez kaspaze-3 [48, 49],
Ekspresja genu IT15 ze zwiekszong liczbg powtdrzen CAG
oraz zmienionymi miejscami ciecia rozpoznawanymi przez
kaspaze-3 i kaspaze-6 prowadzi do zmniejszenia indukcji
kaspaz i spadku stopnia agregacji biatek polyQ. W procesie
tym moze réwniez uczestniczy¢ kaspaza-1 [46]. Li i wsp. za-
proponowali, ze dostajgce sie do jadra N-koncowe fragmen-
ty biatka Htt najpierw indukujg kaspaze-1, ktéra nastepnie
aktywuje kaspaze-3, co bezposrednio prowadzi do apopto-
zy.

Drugim kandydatem odgrywajagcym role w rozwoju
choréb polyQ jest kaspaza-8 [47]. Wykazano na przyktad,
ze fibroblasty myszy w hodowli, pozbawione genu kodu-
jacego kaspaze-8, stajg sie niewrazliwe na ekspresje genu
zawierajgcego sekwencje kodujgcg 79 reszt glutaminowych.
Wykazano takze, ze kaspaza-8 jest wigczana do agregatéw
polyQ, co moze powodowac jej oligomeryzacje, ktéra jest
wystarczajgca do aktywacji tego enzymu.

PROTEASOM

Agregaty obserwowane w chorobach poliglutamino-
wych bardzo czesto ulegajg ubikwitylacji [15, 18]. Ubikwi-
tyna jest niewielkim biatkiem przytaczanym do reszt lizy-
ny, ktorej zasadniczg funkcjg jest ,,znakowanie" tancuchow
polipeptydowych przeznaczonych do degradacji w pro-
teasomie. Obecno$¢ tego biatka w agregatach polyQ przy-
puszczalnie wskazuje na proby degradacji nieprawidtowo
sfatldowanych biatek zawierajgcych powtdrzenia reszt glu-
taminowych. Zaproponowano jednak takze innag funkcje
ubikwityny w formowaniu agregatow. Donaldson i wsp.
[50] wskazali na fakt, ze wiele z biatek ulegajgcych agrega-
cji z biatkami polyQ posiada domeny wigzgce ubikwityne.
Przyktadem moze by¢ ataksyna-3, ktérej mutacje prowadza
do choroby SCA3, ale ktorej forma niezmutowana wyste-
puje takze w agregatach powstajgcych w takich chorobach
jak SCA1, SCA2 i DRPLA. Niekowalencyjne oddziatywa-
nia pomiedzy domenami wigzgcymi ubikwityne obecnymi
w réznych biatkach a samg ubikwityng miatyby prowadzic¢
do wiaczania kluczowych biatek komérkowych do agrega-
tow polyQ i w ten spos6b przyczynia¢ sie do patogenezy
(Rys. 1). Przypuszczenie to potwierdzajg badania Doi i wsp.
[51], ktérzy wykryli w agregatach N-koricowej czesci biatka
Htt ze zwiekszong liczbg powtdrzen reszt glutaminowych,
trzy inne biatka posiadajgce domeny oddziatujgce z ubikwi-
tyna: ubikwiling 1, ubikwiling 2 i tolipine. Wigczanie tych
biatek do agregatéow polyQ powoduje zaburzenie ich funk-
cji, co z kolei moze powodowa¢ zmiang funkcjonowania
systemu proteasomalnego (regulowanego przez ubikwili-
ny) oraz prowadzi¢ do zaburzen przytgczania poliubikwi-
tylowanych czasteczek do klatryny (za co odpowiedzialna
jest tolipina), a w konsekwencji hamowac transport takich
czasteczek.

Na duza role systemu proteasomalnego w chorobach
polyQ moga wskazywac¢ badania na drozdzach [52], ktore
pokazuja, ze do waznych regulatoréw agregacji biatka htt
nalezg geny zwiazane z katabolizmem biatek zaleznym od
ubikwityny. O tym, ze proteasomy dziataja hamujaco na
formowanie agregatéw moze Swiadczy¢ takze fakt, ze za-
hamowanie tego systemu prowadzi do znaczgcego wzrostu
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Rysunek. 1. Mozliwe mechanizmy prowadzace do powstawania agregatéw bia-
tek polyQ. U zdrowych osobnikéw, w wyniku ekspresji odpowiedniego genu,
powstaje funkcjonalne biatko (1). Na skutek mutacji (2), prowadzacej do zwiek-
szenia ilosci powtérzen CAG w czesci kodujacej genu, wytwarzane jest biatko
(3) zawierajace zwielokrotniong liczbe reszt glutaminowych. Biatko takie moze
tworzy¢ nierozpuszczalne agregaty (4) na skutek wystapienia oddziatywan wo-
dorowych miedzy amidami taricuchéw gtéwnych i tancuchéw bocznych lub
poprzez taczenie sig powierzchni hydrofobowych odstonietych w wyniku zabu-
rzenia struktury biatka. Jako alternatywe do opisanego modelu proponuje sieg,
ze niewtasciwie sfatdowane biatka moga stanowi¢ substrat dla transglutamina-
zy, enzymu zaleznego od Ca2; co prowadzi do wytwarzania rozpuszczalnych
komplekséw (5). W wyniku ubikwitylacji, do agregatéw biatek polyQ moga by¢
takze dotaczane biatka posiadajace domeny wigzace ubikwityne (6), co powoduje
dalszy wzrost wielkos$ci agregatéw.

agregacji [19, 53]. Wedtug Waelter i wsp. [53], patogenicz-
nos$¢ biatek polyQ moze wynikaé z ich zdolnosci do agre-
gacji i odpornosci na dziatanie systemu proteasomalnego.
Wigczanie do powstajgcych agregatow skiadnikow tego
uktadu (takich jak 20S, 19S czy 11S) prowadzi do uposledze-
nia funkcji proteasomow i akumulacji r6znych nieprawidto-
wo sfatdowanych biatek, co zostato czeSciowo potwierdzone
przez Venkatraman i wsp. [54], ktérzy to badacze wykazali,
ze biatka polyQ sg istotnie odporne na dziatanie systemu
proteasomalnego. Wedtug wspomnianych badaczy prote-
asomy uwalniajg fragmenty czgsteczek biatkowych z se-
kwencjami polyQ, ktére z kolei majg stanowic¢ substrat dla
innych, dotychczas niezidentyfikowanych, proteaz. Zabu-
rzenia w uwalnianiu powstajacych peptydéw prowadzg do
upos$ledzenia dziatania proteasomoéw. Wczesniejszy rozwoj
choroby ttumacza zwiekszonym prawdopodobieristwem
wystapienia takich zaburzeh w miare wzrostu dtugosci po-
wtdrzen polyQ.

UTRATA FUNKCIJI PRZEZ BIALKA WSKUTEK
EKSPRESJI POWTORZEN CAG

Chociaz powszechnie przyjmuje sie, ze neurodegeneracja
towarzyszgca rozwojowi choréb polyQ zachodzi na skutek
nabywania przez biatka polyQ nowych, toksycznych wtasci-
wosci, ostatnio pojawity sie doniesienia o roli jaka w patoge-
nezie moze odgrywac utrata funkcji przez te biatka. Zuccato
i wsp. [55] donoszg, ze niezmutowane biatko Htt zwieksza
produkcje wytwarzanego w neuronach korowych czynnika
neurotroficznego BDNF (ang. brain-derived neurotrophic fac-
tor), ktéry jest odpowiedzialny za utrzymywanie przy zyciu
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neurondw ciata prazkowanego. Ekspresja zmutowanej for-
my biatka Htt powoduje natomiast zmniejszenie tej syntezy.
W takiej sytuacji jedng z przyczyn neurodegeneracji w cho-
robie Huntingtona, w ktérej dochodzi do uposledzenia m.
in. komoérek nerwowych prazkowia, moze by¢ zmniejsze-
nie ilosSci BDNF dostarczanego do tego regionu mozgu. Ze
wzgledu na fakt, ze niezmutowane biatko Htt jest wilaczana
do agregatow utworzonych przez forme zmutowang, moze
nastepowac dalsza utrata tego waznego czynnika neurotro-
ficznego takze u osobnikéw heterozygotycznych i degene-
racja kolejnych neuronéw [56], Najnowsze badania [57] do-
wodzg, ze utrata funkcji przez biatko wskutek zwiekszenia
ilosci powtdrzen reszt glutaminowych jest przyczyng atak-
sji mézgowo-rdzeniowej typu 6. W schorzeniu tym, mutacja
pojawia sie w genie kodujagcym podjednostke 0,2.1 kanatu
wapniowego Caw.1 cztowieka. Lokalizacja sekwencji po-
lyQ w C-koricowym rejonie biatka prowadzi do zaburzenia
jego struktury i do upos$ledzenia funkcji kanatu wapniowe-
go. Skutkuje to zmniejszeniem naptywu jonéw wapnia do
komérek nerwowych, a takze ogranicza zbawienng role ka-
natu wapniowego w zapobieganiu apoptozie. Przekazywa-
nie choroby w spos6b autosomalny dominujagcy moze by¢
wyjasnione niezwykta wrazliwosciag komérek Purkinjego
na wahania liczby funkcjonalnych kanatéw wapniowych
(nawet jej niewielkie zmniejszenie moze prowadzi¢ do wy-
stgpienia choroby). Taki mechanizm patogenezy zdajg sie
potwierdza¢ badania innych jednostek chorobowych wyni-
kajgce z mutacji w genach kodujgcych podjednostki kanatu
wapniowego Cay2.1, ktére takze dziedziczone sg autoso-
malnie dominujgco. Jednak fakt, ze w oméwionym schorze-
niu liczba reszt glutaminowych niezbednych do wywotania
choroby jest mniejsza niz w pozostatych chorobach polyQ
moze $Swiadczyé o tym, ze mamy tu do czynienia z innym
mechanizmem patogenicznosci niz w przypadku pozosta-
tych schorzehn z omawianej grupy.

SPECYFICZNOSC DEGENERACII
W CHOROBACH POLIGLUTAMINOWYCH

Mimo, ze w chorobach polyQ wystepuje ta sama mutacja,
polegajgca na zwiekszeniu liczby powtérzen CAG w od-
powiednich genach, obserwowane symptomy chorobowe
réznig sie znacznie miedzy sobg. Ekspresja zmutowanych
genéw prowadzi do degeneracji tylko okreslonych grup
neurondw, innych w kazdej z badanych pod tym wzgledem
choréb. Dlaczego umierajg tylko niektére typy neuronéw,
mimo ze zmutowane geny ulegajg ekspresji w catym ukta-
dzie nerwowym? OdpowiedZ na to pytanie nie jest tatwa.
By¢ moze odpowiada za to specyfika degradacji zmutowa-
nych form biatek, co prowadzi do powstania N-kohcowych
fragmentdéw, ktére moga by¢ transportowane do jgdra ko-
morkowego i tam ulegajg agregacji [17]. Mogtoby to wyni-
ka¢ z obecnosci specyficznych proteaz w okres$lonych gru-
pach neurondéw lub zmian w procesie transportu biatek do
jadra zaleznych od typu komorki [23]. Rozwazany jest tak-
ze mechanizm, w ktérym przyczyng omawianej swoistosci
bytoby wybidércze wigzanie sie biatek polyQ z czynnikami
transkrypcyjnymi [22], Stwierdzono ponadto, ze znaczenie
w degeneracji moze mie¢ struktura biatka w bezposrednim
sgsiedztwie wydtuzonych powtdrzen reszt glutaminowych
[58], Sasiedztwo to moze by¢ wazne ze wzgledu na poten-
cjalny wpltyw na stabilizacje biatka zawierajgcego powté-
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rzenia reszt glutaminowych [37], Dzieje sie tak np. w przy-
padku biatek fuzyjnych polyQ z transferazg glutationowsg.
Biatka te nie osiggaja konformacji potrzebnej do oddziaty-
wania z czynnikami transkrypcyjnymi. Warto zaznaczy¢, ze
z wiekiem zwieksza sie prawdopodobienstwo osiggniecia
nieprawidtowej struktury, przy czym jest ono tym wieksze
im dtuzsze sg powtdrzenia polyQ. Ponadto, odcigcie rejonu
biatka z powtérzeniami polyQ przez proteazy, stymuluje
przyjmowanie przez polipeptyd zmienionej konformacji.

ROLA BIALEK OPIEKUNCZYCH W REGULACII
TOKSYCZNOSCI BIALEK POLYQ

Biatka opiekuncze stanowia kolejng grupe czasteczek
wigczanych do agregatéw utworzonych z biatek polyQ
[20]. Biatka opiekuncze uczestnicza w uzyskiwaniu przez
inne biatka wilasciwej konformacji, zapobiegajg agregacji
nieprawidtowo sfatldowanych biatek oraz biorg udziat w ich
degradacji (funkcje ré6znych grup biatek opiekunczych zo-
staly oméwione w artykule przegladowym [59]). W agrega-
tach ztozonych z biatek polyQ zidentyfikowano cztonkéw
dwoch rodzin biatek opiekuriczych Hsp70 i Hsp40 [20].
Biatka te w komodrce wspédipracujg ze sobg. Hsp40 wigze
substrat, a nastepnie przekazuje go Hsp70, jak réwniez sty-
muluje aktywno$¢ ATPazowa drugiego skitadnika, co pro-
wadzi do zwigzania nieprawidtowo sfatdowanego peptydu
przez biatko Hsp70 [60], O roli biatek opiekuriczych moze
Swiadczy¢ takze fakt, ze ulegajg one indukcji w trakcie eks-
presji gendéw kodujacych biatka z powtdrzeniami polyQ [20,
38]. Stwierdzono, ze nadekspresja homologéw Hsp70 oraz
Hsp40 prowadzi do znacznego zmniejszenia agregacji biatek
polyQ [20, 61] oraz okre$lono, ze hamuje ona toksyczno$¢
indukowang przez te biatka [20, 62]. Interesujgcym jest fakt,
ze w niektérych doswiadczeniach nie wykazano zaleznosci
miedzy ttumieniem agregacji a nadekspresjg omowionych
grup biatek opiekunczych [62, 63]. Wyjasnieniem moga by¢
wyniki badah Muchowskiego i wsp. [63], ktérzy udowodni-
li, ze Hsp70 i Hsp40 nie tyle zapobiegajg powstawaniu agre-
gatow, ile raczej zmieniajg ich strukture z nierozpuszczalnej
w detergentach na rozpuszczalng, co wigze sie ze spadkiem
ich toksycznosci. Wyjasnienie tego stanu rzeczy przedsta-
wili Sakahira i wsp. [64], ktdrzy uwazaja, ze dziatanie biatek
opiekuriczych polega na zaburzaniu powstawania uporzad-
kowanych wigzan wodorowych, w miejsce ktdrych wytwa-
rzane sa wigzania nieregularne. Biatka te nie sg jednak w sta-
nie catkowicie zapobiec agregacji, gdyz rozpoznajg gtownie
odstoniete powierzchnie hydrofobowe, za$ diugie powto-
rzenia reszt glutaminowych, jako polarne, nie sg dla nich
wiasciwym substratem. Zahamowanie tworzenia uporzad-
kowanych struktur blokuje oligomeryzacje, ktora jak wy-
kazano [65] moze odgrywac kluczowga role w patogenezie.
Sakahira i wsp. [64] proponujg takze, ze w komodrce biatka
opiekuncze sa zdolne do tlumienia toksycznego dziatania
biatek polyQ. Z wiekiem jednak dochodzi do zmniejszenia
liczby funkcjonalnych biatek opiekuniczych, co ostatecznie
prowadzi do wystgpienia objawéw chorobowych. Dtuz-
sze powtorzenia polyQ miatyby wymagaé¢ wiekszej liczby
biatek opiekuhczych. Przy zmniejszajacej sie z wiekiem do-
stepnosci tych biatek mogtoby to powodowaé wczesniejszy
rozwéj choroby. Najnowsze badania [37] dowodzg takze, ze
system Hsp70/Hsp40 odgrywa wazng role w blokowaniu
przyjmowania przez biatka polyQ konformacji umozliwia-
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jacych ich oddziatywanie z czynnikami transkrypcyjnymi.
Mozliwe takze, ze ta grupa biatek opiekunczych chroni
same czynniki transkrypcyjne, zapobiegajgc zmianie ich
struktury w wyniku bezposredniego kontaktu ze zmutowa-
nymi biatkami powodujgcymi schorzenia poliglutaminowe.
Czesciowe zahamowanie powstawania agregatéw zaobser-
wowano u nicienia Caenorhabditis elegans [66], gdy jedno-
czesnej ekspresji ulegajg jeden z dwoch homologéw biatka
p97 (cztonka rodziny AAA+ ATPaz) oraz biatko zawiera-
jace zwiekszong (powyzej 40) liczbe reszt glutaminowych.
Swiadczy to o uniwersalnej roli, jaka odgrywaja biatka opie-
kuncze w zapobieganiu powstawania agregatéow biatek po-
lyQ bez wzgledu na badany organizm. Stwierdzono takze,
ze inne biatko opiekuncze, mianowicie biatko Hspl04, zi-
dentyfikowane w drozdzach i nalezgce do rodziny HsplOO,
wptywa na stopien agregacji biatek polyQ [61]. Nalezy ono
do rodziny biatek AAA+ [67, 68] i, we wspOtpracy z Hsp70
i Hsp40, posiada zdolnos$¢ cofania juz zaistniatej agregacji.
Wykazano, ze nadekspresja genu HSP104 zmniejsza agre-
gacje biatek z powtérzeniami reszt glutaminy [61]. Co za-
skakujgce, delecja genu kodujgcego Hspl04 przejawia sig
brakiem zauwazalnych agregatéw. Uzyskane wyniki suge-
rujg, ze w agregacji biatek polyQ Hspl04 moze petnié funk-
cje analogiczng jak w przypadku przenoszenia prionu droz-
dzy, [PSI+] [69, 70], W warunkach fizjologicznych Hspl04
jest niezbedne do przekazywania prionu [PSI+] do komérek
potomnych. Nadekspresja genu HSP104 skutkuje zwiekszo-
ng dysocjacja agregatow, jego delecja natomiast powoduje
powstawanie struktur o wielkosci uniemozliwiajacej prze-
noszenie. Podobna sytuacja moze mie¢ miejsce w przypad-
ku drozdzowego modelu choréb polyQ, gdzie delecja genu
HSP104 prawdopodobnie zaburza przekazywanie jadra nu-
kleacji do komoérek potomnych. Rola biatek opiekunczych
w chorobach polyQ i innych schorzeniach neurodegenera-
cyjnych, w tym mechanizmy wspétdziatania biatek z rodzin
Hspl04, Hsp70 i Hsp40, zostaty szczeg6towo omoéwione
w opublikowanych juz pracach [71-75],

ZAKONCZENIE

Wprawdzie ostatnie lata przyniosty znaczne poszerzenie
naszej wiedzy na temat molekularnych podstaw rozwoju
chorob polyQ, nadat wiele pytan pozostaje bez odpowie-
dzi. Wciaz nie wiemy, jakie mechanizmy rzadza agrega-
cja i toksycznoscig zagregowanych biatek wystepujacych
w réznych zespotach chorobowych. Nalezy réwnoczesnie
zauwazy¢, ze prawdopodobnie odpowiada za to szereg nie
wykluczajgcych sie wzajemnie i dziatajgcych réwnolegle
mechanizméw. Doktadne poznanie przyczyn neurodegene-
racji na poziomie komorki jest niezwykle wazne, bo od na-
szej znajomosci tych przyczyn uzaleznione jest ewentualne
leczenie tych chordéb.
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Department of Molecular and Cellular Biology, Intercollegiate Faculty of Biotechnology, University of Gdansk, 24 Ktadki St., 80-822 Gdansk, Poland
e-mail: pleznicki@wp.pl
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ABSTRACT

Expansion of CAG triplet repeats is a cause of at least nine late-onset neurodegenerative disorders. The mutation manifests itself as a long
stretch of glutamine repeats. The number of ~ 38 repeats is usually a threshold at which the disease develops and the longer the polyglutamine
tract, the earlier the onset of disease. A common feature of these disorders is the presence of protein aggregates which are believed to be formed
either by the formation of hydrogen bonds between amide residues or through the action of the enzyme transglutaminase. Mutated proteins may
cause neurodegeneration by sequestering vital cellular proteins, inhibiting proteasomal system or by inducing apoptosis. It has been proved that
molecular chaperones may block the negative effects of expression of mutated genes and for this reason they are a promising object for various
therapeutic research.
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WYDARZENIA / OPINIE /| KOMENTARZE

SPRAWOZDANIE Z PIATEJ KONFERENCJI PARNASOWSKIEJ

Kijow 26 - 29 kwietnia 2005

Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
Prof, dr hab. Jolanta Barariska

Pigta Konferencja im. Jakuba Karola
Parnasa, zatytutowana ,,Molecular Me-
chanisms of Cellular Signaling", odbyta
sie w Kijowie w dniach 26-29 kwietnia
2005 r (Fot. 1). Konferencje Parnasow-
skie odbywajg sie co dwa lata, naprze-

Fot. 1. Centrum Kijowa-Plac Niepodlegtosci

miennie, w Polsce i na Ukrainie, organi-
zowane wspoOlnie przez Polskie i Ukra-
inskie Towarzystwa Biochemiczne.
Pierwsza odbyta sie we Lwowie w ro-
ku 1996, druga w Gdansku w 1998 r,
trzecia znowu we Lwowie w 2000 r,
a czwarta we Wroctawiu w roku 2002.
Termin pigtej Konferencji przesunieto
na rok 2005, poniewaz w 2004 r. odbyt
sie w Warszawie Kongres FEBS.

W skitad Komitetu Organizacyjnego
piatej Konferencji Parnasowskiej we-
szli: Sergiy Komisarenko (wspoéiprze-
wodniczacy, Ukraina), Jolanta Barariska
(wspotprzewodniczgca, Polska), (Fot.

Fot 2. Rozpoczecie konferencji. Przemawiajg prof. Jo-
lanta Baranska i prof. Sergiy Komisarenko
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2) Stefan Angielski, Vasil Chekhun, Ly-
udmila Drobot, Anna Dygas, Andrzej
Dzugaj, Anna El'skaya, Liliana Konar-
ska, Platon Kostyuk, Mukola Kucharen-
ko, Olga Matyshewska, Dmytro Mel-
nychuk, Barbara Parnasowa (cztonek
honorowy), Vitaly Pokhodenko, Andriy
Sybirny, Switlana Sidorenko, Rostyslav
Stoika, Adam Szewczyk, Witodzimierz
Zagorski-Ostoja i Zofia Zielinska (czto-
nek honorowy).

Fot. 3. W czasie obrad. Pytanie zadaje prof. Piotr La-
ider

W konferencji uczestniczyto 264
0sOy, nie liczac studentow Uniwersy-
tetu Kijowskiego, ktérzy w liczbie 50-
-100 os6b mieli wolny wstep na obra-
dy. Wséréd uczestnikéw byli koledzy
z Polski (124) i Ukrainy (117), oraz Ros;ji
(5), Biatorusi (4), Francji (2), Szwecji (2),
USA (2), Witoch (2), Wielkiej Brytanii (2),
Iranu (1), Kazahstanu (1) i Niemiec (1).
Potowe uczestnikéw stanowili miodzi
pracownicy nauki (126 os6b, w tym 68
0s6b z Ukrainy i 46 z Polski).

Wyktady plenarne (5) wygtosili: Jo-
lanta Baranska i Piotr Laidler (Polska),

Fot. 4. W czasie obrad: prof. J. Vandenheede i prof.
Andrzej Dzugaj

Sergiy Komisarenko i Oleg Kryshtal
(Ukraina) oraz Ernesto Carafoli (Wio-
chy). Wyktady sympozjalne (33) wygto-
szono na trzech Sesjach: ,,Membranes,
receptors and intracellular signaling”,
"Enzymes in signaling. Apoptosis" oraz
»Regulation of protein expression and
modification. Regulation of transcrip-
tion" (Fot. 3-4). Wykitady te wygtosito 14

1

Fot. 5. Sesja plakatowa. Po lewej prof. Jerzy Duszyn-
ski

0s6b z Ukrainy, 13 z Polski, 2 z Wielkiej
Brytanii, 2z USA, 1 z Wioch i 1 osoba ze
Szwecji. Wyktady inauguracyjne prof.
Baranskiej i prof. Komisarenki, koncert
Zespotu Ludowego oraz ,,Get-together
party" odbyty sie w dniu 26.04.2005 r.
w ,,Domu Ukrainskim", a wszystkie
pozostate wyktady, sesje plakatowe,
oraz zakonczenie Konferencji w ,,Domu
Nauczyciela". Poziom wykladéw byt
o0go6lnie oceniany jako wysoki.

Do sesji plakatowej zgtoszono 208
plakatéw, a zaprezentowano 150 (Fot.
5). Zgodnie z ocena wielu mtodych lu-
dzi, sesja plakatowa byta jedna z najlep-
szych wsrdd wielu zagranicznych Kon-
ferencji, w ktorych uczestniczyli. Komi-
sja konkursowa, na ktorej czele stat prof.
Jerzy Duszyhski, a ponadto ze strony
polskiej wchodzili: prof., prof. Czestaw
Cierniewski, Jan Barciszewski i Barba-
ra Zabtocka wybrata pie¢ najlepszych
spoéréd 49 zgtoszonych do konkursu
plakatéw. Pierwsze miejsce (wraz z na-
groda pieniezna) uzyskat Serhiy Havry-
lov z Ukrainy, reprezentujacy jako dok-
torant Instytut Biologii Doswiadczalnej
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im. M. Nenckiego PAN, Warszawa.
Drugie miejsce uzyskata Ganna Pana-
syuk z Kijowa (nagroda pienezna), a 3
nastepne: Yevhen Filyak i Rostislav Bi-
lyy ze Lwowa oraz Monika Pietrowska
z Gliwic. Trzy ostatnie nagrodzone 0so-
by uzyskaty stypendium umozliwiajgce
udziat w Zjezdzie Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego w Lublinie, we
wrzesniu 2005 r. Stypendia, obejmujace
wpisowe, pobyt oraz podréz, ufundo-
wali nagrodzonym Dyrektorzy trzech
Instytutow Naukowych w Warszawie:
prof.prof. Jerzy Duszynski (Instytut

« . \%
85! ST
Fot. 6. Przyjecie towarzyskie w Instytucie Palladina.
Stojg od lewej: prof. Wiodzimierz Zagoérski-Ostoja,
prof. Jolanta Baranska i prof. Rostislav Stoika.

Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego PAN), Wtodzimierz Zagorski-
-Ostoja (Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN) iJacek Kuznicki (Migedzynarodo-
wy Instytut Biologii Molekularnej i Ko-
mérkowej UNESCO/PAN).

Konferencja odbywata sie w niezwy-
kle mitej i serdecznej atmosferze (Fot.
6). Organizatorzy Ukrainscy zaprosili
wyktadowcdéw na przedstawienie ba-
letowe do Opery kijowskiej oraz zorga-
nizowali dla uczestnikbw Konferencji

Fot. 7. Oczekiwanie na wycieczke. Stojg od lewej:
prof. Jerzy Duszynski, prof. Jolanta Bararnska i prof.
Adam Szewczyk.

wycieczke autokarowg, aby moéc zwie-
dzi¢ Kijow (Fot. 7).

Na zakonczenie Konferencji, prof.
Stefan Angielski omoéwit sylwetke
prof. Parnasa. W tych wspomnieniach
uczestniczyt takze prof. Wactaw Szy-
balski (Madison, USA), ktéry, bedac
we Lwowie kolegg gimnazjalnym syna
prof. Parnasa, bywat w domu panstwa
Parnaséw w okresie miedzywojennym
i poznat profesora osobiscie. Ponad-
to, w czasie uroczystosci zakonczenia
Konferencji ogtoszono werdykt Komisji
konkursowej na najlepszy plakat oraz
wreczono nagrody.

Konferencja w opinii wszystkich
uczestnikéw byta niezwykle udana.
Zakonczyta sie zaproszeniem do Pol-
ski na széstg Konferencje Parnasowska.
Konferencja ta odbedzie sig w 2007 r,
w Krakowie, a jej gtbwnym organizato-
rem bedzie prof. Piotr Laidler.

Fotografie: prof. A. Dzugaj (1 i 6-7),
dr P. Pomorski (2) i prof. A. Szewczyk
(3-5)

FEBS WSPIERA ORGANIZACIJE POLSKO-UKRAINSKIEJ
KONFERENCIJI IM. JAKUBA KAROLA PARNASA

prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
prof. dr hab. Jolanta Baranska

Polsko-ukrainskie konferencje im. Ja-
kuba Karola Parnasa maja juz dtuga tra-
dycje. Pierwsza odbyta sie w 1996 roku
we Lwowie i byta potgczona z wmu-
rowaniem tablicy pamiatkowej ku czci
profesora Parnasa w $ciane gmachu
dawnego Wydziatu Chemii Lekarskiej
Uniwersytetu Jana Kazimierza, w kto-
rym profesor Parnas pracowal przez
caty okres miedzywojenny. Profesor
Jakub Karol Parnas byt twérca szkoty
biochemii, ktéra Ilwowski osSrodek na-
ukowy rozstawita w Swiecie. W labo-
ratorium kierowanym przez niego jako
jednym z pierwszych stosowano radio-
aktywny ortofosforan w badaniach bio-
chemicznych, prowadzacych miedzy
innymi do wytlumaczenia anaerobo-
wego metabolizmu glukozy, zwanego
szlakiem Embdena-Meyerhoffa-Par-
nasa. Prof. Parnas byt takze autorem
pierwszego, wydanego w roku 1922,
polskiego podrecznika nowoczesnej
Chemii Fizjologicznej. Jego dziatalnosé
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naukowa byta oparta na szerokich mie-
dzynarodowych kontaktach. Profesor
Parnas skupit wokét siebie grono mio-
dych ludzi, ktoérzy po Il wojnie $wiato-
wej kontynuowali jego dzieto w wielu
osrodkach w Polsce. Ksztatcgc miode
pokolenie naukowcow przekazywali
oni wiedze i atmosfere wyniesiong z la-
boratorium prof. Parnasa, Profesor Par-
nas zostat aresztowany w 1949r i zmart
w tym samym roku w wiezieniu na Lu-
biance w Moskwie.

W trakcie naszego pierwszego spo-
tkania z kolegami ukranskimi we Lwo-
wie, w 1996 roku ustalono, ze wspdlnie
organizowane konferencje bedg odby-
wacé sie raz na dwa lata, naprzemiennie
w Polsce i na Ukrainie. Organizatorami
pierwszej Konferencji byli ze strony
polskiej prof., prof. Liliana Konarska
i Jolanta Baranska, a ze strony ukrain-
skiej prof. Rostislav Stoika. Druga kon-
ferencja odbyta sie w Gdansku w 1998
roku a jej organizatorem byt prof. Ste-
fan Angielski. Trzecia zorganizowali
we Lwowie w 2000 roku prof. Rosti-
slav Stoika i Ludmita Drobot. Czwarta
konferencja odbyta sie w 2002 roku we

Wroctawiu. Jej organizatorem byt prof.
Andrzej Dzugaj. Ze wzgledu na odby-
wajacy sie w Warszawie Kongres FEBS
2004, zdecydowano by piata konferen-
cja im. J. K. Parnasa odbyta sie w 2005
roku w Kijowie. Gtobwnym organizato-
rem tej Konferencji byt prof. Sergiy Ko-
misarenko. Sytuacja polityczna, a tym
samym finansowa na Ukrainie, byta
jednak niepewna. Nasi koledzy ukrain-
scy wyrazali obawy, czy bedg w stanie
zorganizowa¢ konferencje w ustalo-
nym terminie. Polskie Towarzystwo
Biochemiczne zwr6cito sie do wiadz
FEBS z petycjg o pomoc. Prosba zosta-
ta przedstawiona przez prezesa Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
na zebraniu komitetu wykonawczego
FEBS. Po przedyskutowaniu problemu,
witadze FEBS zdecydowaty sie udzieli¢
pomocy finansowej kolegom z Ukra-
iny organizujagcym konferencje im. J.
K. Parnasa, w wysokosci 10 000 euro.
Publikujemy petycje Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego do wiadz
FEBS i odpowiedz, jakg otrzymalismy
z Ukrainskiego Towarzystwa Bioche-
micznego.
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Dyrektor Instytutu Biochemii

i Biofizyki PAN

prof. Wtodzimierz Zagorski-Ostoja
ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa
tel: (022) 5922145

e-mail: secretariate@ibb.waw.pl
http://www.ibb.waw.pl/

KILKA SEOW O HISTORII

Pisanie historii instytutu naukowe-
go moze budzi¢ uczucia ambiwalentne.
| to z prostego powodu - terazniejszo$¢
w nauce zwycieza nad przeszioscia
w sposOb bezapelacyjny, nieodwotalny,
mozna nawet powiedzie¢, ze w sposob
z punktu widzenia indywiduum po
prostu nieludzki. Jak pisze Florkin: ,,ge-
nerally speaking science is the study of
an object that has no history that is no
history"”, co znaczy tyle, iz w procesie
badawczym stajemy za kazdym razem
przed problemem, ktory jest nowy. Jest
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on do rozwigzania, a to rozwigzanie ma
zerwaé z uprzednig wiedzg na temat
badanego obiektu, inaczej badania pod-
ja¢ nie warto. Wiemy wszyscy dobrze,
jak owo odkrywanie ,rzeczywistosci"
jest jednocze$nie trudne i pociggajace.
Udany eksperyment, ujawniajgcy dotad
nieznane, niesie w sobie demiurgiczne
poczucie sity. Owo ujawnienie nowego
moze by¢ postrzegane jako wydarcie na-
turze jednej z jej tajemnic, poznawanie
preegzystujacych porzadkéw (bytaby to
wizja platoriska) lub jako akt powotania
do istnienia elementu rzeczywistosci (to
wizja wiasnie demiurgiczna). Czy opo-
wiemy sie za jedna, czy druga wersja
- obie oparte sg 0 6w nieustanny ped do
zajmowania sie tym, co jest dotgd nie-
poznane. | dlatego nauka jest rzeczywi-
Scie ahistoryczna. Owo odkrywanie to
oczywiscie zadanie trudne. Przynajm-
niej w naszej dziedzinie. Przynajmniej -

w jej warstwie eksperymentalnej. Nasze
doswiadczenia sg technicznie bardzo
trudne. Oczywiscie ze wzgledu na natu-
re badan nad bios, sam bowiem fenomen
zycia jest i trudno uchwytny, i oparty
0 wysoce ztozone mechanizmy. Ale
1 doswiadczenia sg trudne ze wzgledu
na dzisiejsze techniczne zaawansowane
dziedziny. Przez to jest ona hermetycz-
na, bowiem zaréwno konstrukcja ekspe-
rymentu jak i rozumienie wyniku wy-
maga dzi$§ operowania metajezykiem,
czyli zestawem poje¢ wysoce specjali-
stycznych i - co wiecej - solidnej wie-
dzy matematycznej i fizycznej. Zupetnie
nieprawdopodobny rozw6j metod ana-
litycznych (zestaw wszystkich - omix)
i syntetycznych (inzynierii genetycznej,
komadrkowej, organizmalnej) wymusza
ciggta rozbudowe warsztatu badaw-
czego. Ogromna ztozono$¢ dziedziny
prowadzi do tego, ze spokojnie mozna
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powiedzie¢, iz 90 % eksperymentow
»Nnie wychodzi". Zanim sie trafi na wia-
sciwg droge, trzeba sie liczy¢ z kolejny-
mi doswiadczeniami, trzeba wykazaé
- jedni powiedzg wytrwatos$¢, drudzy
- 0$li updr. Co by sie nie dziato, trzeba
umie¢ znies¢ niepowodzenie kolejnego
eksperymentu, dowodzace przeciez, ze
to sam eksperymentator jest utomny.
Takie stwierdzenie niweczy (czy moze
tylko rébwnowazy) owo poczucie mocy
wynikajgce z uczestnictwa w procesie
poznawczym. Szczesliwsi w tym wzgle-
dzie sg biolodzy fenomenologowie. Bio-
logia opisowa jest dziedzing bezpieczng
zawodowo, bowiem kazdy opis doko-
nany poprawnie a dotyczacy nowego
zjawiska jest wartosciowy. Jest tez bez-
pieczna dla psychologii badacza - opis
nie stwarza owych napie¢ towarzysza-
cych badaniom doswiadczalnym. Moze
by¢ najwyzej niepetny, ale nie niesie
ryzyka, ze bedzie catkowicie niezgodny
z istotg rzeczy. Jest wreszcie zawsze po-
twierdzeniem obowigzujgcego paradyg-
matu. A doswiadczenia - sg nieustan-
nym sprawdzaniem paradygmatu.

W odrdéznieniu od samego aktu po-
znawczego, przebieg ustalania i spraw-
dzania paradygmatow ma swojg histo-
rie i jej fragmentem sa dzieje réznych
instytucji naukowych, w tym naszego
Instytutu. Przyjrzyjmy sie tej historii
blizej; formalnie dopiero w dziesie¢
lat po wojnie poczynajac od Zaktadu
Biochemii PAN, bedgcego zalgzkiem
Instytutu. To 10-letnie oczekiwanie na
powotanie Instytutu byto dziwne. Prze-
ciez biochemia w Polsce przed wojna
byta dziedzing silna, a wiec stworzenie
takiej placéwki powinno witasciwie na-
stapi¢ szybciej. Srodowisko biochemicz-
ne, cho¢ zdziesigtkowane przez wojne,
odtwarzato osrodki badawcze w kilku
uczelniach. Zatem stworzenie mocne-
go |Instytutu badawczego wydawato
sie po wojnie zgodne z potrzebg chwi-
li. Ale filozofia dominujaca w tej czesci
Europy w owych latach, w kondensa-
cie przedstawiona w ,,Krotkiej historii
WKPb", uznajaca ze prawidta rzadzace
rzeczywistosciag sg juz poznane, wiasnie
przeciwstawiata sie rozwojowi nauk
doswiadczalnych, niosacych zagroze-
nie, iz dostarcza danych niezgodnych
z istniejgcg ideologig. Dlatego wsrod
nauk o zyciu tepione byty genetyka,
biochemia i mikrobiologia. Wszystko,
co mogto zrodzi¢ nowe teorie, niespdjne
z obowigzujacym wyktadem diamatu
spotykato sie z oporem struktury syste-
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mowo opartym o przekonanie, ze cata
wiedza jest juz osiggnieta. Dopiero w tle
,Odwilzy" przywrécié mozna byto
wiasciwe miejsce naukom doswiadczal-
nym. W tym samym roku 1956 powsta-
je Polskie Towarzystwo Biochemiczne
i Instytut Biochemii i Biofizyki (rodzag
sie tez ,Postepy Biochemii", przyp.
red.). Warto przypomnieé, ze Katedra
Biochemii na Uniwersytecie Warszaw-
skim utworzona zostaje dopiero w 1958
roku, réwniez na fali owych przemian.
Instytut zaktada prof. Jozef Heller. To
pitsudczyk, legionista, doktor medy-
cyny, przed wojng czynny w stuzbie
zdrowia, zajmujacy sie - tak jak i wielu
wowczas biochemikéw - catym wachla-
rzem roznych zagadnien. W istocie po-
winnismy mu by¢ wdzieczni chocby za
to, ze miedzy innymi by} sprawcg wpro-
wadzenia jodowania soli spozywczej
w Polsce. Co to jest wole, to juz wielu
Zz nas nawet nie wie, ale ja jeszcze w la-
tach czterdziestych widzialem osoby
z wolem na Podhalu. To nie tylko spra-
wa wygladu, ale w dodatku ten rozrost
tarczycy powoduje otepienie umystowe.
Czas wojny to - o ile rozumiem z kore-
spondencji Jakuba Parnasa - do czerwca
1941 roku okres pracy Hellera we Lwo-
wie. Po zajeciu Lwowa przez Niemcow
profesor zostaje internowany w oflagu.
Jak wielu polskich zZotnierzy po wy-
zwoleniu wstepuje do Armii Polskiegj
na Zachodzie i zostaje komendantem
szpitala wojskowego, po czym wraca do
Polski. Tu bierze udziat w rekonstrukcji
zycia akademickiego we Woroctawiu.
Wedtug legendy, w 1954 roku minister
Eugenia Krassowska zwrd6cita sie do kil-
ku naukowcOw z zapytaniem o opinig
na temat poprawy warunkéw rozwo-
ju biochemii w Polsce. Ponoé¢, gdy inni
zastanawiali sie nad sformutowaniem
odpowiedzi, J6zef Heller zameldowat
sie rano w Ministerstwie Os$wiaty i po
wejsciu do gabinetu pani wiceminister,
podziekowat jej za nominacje na dyrek-
tora przysztego Instytutu. Zaskoczona
minister nie potrafita odméwic¢ i stato
sie - ruszyly tryby maszyny administra-
cyjnej doprowadzajgc do stworzenia IBB
PAN. Si non e vero, e ben trovato.

W kazdym razie w pierwszym ze-
spole przysztego Instytutu, bedacym
konfederacjg r6znych laboratoriow roz-
rzuconych po Warszawie, znajduje sie
prof. Ignacy Reifer i wkrotce - bedacy
dzi$ dalej z nami - prof. Dawid Shugar.
W tym pierwszym zespole znajduje si¢
tez grupa utworzona przez profesora

Ernesta Syma: Przemystaw Szafranski,
Zofia Lassotowa i Jan Szarkowski. Ci
mtodziwoéwczas ludzie mieli byé¢ zatrud-
nieni w pracowni zajmujgcej sie metabo-
lizmem pratka gruzlicy. Profesor Sym
Sciggnat ich z Politechniki Gdanskiej,
lecz nie zdazyt zatatwié¢ koniecznych
formalnosci, zgingt bowiem w wypad-
ku samochodowym w drodze witasnie
z Gdanska do Warszawy. Jézef Heller
zatrudnia ich w Zaktadzie Biochemii
PAN, a oni przynoszg nam istniejagce do
dzi§ zwiazki z Madison Wisconsin (tu
uwaga dla niewprowadzonych - asy-
stentem w czasie studiéw tej grupy byt
Wactaw Szybalski, opuszczajacy kraj
w 1947 roku by osig$¢ w Kopenhadze,
gdzie swych studentéw wozit na ¢wi-
czenia z chemii, jako ze w zburzonym
Gdansku laboratoria nie istniaty) oraz
z Gdanskiem - gdzie tak wazna dla nas
przyjazn z profesorostwem Taylorami
stata sie podstawg jednej z osi dziatan
Instytutu. Zwiazki z Gdanskiem stajg
sie trwate, w latach 1957-1963 Instytut
posiadat tam na Akademii Medycz-
nej pracownie prowadzong przez prof.
Witodzimierza Mozotowskiego, przed-
wojennego kierownika Katedry Che-
mii Fizjologicznej na Uniwersytecie im.
Stefana Batorego w Wilnie. Dzi$ filie
Instytutu na Uniwersytecie Gdanskim,
utworzong w 1992 roku, prowadzi prof.
Grzegorz Wegrzyn. WKkrotce do Insty-
tutu dotacza prof. Tadeusz Korzybski
- asystent prof. Jakuba Parnasa. W War-
szawie wokot Instytutu gromadza sie tez
inni lwowscy egzule wsréd nich - prof.
Irena Mochnacka. W istocie nad kotyska
Instytutu unosi sie duch Iwowskiej szko-
ty biochemicznej. Jej podstawowag cechg
byto poszukiwanie mechanizméw ba-
danych przemian metabolicznych a nie
tylko ich roli fizjologicznej. To mechani-
styczne podejscie do reakcji biologicz-
nych - dwczesny paradygmat biochemii
trwa zresztg do dzis.

Zespoty Instytutu szybko wchodzg
w badania zwigzane z nowym syste-
mem myslenia, z pojawiajaca sie w bio-
logii kwestig kodowania. Tu wspomnie¢
nalezy zastugi obecnego wsérdd nas prof.
Przemystawa Szafranskiego i jego gru-
py - Jadwigi Chroboczek, Ludwiki Zim-
niak, Piotra Chomczynskiego i zmartych
Stefana Klity i Stanistawa Perzynskiego.
Bardzo wazne w tej dziedzinie sg row-
niez prace Witodzimierza Szera, ktory
w zwigzku z antysemickimi hecami
z marca 1968 opuscit Polske na state, ale
zawsze pozostawal z nami w Scistym
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kontakcie przyjacielskim i naukowym.
Nowy element wprowadza do badan In-
stytutu nastepca Hellera, prof. Wactaw
Gajewski, w czym wspiera go prof. Wia-
dystaw Kunicki-Goldfinger. A tym ele-
mentem - znéw do dzi$ obecnym w pro-
filu naukowym Instytutu - jest genetyka
molekularna. Tadeusz Klopotowski,
Danuta Hulanicka, Michat Bagdasarian,
Andrzej Paszewski tworzg grupe rozwi-
jajaca te dziedzine wspierana przez prof.
Piotra Stonimskiego i Wactawa Szybal-
skiego. Nastepnym naturalnym etapem
zwigzanym z tworzgaca sie w Instytucie
kulturg biofizyczng byto skierowanie
uwagi na zagadnienia dzi$ traktowane
jak przedmiot biologii strukturalnej. Pod
rzadami kolejnego dyrektora Instytutu,
prof. Kazimierza Lecha Wierzchowskie-
go, rozwijajg sie w jego zakladzie me-
tody spektroskopowe. Jest to tez okres
wytezonej pracy organizacyjnej, zwia-
zanej z tzw. ,weztowymi problemami
badawczymi". Warto pamietaé, ze to
wowczas prof. Andrzej Rabczenko roz-
budowuje metody obliczeniowe w ,,mé6-
zgu IBB", czyli w ulokowanym w sute-
renie na Rakowieckiej 36 laboratorium,
gdzie stata butgarska maszyna liczaca.
Nastepuje wowczas redefinicja profilu
badawczego Instytutu. Uznajemy, ze
waznym dla nas przedmiotem badan
jest metabolizm i struktura kwaséw nu-
kleinowych. Te badania przynoszg osig-
gniecia w dziedzinie enzymologii kwa-
s6w nukleinowych (tu wymieni¢ nalezy
kolezanki i kolegébw z pracowni Kiero-
wanych przez Monike Jezewska, Zofie
Lassotowg, Haline Sierakowskg i Jana
Szarkowskiego). taczg sie tez z zainte-
resowaniami metabolizmem RNA, owo-
cujacymi wspaniatym odkryciem ligazy
RNA w zespole Witolda Filipowicza,
w ktorym pracowali Magdalena Konar-
ska i Kazimierz Tyc-Tycowski. Biologia
strukturalna lipidéw - to osobna histo-
ria. Analizy struktur poliizoprenoido-
wych doprowadzity z jednej strony do
rozwoju badan nad izoprenylacjg biatek,
czy metablizmem steroidow, a z drugiej
- do pojawienia sie sprawdzalnego ryn-
kowo projektu biotechnologicznego. Ta
pierwsza linia badan nad lipidami dzi$
wigze sie z genetyka grzybow nizszych
i Arabidopsis - zagadnieniami wiodg-
cymi w kilku innych grupach instytuto-
wych. Jest to klasyczny przyktad tego,
co daje wspotistnienie réznych zespo-
tow w jednej instytucji naukowej. Ta
druga - znajduje swoje odbicie w kata-
logu kolekcji unikalnej izoprenoidéw,
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sprzedawanych przez fime Larodan
w catym Swiecie. MOwie tu oczywiscie
0 osiggnieciach prof. Tadeusza Chojnac-
kiego, prof. Grazyny Palamarczyk, prof.
Ewy Kuli- Swiezewskiej i dr hab. Anny
Szkopinskie;j.

Dzisiejsze badania Instytutu koncen-
trujg sie woko6t genomiki. W program
sekwencjonowania genomu drozdzy
weszliSmy w 1992 roku, za posrednic-
twem oczywiscie Piotra Stonimskiego,
wowczas - Dyrektora Centre de Gene-
tigue Moleculaire CNRS. Analize funk-
cjonalng genéw drozdzy podjgt u nas
zespot prof. Joanny Rytki. Dr Marek
Zagulski i jego zesp6t sekwencjonujg-
cy genom drozdzy, dzi$ rozpoczat se-
kwencjonowanie i analize funkcjonalng
genomu Paramecium w ramach kon-
sorcjum polsko-francusko-niemieckie-
go, za$ doc. Piotr Cegtowski rozpoczat
program intensywnego poznawania
genomoéw plazmidéw i fagéw, po jego
przedwczesnej S$mierci tak wspaniale
kontynuowany w Zaktadzie Biochemii
Drobnoustrojéw. Badania Zaktadu Bio-
chemii Roslin dzi$ tez sg przesycone
paradygmatem genomicznym - wystar-
czy tylko wspomnie¢ prace zespotow
prof. Andrzeja Jerzmanowskiego, prof.
Jacka Henniga, prof. Grazyny Muszyn-
skiej i prof. Agnieszki Sirko. Genomika
to linguafranca dzisiejszej biologii i tego
Instytutu. Dzieje sie tak i dzieki temu,
ze mamy zespo6t bioinformatykéw pod
wodzg prof. Piotra Zielenkiewicza, two-
rzony przy wspoétpracy miedzy innymi
Meira Edelmana i goszczacego czesto
u nas Leona Estermana z Instytutu We-
izmannna. Szeroko z tego podejscia ko-
rzystajg znakomite grupy zajmujgce sie
jedna ze specjalnosci Instytutu - muta-
genezg (prof. Jarostaw Kus$mierek, doc.
Barbara Tudek, zespét prof. Zygmunta
Ciesli). Oczywiscie intesywnie rozwija-
my takze podejscia do $ledzenia funkgcji
genomu. | tu pomocg stuzy nam rozwi-
jajacy sie zespo6t doc. Michata Dadleza.
Wreszcie nie zapominajmy, iz struktura-
lisci - szczeg6lnie NMR-owcy kierowa-
ni przez prof. Andrzeja Bierzynskiego
1prof. Andrzeja Ejcharta - wnoszg w éw
lekki chaos genomiczno-proteomiczny
nieco porzadku, wprowadzajac do na-
szego myslenia niezbedny element tadu
opartego o zasady fizyki.

Tak wyglagda zarys historii Instytutu.
| teraz czas na kilka uwag. Instytut na-
ukowy to po prostu gmach odpowied-
nio wyposazony, gdzie na kilka czy

kilkanascie godzin dziennie schodzg sie
konkretni ludzie. Nie istnieje nic takiego
jak zycie Instytutu, jego los, itd. Jest to
zycie i los jednostek w jednym budyn-
ku wymieniajagcych mysli, tworzacych
spoteczno$¢ naukowa. Wsréd takich
spotecznosci nie jesteSmy najmocniejszg
na Swiecie. Istniejg od nas lepsze (ale
i gorsze). Tym niemniej mysle, ze jeste-
$my spotecznoscig specjalng, gdzie jako$
udato sie nie wpusci¢ szczura zawisci,
praca jest ceniona a osiggane wyniki
pewne. Mato tu hucpy, sporo myslenia
0 otaczajgcym Swiecie i 0 wartosci na-
uki. To ostatecznie wsrdd nas jest prof.
Magdalena Fikus z jej pasjg dzielenia sig
wiedzg z innymi, na prawde osadzo-
na w najlepszych tradycjach inteligen-
cji. Moze nie jesteSmy najefektywniejsi
z punktu widzenia liczby publikacji, ale
czasem lepiej zastanowi¢ sie pare razy
zanim opublikuje sie wynik nie do kon-
ca sprawdzony.

Mowigc o naszych piecdziesieciu
latach trzeba wspomnie¢, ze ludzie
zwigzani z tym Instytutem obecni byli
nie tylko przy stotach laboratoryjnych,
ale i w zyciu kraju. Nie warto wcho-
dzi¢ w kombatanctwo, ale powinien
by¢ tu wspomniany choéby $p. Roman
Tomasik - szef naszej ,Solidarnosci",
w 1989 roku rozliczajacy sie ze zbieranej
nielegalnie przez dziewie¢ lat skladki
zwigzkowej, ktérej nikt z nas nie odma-
wiat i powiadamiajacy, ze jej gros szto
na stypendia szkolne ufundowane dla
dzieci z ubogich rodzin ludzi interno-
wanych. W zyciu spotecznym jesteSmy
dalej obecni. | nikogo w naszym S$rodo-
wisku nie dziwi, ze w czasie obchodéw
naszego jubileuszu (26-29 listopad 2004
roku) niejeden z nas przypigt sobie ko-
kardke w kolorze pomarafnczowym.
Piotr Stonimski, rozpoczynajgc wyktad
inauguracyjny, zatozyt czapke akurat
w tym kolorze. Przeciez nie zostawi nas
obojetnymi to, co akurat w tych dniach
dziato sie wokét nas, co poruszato mysli
Ukraincéw i Polakéw.

MieliSmy i mamy wielu przyjacio6t.
Nie bede tu wszystkich wymieniac. Ale
bez zrozumienia istoty spraw nauki
przez prof. Stefana Amsterdamskiego,
prof. Witolda Karczewskiego i panig
Matgorzate Koztowska nasz dzisiejszy
warsztat pracy by nie powstat. Pamieta-
my zyczliwos$¢ profesorow Aleksandra
Gieysztora, Henryka Samsonowicza,
Romualda Klekowskiego, Tadeusza Bie-
lickiego, Jerzego Gasiorowskiego i Bro-
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nistawa Geremka. Mamy i mieliSmy tez
i wrogow. Tych wspominac nie warto,
jesli kto ciekaw, to Mieczystaw Chorazy
przestat nam niedawno kopie swoich
wystapien na Prezydium PAN, bronig-
cych Instytutu i jego ludzi w okresie,
w ktéorym to trzeba byto robi¢. Mysle,
iz stowa ,,po owocach ich, poznacie
ich" okreslajg najkrocej sposéb widze-
nia $wiata obowigzujagcy w naszej spo-
tecznosci, od poczatku wdrozony przez
tych, co tworzyli jej fundamenty.

GLOSSA DO HISTORII
- O PEWNYM OKRESIE

W 1981 roku dyrektorem Instytutu
zostaje prof. Andrzej Paszewski, mianu-
jac mnie wicedyrektorem ds. ogdélnych
a prof. Monike Jezewska wicedyrek-
torem ds. naukowych. Paszewski byt
pierwszym w historii IBB dyrektorem
formalnie wybranym przez Rade Na-
ukowg i zostat zatwierdzony przez
wiadze PAN. Byt to wytom w dotych-
czasowej praktyce i dobrze, ze sie tak
stato, bo wkrotce Instytut stanat przed
wyzwaniami stanu wojennego, na ktére
dyrektorowi majagcemu wsparcie swojej
spotecznosci tatwiej byto odpowiedzieé.
A byly one liczne, najpierw dotyczyty
spraw indywidualnych, internowani
zostali prof. Kunicki-Goldfinger, Stani-
staw Plewako, Jarostaw Kosinski, ukry-
wali sie prof. Gajewski i prof. Ktopotow-
ski, w podziemiu dziatali Michat Dadlez
i Grzegorz Boguta. Mimo poczatkowego
wstrzasu ,,Solidarnos$¢" instytutowa nie
data sie, spokojnie podjeta dziatalnosé
nielegalng, wydawnictwa podziemne
byty kolportowane i skitadki zwiaz-
kowe zbierane miedzy innymi przez
Marka Wetnickiego (wiecej nazwisk
nie pamietam, bo tez i nie chodzito nig-
dy o to, by je zna¢). Potem pojawity sie
kwestie ogodlniejsze. Cztonkowie partii,
pracujacy w Instytucie po 13 grudnia
1981 roku wystapili z jej szeregbw, co
oczywiscie stawiato ich w sytuacji ludzi
z marginesu istniejgcych struktur apara-
tu Panstwa, za to wspaniale integrowa-
to ich z instytutowymi bezpartyjnymi.
DostapiliSmy tez swoistego wyréznie-
nia - generat Jaruzelski, w jednym ze
swoich przemoéwien, wymienit Instytut
jako gniazdo wrogoéw panstwa i ustroju,
pojawity sie propozycje likwidacji IBB,
putkownik Szczygiet z MSW (taki pod-
pis widniat na odpowiedniej decyzji)
zlecit wydalenie z Polski prof. Shugara.
Nie wiadomo, czym by to sie skonczyto,
gdyby nie interwencja prof. Aleksandra
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Gieysztora, bezposrednio u generata.
Wypominano potem te interwencje 6w-
czesnemu Prezesowi Akademii nie wy-
razajgc zgody na jego kolejng kadencje.
Wielu naszych kolegéw zdecydowato
sie woéwczas pozosta¢ za granicg (Ry-
szard Kole, Ludwika Zagérska, Jadwiga
Chroboczek, Wojciech Rychlik, Magda-
lena Konarska, Kazimierz Tycowski).
Witold i Aleksandra Filipowiczowie
zmuszeni zostali w sposob brzydki do
ucieczki z kraju, po powrocie z USA,
mimo gwarancji nowego Prezesa PAN,
odebrano im paszporty i poddano neka-
jacym naciskom. Byt to okres, o ktérym
da sie powiedzie¢ jedno: w catym kraju
chodzito wéwczas o przetrwanie nor-
malnych wiezi i struktur spotecznych,
poddanych atakowi ogtupiatego apara-
tu wiadzy. A zZe jedng z takich struktur
sg instytucje naukowe, totez staraliSmy
sie, by owa zewnetrzna fala gtupoty nie
wplywata na zasady funkcjonowania
Instytutu. Trwaly na przyktad zaawan-
sowane prace nad genetykg drozdzy,
toczace sie w grupie $p. Aleksandry
Putrament. Tu $p. Anna Kruszewska,
wspotpracujgca z Piotem Stonimskim,
skreowata i scharakteryzowata serie
supresoréw jadrowych kontrolujgcych
geny mitochondrii (NAM-y) i supreso-
row mitochondrialnych kontrolujacych
geny mitochondrialne (MIM-y). Jej ko-
lekcja do dzi$ jest uzyteczna w rozwig-
zywaniu dwuznacznosci odczytu kodu
mitochondrialnego. Padio tu nazwisko
Piotra Stonimskiego - w tym okresie po-
magat on catemu naszemu $Srodowisku
wiadnie w utrzymaniu kontaktu z na-
uka Swiatowg, chotby zamawiajgc dla
Instytutu prenumeraty Celi i Nature, ale
tez organizujgc mozliwosci stazy labora-
toryjnych i wspierajgc polskich badaczy
za posrednictwem Towarzystwa Kur-
sow Naukowych, gdzie stypendia, ktére
fundowata Solidarité France-Pologne,
zalozona przez miedzy innymi Hanne
i Agnieszke Stonimskie, byly w gestii
profesoréw Gajewskiego i Kunickiego-
-Goldfingera. W ogdle wczesniej nawia-
zane stosunki z francuskimi laborato-
riami réwniez w tym okresie okazaty
sie trwate. Pracowat nad tym Jacques
Faure, sekretarz ambasady francuskiej
w latach 1980-1986, wpierali nas i przy-
szta Prezydent Akademii Francuskiej,
prof.  Marianne  Grunberg-Manago,
i Frangois Chapeville, i Anne-Lise Ha-
enni, przyjmujacy naszych pracowni-
kéw w swoich laboratoriach Uniwersy-
tetu Paris VII. Sp. Jean-Pierre Ebel wraz

z Guy Dirheimerem wykorzystywat do
pomocy nam przede wszystkim FEBS
(tu anegdota - po tzw. ,,przemianach”,
zdradzili mi, ze w algorytmie rozdzia-
tu stypendiéw FEBS, nikomu nic nie
moéwiagc, wprowadzili mnoznik 2 dla
Polski...). W przypadku Ebela ta reakcja
oparta byfa na gtebokich doswiadcze-
niach osobistych. Znéw, w jakiej$ roz-
mowie powiedziat mi, ze on - Compa-
gnon de Liberation - tworca podziemnego
uniwersytetu strasburskiego w Vichy,
aresztowany w 1943 roku przez Gesta-
po, przezyt Ravensbriick tylko dzieki
pomocy Kilku Polakéw i ze pomagajac
nam sptaca tylko dtug. Zwigzki z Fran-
cja znalazty swoje odbicie w podjetej
przez Rade Naukowa (pod przewodnic-
twem niezapomnianej $p. Zofii Lassoto-
wej) w 1987 roku inicjatywie utworzenia
Grupy Doradczej przy Radzie Nauko-
wej IBB. Cztonkostwo tej Grupy przy-
jeli witasnie Grunberg-Manago i Ebel.
Zatem nie trudno zrozumie¢, ze po 1989
roku to wiasnie naukowcy francuscy
wspierali tworzenie strukturalnych wie-
zi - zwigzkdéw blizniaczych miedzy na-
szymi i ich laboratoriami. Te dziatania
najpetniej wyrazajg sie¢ w utworzeniu
Polsko-Francuskiego Centrum Biotech-
nologii Roslin, czynnego w latach 1994-
-2004 i przygotowanej jego kontynuacji
w postaci Groupment des Recherches In-
ternationales, poswieconego genomice
porownawczej. Dziatalnos¢ Centrum
opisana jest szczegétowo w odpowied-
nich raportach autorstwa prof. Stanista-
wa Lewaka.

NOWA STRUKTURA

Wiasnie wspotpraca z francuskimi
laboratoriami nadata dynamike trans-
formacji Instytutu, majgcej - moim zda-
niem - do dzi$ swoje znaczenie nie tylko
dla IBB, transformacji bedacej w jakim$
sensie modelem reformowania instytu-
cji badawczych w Polsce po zmianach
ustrojowych. Wspotpraca bilateralna
z instytucjami Panstwa zatozyciela Unii
Europejskiej wskazata, ze to europocen-
tryzm moze by¢ motywem naszej lokal-
nej polityki naukowej. Opierajgc sie na
wzorach francuskich, stowarzyszyliSmy
sie z Wydziatem Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, osadzajagc we wspdlnej
siedzibie wraz z IBB Instytut Biologii
Eksperymentalnej Ro$lin, Zaktad Ge-
netyki, Instytut Biochemii Roslin i In-
terdyscyplinarne Centrum Modelowa-
nia UW, tworzac konsorcjum instytucji
PAN-owskich i uczelnianych. To do dzi$
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jest chyba jedyny w Polsce przyktad ta-
kiego rozwigzania, na pewno stuzacego
wszystkim partnerom. Tworzenie takiej
nowej formy organizacji nauki stymulo-
wat proces budowy nowej siedziby IBB
(w latach 1988-1994), czemu towarzy-
szyly gruntowne zmiany programu ba-
dawczego i rekonstrukcja zespotu. Sama
budowa (tu wielkie zastugi potozyt Ber-
nard Wielgat) spetniata w tym proce-
sie reorientacji Instytutu owa zalecang
przez Kazimierza Dagbrowskiego psy-
chologiczng funkcje dezintegracji pozy-
tywnej, polegajacej na tym, iz realizacja
wspoblnego celu dezintegruje, likwiduje
konflikty miedzy partnerami éw wspol-
ny cel sobie stawiajgcymi. Dla porzadku
tylko warto zanotowac, ze pierwsze po-
wazne pienigdze inwestycyjne uzyskali-
smy w roku 1990, w roku 1992 wprowa-
dziliSmy potowe zespotu do pierwszego
pawilonu, w roku 1994 (w konhcu listo-
pada) otworzyliSmy cato$¢ nowego IBB.
Tylko dla przypomnienia - wydalismy
na budowe (17 000 m2 réwnowartos¢
okoto 8 min dolarow amerykanskich,
w tym 1/5 pochodzita ze Srodkéw wia-
snych Instytutu. W dodatku byta to
powierzchnia catkowicie, nowocze$nie
wyposazona. Warto o tym wiedzie¢,
chocéby po to by méc dokonaé poréwna-
nia z kosztami innych inwestycji. | war-
to pamigta¢, ze wieche na nasz gmach
wciggali Wactaw Gajewski z Piotrem
Stonimskim (tu ukton w strone kapry-
sOw historii - przeciez w poprzednim
rozdziale widzieliSmy ich obu w nieco
innej sytuacji...). Juz wspomniatem o ro-
li, jaka spetniato w owym procesie trans-
formacji Centrum Polsko-Francuskie,
taczace nas rowniez ze $rodowiskiem
krajowych biologéw molekularnych,
szczeg6lnie z Instytutem Chemii Bio-
organicznej PAN. Warto tez przypo-
mnieé, ze dorobek tego Centrum to 120
publikacji doswiadczalnych, powyzej
200 komunikatow, dwa patenty. | co
wazniejsze - wejscie w system wspol-
nego kierowania pracami doktorskimi
przez polskich i francuskich uczonych,
ktéry jak dotad zaowocowat ponad
trzydziestoma doktoratami przedsta-
wianymi zgodnie z zasadami doktoratu
europejskiego (praca pisana w jezyku
kongresowym, oparta o doswiadcze-
nia wykonane w laboratoriach polskich
i francuskich). Wazne w transformacji
Instytutu stato sie powstanie jego Filii na
Uniwersytecie Gdanskim, z inicjatywy
prof. Karola Taylora. Caty proces two-
rzenia nowej struktury Instytutu zna-
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lazt wsparcie wséréd naszych pracow-
nikow rozrzuconych poza granicami,
zajmujacych istotne pozycje w Swiecie
nauki. Owo wsparcie wyrazito sie w ich
zgodzie na wejscie w sktad Grupy Do-
radczej, ktoérej cztonkowie odwiedzajg
nas czesto, wygtaszajg wyktady, $ledzg
i oceniajg nasze badania.

W tej nowej strukturze instytutowej
znalazto sie miejsce dla naukowcow
z krajow sagsiednich. W 1994 roku zor-
ganizowalismy system stypendidéw dla
kolegéw z Europy Srodkowej i Wschod-
niej. Pienigdze na ten cel poczatkowo
pochodzity z UNESCO, a potem za
niepisang zgodg z CNRS, byly czescig
naszych kompensat za pienigdze fran-
cuskie przeznaczone na stypendia pol-
skich doktorantéw. System tych stypen-
diow od poczatku pozostaje pod opieka
prof. Szafranskiego. | tez dla pamieci
warto odnotowaé, ze w ciggu tych lat
potrafilismy przyja¢ w IBB naukow-
cOw na staze trwajgce tgcznie ponad 120
miesiecy. UNESCO pomogto nam takze
w uruchomieniu programu bioinfor-
matycznego ,,Polska-lzrael" wigzacego
IBB z Instytutem Weizmanna. Ze strony
izraelskiej wspierali nas w tym Ephra-
im Katzir-Katchalski, Michat Sela, Meir
Edelman i Leon Esterman. Ze strony
UNESCO - Dyrektor Generalny Fede-
rico Mayor. To witasnie Mayor wreczat
medal UNESCO Michatowi Seli tutaj
w Warszawie, a obaj wielcy naukowcy,
nasi izraelscy przyjaciele - Katzir-Kat-
chalski i Sela - uhonorowali nas wcho-
dzgc w skifad Rady naszego Centrum
Doskonatosci. W tym samym roku
stworzyliSmy w Instytucie ,,Fundusz
powrotéw", znéw na poczatku wspo-
magamy przez UNESCO a przeznaczo-
ny na pierwsze potrzeby warsztatu ba-
dawczego kolegéw wracajacych do nas
z zagranicy po dtuzszych stazach.

Przypominam o tym wszystkim dla-
tego, ze ludzka pamiec jest ulotna. Czes¢
kosztow budowy i powstajacy woéwczas
system stypendialny dla doktorantéw
bylty finansowane z budzetu Instytu-
tu. To oznaczato, ze w latach 1990-1995
prowadziliSmy dos¢ nietypowa polityke
finansowga. Za zgoda wszystkich samo-
dzielnych pracownikéw ograniczony
zostal wzrost ptac tej wiasnie grupy.
W sumie fundusze pozwalajgce na stwo-
rzenie systemu stypendiow doktorskich
powstaty z naleznych im pensji. Byta
to decyzja spotecznosci instytutowej,
o ktérej nie wolno zapomina¢, decyzja

wsparta autorytetem Zofii Lassotowe;j.
Ten dziwny system, w ktdrym pienig-
dze na stypendia doktoranckie pocho-
dza z budzetu Instytutu, dziata do dzi$
i jako$ nikt nie zauwaza, ze w IBB (i in-
nych instytutach) trwa ksztatcenie no-
wego pokolenia naukowcoéw, nie finan-
sowane ani przez Ministerstwo Nauki
i Informatyzacji, ani przez Ministerstwo
Edukacji Narodowej i Sportu. Tak to so-
bie jako$ w Polsce radzimy, chociaz nie
jesteSmy rozpieszczani przez budzet.

A wracajgc do europocentryzmu - ja-
kim$ zwienczeniem tego naszego Kkie-
runku dziatania stat sie sukces Instytutu
w konkursie Unii na Centra Doskona-
tosci w krajach stowarzyszonych z UE
ogtoszonym w 1998 roku. Warto wie-
dzie¢, ze na 169 instytucji naukowych
z 11 krajow zostaliSmy sklasyfikowani
na dziewigtym miejscu, najwyzej spo-
$rod polskich zespotéw zajmujacych sie
naukami przyrodniczymi. Jak dotad, ze-
spoty Instytutu w IV, Vi VI Programach
Ramowych sumarycznie byty obecne
w 20 finansowanych przez Unie projek-
tach badawczych. Ta aktywnos$¢ zostata
zauwazona, Instytut byt dwukrotnie
wyrozniony przez Rzad za te cze$¢ swo-
jej dziatalnosdci. Jeden z tych programéw
obejmuje stworzenie w Instytucie ,,Ma-
rie Curie Training site" Unii. Dziatal-
no$¢ Centrum, osrodka szkoleniowego
i innych programéw koordynowat w la-
tach 1999-2004 Andrzej Rabczenko, za
co mu chwata.

Tu koncze opis nowej struktury. Ce-
lem jej powotania byto oczywiscie wy-
kreowanie warunkéw do podjecia no-
wych wyzwan badawczych, a nie samo
owej struktury stworzenie. Sadzac po
liczbie realizowanych programoéw, po
klasyfikacjach w roé6znych systemach
ocen krajowych i zagranicznych zespoty
Instytutu te strukture wykorzystuja. Do-
kumentacjg tego byta nasza tradycyjna
sesja naukowa, organizowana juz po raz
piaty i poswiecona omoéwieniu tema-
tyki badawczej placéwki. Tym razem
zbiegta sie ona z pietdziesiatg rocznica
powstania Zaktadu Biochemii, prze-
ksztatconego po niespetna dwdch latach
w Instytut.

JUBILEUSZ

Obchody pie¢dziesieciolecia zorgani-
zowaliSmy z pewng mysla. ChcieliSmy,
by czes¢ oficjalna nie byta ich dominan-
tg. | tak sie stalo - ograniczyta sie ona
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do dwugodzinnej uroczystej sesji Rady
Naukowej, prowadzonej przez Andrze-
ja Paszewskiego. W jej trakcie ztozono
nam gratulacje, cenimy sobie szczegél-
nie te od Premiera Rzagdu RP oraz od
prof. Andrzeja Legockiego, Prezesa PAN
i naszego przyjaciela. Wielu pracowni-
koéw Instytutu otrzymato odznaczenia
panstwowe. Szczegélnym momentem
i znakiem istnienia owej specjalnej wie-
zi tgczacej spotecznos$¢ ,,instytutowgq"
statlo sie wreczenie zastuzonej naszej
profesurze wyréznien Molecular Rese-
arch Center. W imieniu dr Piotra Chom-
czynskiego, Prezydenta MRC, wreczata
je Jego corka, Dorota Mochnacka. Owe
wyréznienia (dyplom i zestaw pamiat-
kowych monet) otrzymali profesorowie
Wierzchowski, Szafranski, Szarkowski,
Jezewska, Wielgat, Chojnacki, Shugar,
Buchowicz, Hulanicka i autor tego szki-
cu. Po tej czesci pozegnaliSmy lampka
wina piecdziesiat lat Instytutu i wroci-
lismy do pracy. Przez cztery nastepne
dni w ramach konferencji ,,Comparative
Genomics for Health and Environment”
nasi pracownicy oraz krag wspoOtpra-
cownikow i przyjaciét IBB przedstawia-
li swoje najnowsze wyniki. Wyktady
wygtosili Piotr Stonimski (CGM CNRS,
Gif-sur-Yvette); Witold Filipowicz (FMI,
Bazylea), Grzegorz Wegrzyn (Uniwer-
sytet Gdanski, Gdansk), Gunter Kahl
(Wolfgang Goethe Universitat, Ham-

burg), Katarzyna Bebenek (NIH, Re-
search Triangle Park), Roel Schaaper
(NIH, Research Triangle Park), Jolanta
Jura (Uniwersytet Jagiellonski, Kra-
kéw), Maciej Zylicz (Miedzynarodowy
Instytut Biologii Molekularnej i Komaér-
kowej, Warszawa), Jadwiga Chroboczek
(Institute Biologie Structurale, CNRS,
Grenoble), Hilary Koprowski (Thomas
Jefferson University, Philadelphia), Ry-
szard Kole (Lineberger, Comprehensi-
ve Cancer Center, Chapel Hill), Pawet
Henryk Herzyk (Institute of Biomedical
and Life Sciences, Glasgow), Aleksan-
der Spirin (Institute of Protein Research,
Pushchino). Kolejnym sesjom poswieco-
nym pracom zespotéw instytutowych
wspotprzewodniczyli goscie honorowi
Wactaw Szybalski (McArdle Institute,
Wisconsin), Judy Campbell (University
of California), Christian Kubicek (Vien-
na University of Technology), Anna
El'skaya (Institute of Molecular Biology
and Genetics, Kiev), Aleksander Edel-
man (Hopital Necker, Paryz). Konferen-
cja stata sie swoistym przegladem pol
badawczych zaawansowanej biologii
molekularnej. Piotr Stonimski wprowa-
dzit stuchaczy w paradygmaty geno-
miki, Hilary Koprowski omoéwit nowe
podejscia do uzyskiwania szczepionek,
Witold Filipowicz przedstawit sprawe
udziatu regulacyjnych RNA w kontroli
ekspresji genetycznej u eukariontéw.

Ryszard Kole wskazat nowe metody
kontroli sktadania genéw w organi-
zmach ssakéw. Program konferencji po-
zwala na zdanie sobie sprawy z zakresu
badan rozwijanych w Instytucie w 2004
roku. Jasne, ze waznym wsréd nich jest
genomika, zresztg konferencje otwie-
rat referat jednego z tworcéw tej nowej
dziedziny biologii. Biologia molekular-
na roslin w Instytucie koncentruje sie
wokot reakcji roslin na stres, umieszcza
tez te badania w aktualnym kontekscie
rozwoju nauki $wiatowej. Interesujg nas
rowniez proby otrzymywania szcze-
pionek doustnych opartych o ekspresje
wybranych antygenéw w roslinach. To
dlatego uhonorowat nas swoim wykta-
dem Hilary Koprowski, twérca szcze-
pionki przeciw polio, dzi§ animator
programoéw szczepionkowych opartych
0 transgeniczne rosliny.

Jedng z naszych specjalnosci sg ba-
dania nad mutageneza, dotyczace za-
réwno mechanizméw generalnych, jak
1swoistych, zwigzanych z onkogenezg.
Zespoty zajmujace sie czynnosciag okre-
Slonych gen6éw prowadza te analizy sto-
sujac podejscie catosciowe, ujawniajace
zwigzki miedzy dziataniem badanego
genu a ekspresjg innych elementow ge-
nomu. Takie eksperymenty otwierajg
droge do pelnego spojrzenia na czyn-
nosci komorki i oznaczajg, iz Instytut

Zespo6t Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w dniu wejscia Polski do Unii Europejskiej -1 maja 2004 roku (zdjecie, L. Laskowski).
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zaczyna wchodzi¢ aktywnie w rodzacy
sie nowy paradygmat przyrodoznaw-
stwa - biologie systeméw. Ta oczywista
tendencja w istocie zawarta jest w wie-
lu wystgpieniach, podczas sesji IV i V.
Tu warto wspomnie¢, iz w ostatnim
wyktadzie goscinnym Aleksander Spi-
rin, jeden z twoércéw wiedzy o mecha-
nizmach syntezy biatka, przedstawiat
techniki otrzymywania biatek na skale
masowg w zrobotyzowanych uktadach
biologicznych.

Nie chce poswiecaé wiecej miejsca
omawianiu naszej sesji jubileuszowej,
zainteresowanych skierowuje do opu-
blikowanych materiatéw ,,Comparati-
ve Genomics for Health and Environ-
ment". Nie moge jednak w tym miejscu
nie wspomnie¢ o czterech pracach opu-
blikowanych wtasnie w okresie przygo-
towan i trwania naszej konferencji. Mi-
chat Dadlez doktadnie w dniu otwarcia
konferencji przekazat mi szczotke pracy
»Global proteomic approach unmasks
involvement of keratins 8 and 18 in the
delivery of cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator (CFTR)/
AF508-CFTR to the plasma membrane",
Proteomics 4, 3333-3844, 2004, poswie-
conej mechanizmowi mukopoliwiscy-
dozy. Jej autorzy wskazali, iz mutacja
w kanale chlorkowym powodujgca te
chorobe nie prowadzi do utraty aktyw-
nosci kanatu. Wywotuje za to zupetnie
niespodziewany efekt - zmutowany
kanat zostaje zwigzany w cytoplazmie
przez keratyne 8 - biatko cytoszkieletu
i nie przedostaje sie do btony komor-
kowej. Jesli zmniejszy sie synteze owej
»Kotwicy" - keratyny 8, to zmutowany
kanat ,,wyskakuje" na powierzchnie, in-
krustuje btone ijest w petni czynny. To
zupeinie nowe spojrzenie na patogeneze
tej ciezkiej choroby, w oczywisty sposéb
otwierajgce swoiste perspektywy far-
makologiczne (cho¢by oparte o synteze
peptydéw zmniejszajgcych interakcje
zmutowanego kanatu z keratyng 8)
i diagnostyczne. Druga prace wreczyta
mi - takze w trakcie konferencji - Mat-
gorzata tobocka. Publikacja ,,Genome
of Bacteriophage P 1" traktuje o genomi-
ce faga PI, podaje petng sekwencje faga
i profaga i analizuje wszystkie ramki
odczytu zawarte w tej sekwencji. Jak na
prace doswiadczalng jest ona w pewien
spos6b ekstrawagancka - liczy az 34
strony. Redakcja Journal of Bacteriology
(21, 7032-7068, 2004), nie tylko przezna-
cza na nig tyle miejsca, ale i opatruje ja
komentarzem redakcyjnym, a co wiecej
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- poswieca jej oktadke numeru. Praca
juz odnotowana zostata w Nature, szy-
kowane jest jej oméwienie w biuletynie
American Microbiological Society. Na
pewno bedzie trwatym odnosnikiem
literaturowym, dotyczacym faga, ktore-
go pochodng jest plazmid pBR i ktorego
badania doprowadzity do poznania me-
chanizmow restrykcji i modyfikacji. Pet-
ne poznanie jego genomu otwiera nowe
perspektywy w badaniu wspéitzalezno-
Sci miedzy ekspresjg genomu faga i ko-
moérki gospodarza. Znajac te sekwencje
tatwo na przyktad skonstruowaé mikro-
uszeregowania DNA faga i $ledzi¢ jego
cykl zyciowy w czasie - in toto. Nie mu-
sze tu podkresla¢, jak wazna jest znajo-
mos¢ genomow fagow w perspektywie
myslenia o fagoterapiach. Trzecig publi-
kacja, ogtoszong w koncu sierpnia 2004
jest praca Marka Zagulskiego i wspot-
pracownikéw ,High Coding Density
on the Largest Paramecium tetraurelia
Somatic Chromosome" (Curr. Biol. 14,
1397-404, 2004) podajgca sekwencje naj-
dluzszego chromosomu somatyczne-
go Paramecium. Autorzy przedstawiajg
tez analize informatyczng sekwencji,
podajg liste zawartych w niej genow.
To wyniki o znaczeniu - jak i poprzed-
nie - trwatym. Jest to druga praca tego
zespotu poswiecona poznaniu genéw
orzeska, wazna bo pozwolita na stwo-
rzenie narzedzi informatycznych uzy-
wanych w tej chwili przez ,,Genoscope”
J. Weissenbacha do analizy i uporzad-
kowania petnego genomu Paramecium.
Genom ten zawiera najprawdopodob-
niej 35000 gendw, jest wiec pewnie
nieco wiekszy niz ludzki. Jego petne
sekwencjonowanie jest w tej chwili naj-
wiekszym  projektem genomicznym
w Europie, a nasze w nim uczestnictwo
jest znaczace. Oczywiscie wysitek ze-
spotu Marka Zagulskiego wpisuje sie
na trwate w fundamenty wiedzy o ge-
nomice porownawczej. W kilka dni po
konferencji Andrzej Kierzek przekazat
nam kopie artykutu w Nature 432 (695-
716, 2004), ktorego jest wspotautorem
(,,Sequence and comparative analysis
of the chicken genome provide unique
perpectives on vertebrate evolution”,
autorzy: International Chicken Genome
Sequencing Consortium). Kierzek jest
jednym sponad stu autorow tej publika-
cji, a IBB, gdzie wykonuje badania, zna-
lazt sie wsréd piecédziesieciu gtéwnych
instytucji $Swiatowych prowadzacych
badania genomiczne. Praca ta to jeden
z kamieni milowych w genomice po-

robwnawczej, opisuje petny genom ptaka
(20-23 000 genow) i wskazuje na zasad-
nicze elementy architektury chromoso-
mow kregowcoéw. | znéw - bedzie ona
stanowi¢ trwaly wkiad do Swiatowej
wiedzy biologicznej. Tak wiec w koncu
2004 roku, w swoje pieédziesieciolecie
Instytut, dzieki wspomnianym bada-
niom, znajduje sie w gtdwnym nurcie
nowego paradygmatu - uje¢ genomicz-
nych probleméw biologii.

Co doda¢ do tego opisu stanu ba-
dan w Instytucie? Nie odmodwie sobie
zanotowania tu zdania jednego z Gosci
sympozjum prof. Andre Goffeau (Uni-
versité Catholique Louvain). Goffeau,
szef europejskiego programu sekwen-
cjonowania drozdzy (w ktérym zresztg
braliSmy aktywny udziat w latach 1993-
-1996), w czasie spotkania oceniajgcego
dziatalno$¢ Instytutu, koriczacego kon-
ferencje powiedziat wprost: ,takiego
Instytutu, tak pracujacego my w Belgii
- nie mamy". Niech ten komplement
z ust jednego z najpowazniejszych au-
torytetdw nauki europejskiej zakonczy
omaAwienie naszych aktualnych badan.

PERSPEKTYWY

Zajmowanie sie futurologia, rozpo-
znaniem przysztosci, szczeg6lnie przy-
sztosci nauki to zadanie wdzieczne dla
odpowiednich ciat zbiorowych. Ale -
mniej ironicznie - pewne rzeczy, szcze-
g6lnie dotyczace bliskiej przysztosci,
przewidzie¢ mozna, mozna je tez (i na-
wet pewnie nalezy) planowac. Z punktu
widzenia technicznego przewidujemy
i planujemy kilka istotnych uzupetnien
potencjalu  metodycznego Instytutu.
W 2005 roku otworzymy pracownie mi-
kroskopii (mikroskop konfokalny, do-
posazenie, mikroskop fazowy). Techniki
mikroskopowe sg istotnym sktadnikiem
metod badawczych zespotdw zajmujg-
cych sie podejsciami catosciowymi do
biologii komorki. Zostanie zakonczona
organizacja platformy proteomicznej,
laboratorium organizowanego w prze-
strzeniach rezerwowych  Instytutu
(gmach D). Mamy zamiar otworzy¢ pra-
cownie hodowli komdérek zwierzecych
z prawdziwego zdarzenia (najwigksze
zainteresowanie tym wyrazajg zespoty
zajmujace sie mutagenezg i naprawg
DNA oraz wirusologiczne). Ta inicjaty-
wa moze by¢ wspierana w ramach pro-
gramu Krajowego Centrum Doskona-
tosci powotanego przy Instytucie przez
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji.
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W ramach dziatania Kampusowego
Centrum Zaawansowanych Technologii
planujemy utworzenie kolejnej platfor-
my Molekularnej Diagnostyki Medycz-
nej. Jej program jest naturalnym rozwi-
nieciem dziatan Pracowni Sekwencjono-
wania i Syntezy DNA kierowanej przez
dr Marka Zagulskiego. Za rozwojem
badan nad biologiag molekularng roslin
winien dazy¢ rozwdj technik tej dzie-
dziny. Mamy zamiar wkroétce podjgé
dziatania dgzgce do stworzenia nowej
hali fitotronowej wraz z odpowiednig,
bezpieczng biologicznie szklarnig. Czas
rozwazy¢é powazne przesprzetowienie
informatyki Instytutu, szczegdlnie w tle
rosngcego w kraju zapotrzebowania na
ustugi European Molecular Biology Ne-
tWork, ktérego gtéwny wezet osadzo-
ny jest w IBB. Warto tu wspomnie¢, iz
z tych baz danych korzysta dzi$ juz po-
nad 1000 abonentéw i ze nasze serwery
gromadzg wcigz rosngce $wiatowe dane
genomiczne i strukturalne, udostepniaja
je catemu srodowisku krajowemu.

Wszystkie te plany oparte sg 0 mniej
lub bardziej realne perspektywy finan-
sowe. Liczymy przynajmniej po czesci
na fundusze strukturalne UE przezna-
czone na wsparcie rozwoju nowych
technik, po czesci na $rodki krajowe. Jesli
chodzi o te pierwsze, to wyréwnywanie
poziomoéw cywilizacyjnych w krajach
UE (czemu te fundusze majg stuzy¢) jest
strategig osadzong w rzeczywistosSci po-
litycznej Europy. Sadze, ze 6w instytuto-
wy europrocentryzm, o ktérym uprzed-
nio wspomniatem, w nastepnych latach
przyniesie rzeczywiste wzmozenie roz-
woju bazy badawczej w kraju. Rowniez
i ta Swiadomos$¢, a nie tylko generalne
rozwazania geopolityczne powodowa-
fa, ze tak cieszyliSmy sie 1 maja 2004
roku z wejscia Polski do Unii Europej-
skiej, wywieszajac flagi polska i unijng
na frontonie Instytutu. | wiasciwie ten
europocentryzm pozwala nam na roz-
sagdne planowanie najblizszej przyszto-
§ci. Programy naukowe Instytutu beda
w sumie determinowane przez progra-
my ramowe Unii. A tu bedzie trwac wy-
razna dominacja tego, co skrotowo sie
okresla jako bio-info-med. | dominowac¢
beda dazenia do komercjalizacji osig-
gnie¢ tych dziedzin. Czy Instytut wnie-
sie do tych programéw swdj udziat? Na
pewno zespoty IBB bedg - jak juz sie
dzieje - uczestniczyty w r6znego rodza-
ju programach europejskich. Naszg sitg
jest oczywiscie doswiadczenie w geno-
mice i informatyce, zdobyte w ostatnim
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dziesiecioleciu i stanowiace dzi$ o swo-
istosci kultury naukowej IBB. Naszg sita
jest tez osiggniecie przyzwoitego Swia-
towego poziomu w dziedzinie stosowa-
nia réznorodnych technik wspétczesnej
biologii molekularnej. Latwo zauwazy¢,
ze tematyka Instytutu jest do$¢ zrézni-
cowana, ale wszystkie zespoty operujg
pewnym uwspolnionych modus operan-
di - zestawem opanowanych podsta-
wowych technik badawczych biologii
strukturalnej i genetyki molekularnej.
W zasadzie mozna tu zaproponowaé
analize czynnosci i struktury dowolne-
go genu ijego produktu, co kilkanascie
lat temu byto dos$¢ odlegta technicznie
perspektywa. Paradoksalnie 6w szero-
ki (zbyt szeroki zapewne) wachlarz te-
matyczny - przy osiagnietym wysokim
poziomie technicznym - jest swojego
rodzaju zaletg naszej jednostki. Tworzy
to z Instytutu cato$¢ zdolng do tatwe-
go absorbowania nowych tematyk, do
elastycznego reagowania na wyzwania
i, co istotne, do podejmowania wspé6t-
pracy z réznymi zespotami w zakresie
tematyk koncentrujgcych w danej chwili
uwage $srodowisk naukowych czy decy-
zyjnych. Ta elastycznos$¢ lezy u podio-
za uczestnictwa Instytutu w systemach
grantowych, czego dowodem jest na-
sza obecnos$¢ w programach Unii, NIH,
NATO, MNil. Sadze, ze jest ona pochod-
ng atmosfery wolnosci nauki w istocie
panujacej od zawsze w Instytucie. Wie-
rze, ze w nastepnych latach ta zasada nie
ulegnie zmianie i ze zadna parametryza-
cja nie zastapi tu szacunku dla wysitku
poznawczego i zdrowego rozsadku. To
wiasnie te postawe ciggtego zaintereso-
wania nowym i rozbudowang zdolnos¢
do uczestnictwa w rozwoju naszej dzie-
dziny wnosimy do dziatan badawczych
kontynentu. A jej nosicielami wierze, ze
beda kolejne fale naszych doktorantow
(byto ich w IBB w koncu roku 2004 po-
nad stu), juz w tej chwili bedacych licza-
ca sie w Europie grupa mitodych biolo-
gow molekularnych.

Jesli chodzi o kontekst krajowy, to
sprawy sa mniej jasne. Niezdefinio-
wany dzi$ stosunek do roli nauk pod-
stawowych w polskim spoteczenstwie
jest tylko pochodng ogélnego niezde-
finiowania regut dziatania owego spo-
teczenistwa, ciggle jakby po omacku
szukajgcego zapomnianych prostych
zasad. Rozhustani miedzy prymitywny-
mi opowie$ciami o liberalizmie ekono-
micznym a spaczonym solidaryzmem,
szukamy wcigz formuty porzadku we-

wnetrznego, zapewniajgcego to, co tad-
nie po angielsku nazywa sie sustainable
development. Warto tu przypomnie¢, iz
jedng z takich prostych zasad w upo-
rzadkowanych spoteczehAstwach jest
zapewnienie naukom podstawowym
odpowiedniego miejsca. Skrajne pro-
pozycje spoteczne w przypadku nauki
niosg swoiste zagrozenie, solidaryzm
roszczeniowy moze wyrodzic sie w sta-
gnacje, komercjalizacja nauki - w huc-
pe. Obie rzeczy sg dla rozwoju nauki
niebezpieczne. Jesli chodzi o te druga, to
liczne doswiadczenia z tzw. ,,poprzed-
niego okresu" mowia, iz dominacja
mys$lenia o nauce tylko w kategoriach
zastosowan konczy sie zle. Jak czesto
powtarza Federico Mayor: ,,po to, by
mie¢ nauke stosowana, najpierw nalezy
mie¢ nauke". Oczywiscie w naszej dzie-
dzinie myslenie praktyczne jest jednym
z motoréw badawczych. Ale nie nalezy
sie poddawaé¢ mysleniu zyczeniowemu
i tworzy¢ na uzytek inwestora czy gran-
todawcy mitéw o naszej wszechmocy.
Wydaje mi sige, ze zespoty Instytutu nie
zgrzeszg tu przeciw zdrowemu rozsad-
kowi, cho¢ bedzie to wymagaé wysitku,
bowiem myslenie magiczne wcale nie
odeszto z poprzednio dominujacg filo-
zofig tyle, ze objeto inne cele zyciowe.
Wyglada na to, ze tak jak w poprzed-
nim okresie, kto nie obieca gruszek na
wierzbie, nie bedzie chetnie widziany
na $wieczniku. Ale to jest po prostu los
naukowca. Nie by¢ handlarzem idei, tyl-
ko ich analitykiem. Sadze, ze tego typu
funkcja spoteczna nauki bedzie w su-
mie zauwazona i ze znajdziemy moze
niewystarczajgce, ale jednak wsparcie
Panstwa. Niestety wydaje sie, ze czeka
nas tez wzrost konfliktéw nauki z admi-
nistracja. Jego zrédiem bedzie narasta-
jacy nadmiar prawa. Problem dotyczy
catego naszego spoteczenstwa, ale na-
uka jest na to bardzo wyczulona. Wraz
z innymi bedziemy sie para¢ z lokalnym
metniactwem prawnym, ubierajgcym
sie w piérka miedzynarodowosci, za-
ktdcajagcym ciggtosc dziatania i bedgcym
wyrazem checi kontroli nad kazdym
przejawem zycia. Warto tu tylko przy-
pomnieé, ze ,,nadmiar prawa jest bez-
prawiem", bo daje pole woluntaryzmo-
wi. Powaznej nauki nie da sie uprawiac
w ,,przeregulowanym" systemie, po-
niewaz krepuje on inwencje. Zeby i tu
znalez¢ jaki$ element optymistyczny,
mozna powiedzie¢, ze i systemy praw-
ne majg tendencje do samooczyszczania
sie, jednak pod warunkiem dziatania
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Swiattych ludzi. Wierze (moze nawet
wiem), ze typ kultury naukowej wypra-
cowany w Instytucie, oparty o swobode
badan, szacunek dla osiggniec i cenienie
innych, ma swojg warto$¢ oczywistg dla
nas, ale i stanowi jaki$ wzor Srodowi-
skowy.
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TRADYCIE, KTORE NIE
MOGA WYGASNAC

< Nauka podstawowa dla wszystkich gatezi
biologii = 3.000 biochemikéw w W. Brytanii
« Polska niegdy$ niegdy$ czotdéwce Swiato-
wej

Prof. J6zef Heller

Wiele sie dzisiaj styszy i czyta o bio-
chemii jako nauce podstawowej dla
wszystkich gatezi biologii - medycy-
ny, nauk rolniczych itp. Biochemia jest
nauka stosunkowo mitodg, istnieje bo-
wiem dopiero od lat okoto 80. Poczatko-
wo zajmowata sie sktadem chemicznym
zywych istot i starata sie wyswietli¢
zachodzgce w nich procesy chemiczne.
Badata wiec, jak ustroje buduja z pokar-
méw swojg substancje zywa i jak przez
rozktad swoich sktadnikéw uzyskujg
potrzebna energie, i wreszcie, jakie przy
tym powstajg i sg wydalane odpadki.

Przed 20 mniej wiecej laty biochemia
osiaggneta wielkie sukcesy w wyjasnie-
niu przemian odbywajacych sie pod-
czas pracy miesni. Osiggniecia te staty
sie punktem wyijscia dla rewolucyjnego
wprost rozwoju innych gatezi bioche-
mii w ciggu ostatnich 15 lat.

Badania nad mig$niami daly nowy
spos6b patrzenia na procesy bioche-
miczne, stworzyly nowe problemy,
ktére dla swego rozwigzania wymagaty
nowej, udoskonalonej techniki.

Nowoczesna biochemia wprzegta
wiec na swe ustugi udoskonalone
metody fizykochemiczne i fizyczne
- specjalnie przystosowang spektrofo-
tometrie obejmujgcg pomiary widma
w czes$ciach niewidzialnych, oznacza-
nie gestosci elektronowej promienia-
mi rentgena, badania przy pomocy
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mikroskopu elektronowego i wiele in-
nych. Specjalnie dla potrzeb biochemii
skonstruowano ultrawiréwki dajace
kilkadziesigt, a nawet setki tysiecy ob-
rotbw na minute. Zawodne obserwacje
okiem zastgpiono przez obiektywne
zapisywanie wynikéw przy pomocy
Swiattoczutej komorki i sprzetu elek-
tronowego. Ukoronowaniem rozwoju
metodyki biochemicznej byto wpro-
wadzenie na krotko przed ostatnig
wojng izotopébw promieniotwdrczych
do znakowania w zwiazkach chemicz-
nych. Dzieki udoskonalonej techni-
ce mozna byto wnika¢ coraz giebiej
w istote przemian odbywajacych sie
w zywych ustrojach.

Dzisiejsza biochemia stawia sobie za
zadanie wyjasnienie wszystkich zja-
wisk biologicznych jako okreslonych
reakcji chemicznych pomiedzy Scisle
okreslonymi czgsteczkami chemiczny-
mi. Siega ona zatem giebiej w istote zy-
cia, niz inne nauki, stajac sie podstawa
wszystkich nauk biologicznych. Wyja-
$ni to moze najlepiej przyktad.

Czesto wystepujaca choroba cukro-
wa polega na tym, ze trzustka chore-
go nie wytwarza w potrzebnej ilosci
hormonu - insuliny. Insulina jest sto-
sunkowo prostym ciatem biatkowym,
ktérego budowa zostata wyjasniona
w ostatnich latach, tak ze synteza tego
hormonu weszta w sfere co najmniej
teoretycznej mozliwosci. Zastrzyknie-
cie choremu insuliny usuwa wszelkie
objawy cukrzycowe: zmniejsza sie za-
warto$¢ cukru we krwi, ustaje wydala-
nie cukru w moczu, a w watrobie od-
ktada sie, jak u zdrowego, glikogen, tj.
ciatlo macierzyste cukru zwierzecego.
Znajac te fakty, lekarz i fizjolog twier-
dza, ze rozumieja dziatanie insuliny.
Biochemikowi to nie wystarcza. Podej-
rzewa on, ze insulina hamuje dziatanie
enzymu heksokinazy, dzigki ktéremu
przytacza sie kwas fosforowy do 6-ego
wegla glikozy (tj. cukru wystepujace-
go powszechnie u zywych istot). Re-
akcja ta jest jedng z Kkilkudziesieciu
poznanych kolejnych reakcji prowa-
dzacych do ,,spalenia™ w ustroju cukru
na wode i dwutlenek wegla. Dotad
jednak nie udato sie doswiadczalnie
potwierdzi¢ tego podejrzenia i dlate-
go biochemik uwaza, ze nie wyjasnit
jeszcze roli insuliny.

Biochemia nie stawia sobie bezpo-
Srednio celow praktycznych, ale liczne

jej osiagniecia znajdujg od razu prak-
tyczne zastosowanie. Znowu wyjasni
nam to przykiad.

W r. 1944 biochemik T. Mann pod-
jat w Cambridge badania nad bioche-
mig nasienia zwierzecego. Juz po roku
odkryt w nim obecnos¢ fruktozy, a w
ciggu nastepnych dwodch lat wypra-
cowal diugo poszukiwang probe na
przydatno$¢ nasienia do sztucznego
zaptadniania zwierzat uzytkowych.
Préba ta oparta na metabolizmie fruk-
tozy w nasieniu zostata natychmiast
wprowadzona jako ogolnie obowia-
zujaca we wszystkich angielskich sta-
cjach zootechnicznych.

Biochemia wykazuje obecnie ogrom-
ne tempo rozwojowe, mimo ze wyma-
ga bardzo kosztownej aparatury i bie-
zacych kosztow na odczynniki. Kadry
biochemikoéw rosng na Zachodzie bar-
dzo szybko. Angielskie Towarzystwo
Biochemiczne liczy dzi$ juz okoto 3 tys.
Cztonkow, w USA jest biochemikow
znacznie wiecej. Miesiecznie ukazuje
sie na $wiecie okoto 300 prac z zakre-
su ,,czystej" biochemii, a 900 do 1200
tacznie z biochemiag klinicznag, zwie-
rzeca, roslinng itp. Biochemia rozszerza
sie na coraz nowe dziedziny, powstaje
biochemia genetyczna, cytochemiczna,
immunochemiczna itd. Obok bioche-
mii wyrasta, w $cistym z nig zwiazku,
nowa nauka - biofizyka. Powstajg nowe
instytuty i czasopisma obstugujace tacz-
nie obie te pokrewne nauki.

JAK sie natym tle przedstawia bioche-
mia polska?

Biochemia polska do ostatniej woj-
ny S$wiatowej zajmowala poczesne
miejsce w nauce $wiatowej. Jednym
ze wspoktworcow polskiej biochemii
byt Marceli Nencki. Nie dane mu byto
pracowa¢ w kraju. Stusznie uwazamy
go za pierwszego biochemika polskie-
go, nie zaprzeczajac przez to tytutu ojca
biochemii rosyjskiej, ktéry mu przy-
znajg nasi koledzy radzieccy. Mtodszy
od niego Leon Marchlewski rozpoczat
swoje dziatania w Krakowie z poczat-
kiem biezgcego wieku i umart tuz po
drugiej wojnie Swiatowej. Zastuzyt sie
zwtaszcza w badaniach nad chlorofilem,
zielonym barwnikiem roslin. W okresie
dwudziestolecia dziatali wybitni ucze-
ni: Biataszewicz, Parnas i Przytecki.
Parnas byt jednym z trzech uczonych
(Embden, Meyerhof, Parnas), od kt6-
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rych przemiany chemiczne w miegéniu
okresla sie jako cykl E. M. P. Uczeni ci
wychowali uczniéw, ktoérzy dzisiaj zaj-
muja wiekszo$¢ kierowniczych stano-
wisk w biochemii polskiej. Ich warszta-
ty naukowe byty zaopatrzone jak prze-
cietne dobre pracownie Swiatowe, co
przy 6wczesnym poziomie techniki na-
ukowej nie byto tak trudne jak dzisiaj.

Z grona badaczy, ktérych nazwiska
spotykato sie przed wojng w S$wiato-
wych pismach przezyta wojne i sta-
neta do pracy zaledwie trzecia czes¢
- W zniszczonych pracowniach, przy
zdekompletowanych lub  zupetnie
zniszczonych bibliotekach. Réwnocze-
$nie ogromnie wzrosty zadania przez
rozrost wyzszych szkét i szybkie orga-
nizowanie instytutéw badawczych na
skate nieznang w okresie przedwojen-
nym. W zdumiewajgco krétkim czasie
praca w katedrach biochemii potoczyta
sie normalnie, pojawily sie pierwsze
powojenne prace naukowe, a nawet na
miejsce wyczerpanego jednego pod-
recznika przedwojennego pojawity sie
w przeciagu trzech lat dwa nowe pod-
reczniki. Tak wiec biochemia polska,
pokonawszy w pierwszych 3 -4 latach
wielkie trudnosci organizacyjne, wy-
wigzata sie na swoim odcinku z zadania
odbudowy i mogta stusznie liczy¢ na
poparcie i opieke nad dalszym swym
rozwojem.

Niestety, lata nastepne nie spetnity
tych nadziei. Nie doceniono poczat-
kowo znaczenia biochemii dla catosci
nauk przyrodniczych i lekarskich. Nie
doceniono rewolucyjnego postepu
techniki badan na Zachodzie, wyma-
gajacego odmiennego i kosztowniejsze-
go wyposazenia technicznego. Nie do-
ceniono wreszcie trudnosci kadrowych
w zakresie biochemii.

Brak u nas kierunku studidw, kto6-
ry by ksztalcit specjalistow bioche-
mikéw. Wyszkolenie biochemika za-
czynac sie u nas musi dopiero po uzy-
skaniu przez niego dyplomu lekarza,
magistra chemii, biologii, lub farmac;ji.
Wobec braku odpowiednich instytu-
tow, szkolenie to odbywa sie na skale
»Chatupniczg" przez nieliczng garstke
specjalistdow, przecigzonych praca dy-
daktyczng. Przyrost wyszkolonej kadry
odbywa sie powoli, pozostaje znacznie
w tyle za rosngcymi potrzebami.

W tych warunkach polepszenia sy-
tuacji mozna oczekiwac tylko w razie
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koncentracji wysitkéw, w razie sku-
pienia rozporzadzalnych sit kierowni-
czych, zakupu nowoczesnej aparatury,
stworzenia odpowiedniej bazy bi-
bliotecznej i zapewnienia odpowied-
nio przystosowanych pomieszczen,
jednym stowem - w razie stworzenia
specjalnego Instytutu Biochemii i Bio-
fizyki.

W maju 1952 r. powstat Komitet Bio-
chemiczny Polskiej Akademii Nauk.
Dzieki poparciu PAN rozwinat sie dziat
biochemii PZH jako zalazek przysztego
instytutu. W dwa lata p6zniej, Akade-
mia powotata witasny Zaktad Bioche-
mii.

Zaktad Biochemii od chwili swego
powstania wprowadzit wspdiczesne
kierunki i metody badawcze. W opar-
ciu o poprzedni dorobek dziatu bioche-
mii PZH udato sie skupi¢ w Zaktadzie
powazne grono samodzielnych pra-
cownikéw naukowych i wyszkoli¢ po-
kazny zastep mtodszych pracownikéw,
ktorzy moga sie juz wykazaé pieknym
dorobkiem naukowym. W Zakladzie
pracuje obecnie czterech profesoréw
i pieciu docentéw, che¢ przystapienia,
w razie przeksztatcenia Zaktadu na In-
stytut, zgtosit jeden profesor i dwéch
docentéw.

Niestety zesp6t ten, ktéry ze wzgle-
du na swa liczebno$¢ i ciezar gatunko-
wy, moégitby zapewni¢ szybki rozwdj
biochemii w Polsce, odrobienie naszych
zalegtosci i zacofania - nie rozporzadza
odpowiednig bazg materialng. Przede
wszystkim brak Zaktadowi wiasnego
lokalu. Miesci sie on w pieciu punk-
tach. Wszystkie pracownie mieszczg sie
wspolnie z odpowiednimi katedrami
Akademii Medycznej, SGGW i z pra-
cowniami PZH. W tych warunkach Za-
ktad nie moze wchtona¢ odpowiedniej
ilosci mtodych pracownikéw, ani po-
trzebnej ilosci pracownikéw naukowo-
-technicznych.

Druga, niemniejsza bolaczka, jest
brak nowoczesnej aparatury. W latach
ubiegtych importowano do kraju nie-
mato nowoczesnych przyrzadéw bio-
chemicznych, ale trafiaty one przede
wszystkim do instytutow resortowych,
a nawet do laboratoriow zaktadow
produkcyjnych, gdzie nie byty ani tak
bardzo potrzebne, ani odpowiednio
wykorzystane. Pracownicy Zaktadu nie
chcac rezygnowaé z nowoczesnych me-

tod, korzystaja z mniejszej lub wiekszej
goscinnosci innych zaktaddéw.

Mimo tych trudnosci Zaktad ogtosit
juz okoto 40 prac naukowych inawigzat
szerokie kontakty z biochemikami
réznych krajow. Zwiaszcza zywo
przebiega wspotpraca z pokrewnymi
zaktadami Czechostowacji i Wegier,
z ktorymi  czeSciowo  wspoélnie
planujemy i opracowujemy problemy
naukowe i wymieniamy czasowo
pracownikéw. W obecnych jednak
warunkach wiele wysitkéw idzie na
marne, a kazdy osiggniety wynik
wymaga nieproporcjonalnie duzego
wysitku.

Czas najwyzszy, zeby skonczy¢
z obecng sytuacjg w biochemii. Od
wielu lat podnoszone sa ze strony in-
nych nauk stuszne zgdania pomocy od
biochemii, ktérym ze wzgledu na trud-
nosci lokalowe i braki w aparaturze, nie
mozemy zado$éuczyni¢. Brak aparatu-
ry i lokalu nie pozwala na ksztatcenie,
w nowoczesnych warunkach, miodej
kadry, ktéra powinna zasili¢ pracownie
nauk pokrewnych. Wiadomosci facho-
we i zapal powaznej grupy doswiadczo-
nych pracownikéw nauki marnuje sie
i rozprasza na pokonywanie codzien-
nych trudnosci. Nalezy przeksztatci¢
Zaktad Biochemii PAN w nowoczesny
Instytut Biochemii i Biofizyki, zapewni¢
mu odpowiedni wiasny lokal i aparatu-
re naukowa.

SPROSTOWANIE

W sprawozdaniu z Konferencji
»Modyfikowane Kwasy Nukleinowe"
poswieconej pamieci profesora Broni-
stawa Filipowicza, napisanym przez
Marka Gniazdowskiego, Leszka Szmi-
giero i Dorote Wilmarnska, ktére zostato
opublikowane w Postgpach Biochemii,
tom 50, zeszyt 4, str. 392-394 (2004), za-
mieszczono na stronie 393 karykature
profesora Filipowicza z 1950 roku wy-
konang przez Leszka Wozniaka, wéw-
czas studenta Wydziatu Lekarskiego,
pézniej profesora i rektora Akademii
Medycznej w todzi (karykatura wy-
korzystano za zgodg autora). Niestety,
karykatura zostata opublikowana bez
wiasciwego opisu, za co jej autora oraz
autorow sprawozdania redakcja ser-
decznie przeprasza.
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Wskazoéwki dla Autorow

WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Bio-
chemii" moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych,
krétkich not o najnowszych osiggnieciach i poglagdach oraz
listéw do Redakcji. Redakcja nie ogranicza objetosci manu-
skryptow, jakkolwiek w kazdym przypadku zalecana jest
zwieztos¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢ poda-
wanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowanego pismien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione
zagadnienia zilustrowane za pomocg tabel i rycin (wykresy,
schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotografie), w uza-
sadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzajg wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje
publikowane przez autoréw cytowanych prac oryginal-
nych, do czego Redakcja zacheca, nalezy uzyskac¢ i przeka-
za¢ nam zgode na przedruk, zaré6wno od autoréw, jak i z
wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych rycin
i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa
jest rowniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redak-
cji jest rownoznaczne z oswiadczeniem, ze nadestana praca
nie byta publikowana ani nie zostata zgtoszona do publi-
kacji w innym czasopi$mie, natomiast jezeli zostanie ogto-
szona w ,,Postepach Biochemii", jej publikacja w catosci lub
we fragmentach w innym czasopi$mie wymaga¢ bedzie
uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace po-
dejmuje decyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu
na podstawie wiasnej opinii i opinii dwdch niezaleznych
recenzentéw, w ciagu 6 tygodni od momentu otrzymania
artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga poprawek
odautorskich, Autorzy otrzymuja drogg elektroniczng opi-
nie recenzentdéw i proszeni sg 0 przygotowanie poprawio-
nej wersji manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu
8 tygodni. Ostateczng decyzje o przyjeciu pracy podejmuje
Redaktor Naczelny w ciggu 2 tygodni od otrzymania po-
prawionej wersji manuskryptu.

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

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru
»Postepow Biochemii", w ktérym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystgpieniem do napisania artykutu Autorzy sa
proszeni o zapoznanie sie z najnowszym numerem ,,Poste-
péw Biochemii", aby przygotowa¢ prace pod wzgledem
edytorskim, jezykowym oraz jakosSci materiatu ilustracyj-
nego, ktére bedg odpowiadatly aktualnym wymogom Re-
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dakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem naukowym,
lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawnos¢ logiczna
i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos¢ i czy-
telno$¢. Autorzy winni unikaé¢ sktadni obcojezycznej, gwa-
ry laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie skrotow
nawet, jesli bywajg uzywane w pracach specjalistycznych.
Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega ocenie spe-
cjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia
koniecznych zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wy-
jatkowych 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 zacho-
waniem podwojnego odstepu miedzy wierszami, z uzyciem
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna-
ki specjalne prosimy wstawia¢ komendg ,,insert". W tekscie
prosimy wskazaé¢ miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

Wskazany jest podziat artykutu na nienumerowane roz-
dziaty i podrozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i na-
zwiska Autoréw (ze wskazaniem autora korespondujgce-
go), tytut naukowy kazdego z Autoréw i ich miejsce pracy
z adresem pocztowym, numerem telefonu i adresem poczty
elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz stosowanych
skrotéw (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrocony tytut pracy (do
25 znakéw).

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

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cy-
towan oryginalnych prac, odsytajgc czytelnikbw w miare
mozliwosci do artykutow przeglagdowych. Redakcja zaleca
zacytowanie co najwyzej 70 publikacji, w wiekszosci pocho-
dzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz pismiennictwa obejmuje
prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza sie
je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadrato-
we, np. [3,7,9-26]. Sposéb cytowania prac oryginalnych (1)
i przeglagdowych (2), ksigzek (3), rozdziatow z ksiazek jed-
notomowych (4), rozdziatow z tomow serii opracowanych
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przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej podane $ci jednego tamu (8,5 cm) lub strony (18 cm). Na rycinach

przyktady: nie nalezy umieszczaé¢ opiséw stownych, lecz postugiwaé
1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic sie skrotami. Opisy na rysunkach powinny byé wykona-
analysis of KvAP voltage-dependent K+channels in an open confor- ne czcionkg Arial 8. llustracje i tabele prosimy przesytaé
mation. Nature 430: 806-810 w osobnych plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢
2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by minimalng rozdzielczo$¢ 300 dpi dla obrazéw kolorowych
266392_;’;;%56 of the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: i skali szarosci (zdjecia czarno biate) oraz 600 dpi dla ilustra-
cji czarno-biatych (schematy, wzory strukturalne zawierajg-
3. D.o}owy K, Szewcz,yk A, Pikula. S (2003) Btony biologiczne, Wydaw- ce tylko czerri i biel).
nictwo Naukowe Slgsk, Katowice, Warszawa
4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na ad-
dynamics of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: res:
Pochet R (red) Calcium: the molecular basis of calcium action in bi-
ology and medicine. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Bo- postepy@nencki.gov.pl
ston, London, str. 191-205
5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja . . .
koﬁcz 5' (KAPU)VmRNA iu snRyNA, W: K(oron)iak H, BarciszewsIJd i W przypadkach uz_asadnlc?nych, np. brak_lem odpowied-
J (red) Na pograniczu chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Nauko- niego oprogramowania, prosimy o przystanie pracy na dys-
we Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznan, str. kietce lub ptycie CD, zabezpieczonej przed uszkodzeniem
143-179 W czasie transportu, na adres:
Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem Stawomir Pikuta
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami umieszczo- redaktor naczelny
nymi pod tabela. Wielkos¢ tabel powinna by¢ dostosowana kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub strony (18 cm). Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN
llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, ul. Pasteura 3
* psd, lub *.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. 02-093 Warszawa

Wielko$¢ ryciny powinna by¢ dostosowana do szeroko-

Komunikat Zarzgdu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

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

Sktadka cztonkowska Towarzystwa w 2005 roku wynosi dla cztonkéw rzeczywistych 80 zt, dla cztonkéw studentéow 40 zt
(w tym roczna prenumerata ,,Postepéw Biochemii"); matzehstwa moga optacac¢ sktadki w wysokosci 120 zt (80 + 40). Czton-
kowie, ktorzy optaca sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2005 roku, majg zapewniong bezptatng prenumerate kwartalnika
»Postepy Biochemii". Cztonkowie, ktérzy optacg sktadke po tym terminie, bedg otrzymywac kwartalnik do czasu wyczerpa-
nia sie zapasd6w magazynowych. Powyzsze zmiany nie dotyczg cztonkéw honorowych Towarzystwa. Natomiast cztonkowie-
-emeryci, nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej, ptacg jedynie 30 zt za roczng prenumerate ,,Postepéw Bioche-
mii". Osoby, ktére nie sg cztonkami Towarzystwa, mogg by¢ prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii". Koszt prenumeraty
w 2005 roku wynosi 100 zt (w tym koszty wysyiki). Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepéw Biochemii" (wraz z kosztami
wysytki) 140 zi.

UWAGA: ZMIANA NUMEROW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

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

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

Wptaty za prenumerate kwartalnika ,,Acta Biochimica Polonica" nalezy dokonywac¢ na konto:

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

dr Anna Dygas
skarbnik Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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OLYMPUS

Your Vision, Our Future

O: TAK DWA SKANERY LASEROWE

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

zywych komorek, rozwigzuje problem utraty danych podczas rejestracji procesow.

W systemach konfokalnych poprzedniej generacji do pobudzania komorek i do

obserwaciji uzywany byt jeden tylko uktad skanujacy. Powodowato to, ze niemozliwe {
byto rejestrowanie szybkiej odpowiedzi komérek podczas i bezposrednio po l
stymulacji. Dwa zsynchronizowane ukiady skanujace zastosowane w mikroskopie !
FV1000 umozliwiaja jednoczesne prowadzenie obserwaciji proceséw oraz ~'
dokonywanie stymulacji. Utatwia to wszechstronna, precyzyjna dokumentacje
i analize zjawisk na poziomie komorkowym, bez utraty istotnych informacii.
FluoView FV1000 wprowadza nowg jako$¢ w badaniach procesow
przezyciowych: rejestracje i zrozumienie zjawisk w stopniu
poprzednio nieosiagalnym. Wystarczy tylko chwila pracy

Z naszym nowym systemem, aby to potwierdzic.

Z nami rozwiazanie Panstwa probleméw badawczych
bedzie dwa razy prostsze.

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

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