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POSTEPY BIOCHEMII ,PO PIECDZIESIATCE"

a okragta rocznica jak zwykle sktania do refleksji i do zadawania pytan. Jedno, w moim odczuciu najwazniejsze, to pytanie, czy cza-
Tsopismo takie jak ,,Postepy Biochemii" jest potrzebne? W dobie zalewu informacji, ogromnej liczby istniejagcych i nowopowstajacych
czasopism naukowych, internetu oraz wzigwszy pod uwage fakt, ze piSmiennictwo z zakresu biochemii od korca Il wojny Swiatowej jest
zdominowane przez opracowania w jezyku angielskim, odpowiedz na tak postawione pytanie nie jest fatwa. Réwniez w naszym Kkraju
konieczno$¢ przywrdécenia polskiej biochemii wymiaru poréwnywalnego z reprezentowanym w wysokorozwinietych krajach europej-
skich, nie stuzy najlepiej rozwojowi piSmiennictwa naukowego w ojczystym jezyku. Poczgwszy od wymagan, jakie stawia sie mtodym
adeptom biochemii, a skoficzywszy na ocenie dziatalnosci naukowej catych placéwek badawczych, zdolno$¢ do prawidtowego postugi-
wania si¢ jezykiem polskim nie stoi na pierwszym miejscu w hierarchii potrzeb. Teoretycznie, prawdziwy bastion, w ktérym znajomos$¢
jezyka polskiego w pismie jest konieczna, stanowiag prace magisterskie i licencjackie oraz rozprawy doktorskie i habilitacyjne. Ale czy i ta
ostatnia twierdza nie ulegnie wkrdtce naporowi jezyka angielskiego?

Mowiac o jezyku mamy najczesciej na mysli ludzkag mowe, to jest system artykutowanych dzwiekéw, uktadajacych sie zgodnie z kon-
wencja, gdzie mowa oznacza uzywanie jezyka w procesie porozumiewania sie. A jesli tak, jesli ten system porozumiewania sie jest tak
wazny, choéby w procesie edukacji, to czy przed polskojezycznym pismiennictwem naukowym nie stoi wazne zadanie, wrecz misja
do spetnienia? Na jezyk ojczysty, jako uksztaltowany spotecznie zesp6t symboli, uzywanych w procesie komunikowania sie zgodnie
z obiektywnymi regutami budowania wypowiedzi jezykowy, sktadaja sie dwa elementy: zbiér znakéw (foneméw, morfemdéw i wyra-
z6w) oraz reguty tychze znakéw taczenia (fonologia, morfologia, syntaktyka i semantyka). Jesli uSwiadomimy sobie znaczenie tej definicji
jezyka, dalsza dyskusja na temat podtrzymywania polskiego piémiennictwa biochemicznego jest bezprzedmiotowa. Przeciez jako Polacy
zamierzamy w mozliwie najbogatszy sposéb porozumiewac sie ze sobg w ojczystym jezyku. Zatem zadne wzgledy koniunkturalne,
mody i trendy $wiatowe, nie wspominajac o odgérnych decyzjach czy polityce miedzynarodowej, nie moga zmieni¢ faktu nie tylko ko-
niecznos$ci podtrzymywania ojczystego piSmiennictwa naukowego, ale jego propagowania i rozwoju.

Taka misje do wypetnienia zawsze miaty i majg ,,Postepy Biochemii"; stanowig nie tylko tamy stuzgce przyblizeniu osobom zainte-
resowanym POSTEPU w biochemii i naukach pokrewnych, w tym medycznych, ale przede wszystkim miejsce, gdzie powstaje polska
terminologia naukowa, gdzie autorzy, czytelnicy i redaktorzy dodadza wspdlna cegietke, dzigki ktdrej nasz jezyk ojczysty jako najlep-
szy sposob przedstawiania przedmiotéw, czynnosci czy abstrakcyjnych poje¢ za pomocg umownego systemu dzwigkéw badz znakéw,
stanie sie bogatszy. Jedynym uktonem w strone mdéd jest nowa szata graficzno-edytorska czasopisma. Je$li mamy zamiar da¢ ,,szanse"
jezykowi ojczystemu, zadbajmy zeby ten jezyk miat ,,rowny start" i zeby po czasopismo nie tylko byto warto siegna¢, ale takze by byta
to przyjemnos¢.
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Naczyniowe oksydazy NAD(P)H - znaczenie w patogenezie miazdzycy

STRESZCZENIE

aczyniowe oksydazy NAD(P)H to wielopodjednostkowe kompleksy enzymatyczne,

wystepujace w komoérkach miocytéw naczyn krwionos$nych i komérkach $rédbtonka.
Enzymy te sg gtdbwnym Zrédiem anionorodnika ponadtlenkowego na terenie $cian naczyn
krwiono$nych. Zwigzane z btonami plazmatycznymi aktywne formy oksydaz NAD(P)H
zbudowane sa co najmniej z szeSciu podjednostek, mianowicie biatek NOX, p22phox,
p47phox, p67phox, p40pHox i matej GTPazy Rac. Gtdwnym aktywatorem naczyniowych
oksydaz NAD(P)H jest angiotensyna Il. Angiotensyna Il stymuluje wytwarzanie anionorod-
nika ponadtlenkowego i posrednio nadtlenku wodoru. Oba wolne rodniki aktywuja wiele
proces6w sprzyjajacych rozwojowi miazdzycy, miedzy innymi podwyzszajg ekspresje bia-
tek anhezyjnych, chemoatraktantéw i aktywuja czynnik transkrypcyjny NF-kB. Moga takze
indukowa¢ apoptoze komdrek srédbtonka, tlenowe modyfikacje lipoprotein o niskiej gesto-
éci oraz przerost i proliferacje miocytow naczyn. Specyficzne inhibitory oksydaz NAD(P)H
moga okazaé sie dobrym narzedziem badawczym i niewykluczone, ze przyczynig si¢ do roz-
woju nowych terapeutycznych strategii leczenia choréb sercowo-naczyniowych.

WPROWADZENIE

Oksydazy NAD(P)H to wielopodjednostkowe kompleksy enzymatyczne,
wystepujagce w komoérkach miesni gtadkich naczyn krwionosnych i komor-
kach $rodbtonka, dlatego nazywane sg naczyniowymi oksydazami NAD(P)H.
Enzymy te sa gtdbwnym Zzrddiem anionorodnikow ponadtlenkowych (CV) na
terenie $cian naczyn krwionosnych [1, 2], Aktywne formy oksydaz NAD(P)H
zlokalizowane sg w blonach plazmatycznych i wykazujg duze podobienstwo do
oksydazy NADPH obecnej w komérkach fagocytow, uczestniczacej w niszcze-
niu mikroorganizméw [3, 4], Kompleks oksydazy NADPH fagocytow sklada
sie z pieciu biatek phox (ang. piliagocyte oxidase). Biatka gp91lphox i p22phox sg
zlokalizowane w btonie komérkowej. Biatko gp91phox jest podjednostka katali-
tyczna kompleksu. Pozostate trzy biatka p47phox, p67phox i p40phox wystepuja
w cytosotu.

Aktywacja kompleksu naczyniowych oksydaz NAD(P)H zachodzi z udziatem
licznych agonistéw, w tym angiotensyny Il [5-13] i zwigzana jest z fosforylacjg
biatka p47phox [14, 15]. Fosforylacja p47phox umozliwia translokacje podjed-
nostek cytoplazmatycznych do btony komadrkowej i ich asocjacje ze sktadnikami
btonowymi [14,15], W tworzeniu kompleksu aktywnego uczestniczy biatko G o
niskiej masie czasteczkowej, Rac-1 lub Rac-2. W komdrkach naczyn krwiono-
$nych, obok biatka gp91phox, wystepuja takze jego homologi, takie jak NOX1
(ang. NADPH oxidase 1) i NOX4 [16-19] oraz homologi biatek p47phox i p67phox
[20, 21], ktére w potaczeniu z pozostatymi podjednostkami kompleksu moga
tworzy¢ aktywne katalitycznie formy oksydaz NAD(P)H, zdolne do produkcji
02

Anionorodnik ponadtlenkowy wytwarzany na terenie $cian tetniczych przez
oksydazy NAD(P)H, stymuluje wiele proceséw prowadzacych do rozwoju
miazdzycy, takich jak ostabianie relaksacji naczyn zaleznej od tlenku azotu [22],
uszkadzanie komarek srédbtonka i tlenowe modyfikowanie lipoprotein o niskiej
gestosci [23-26]. Nadtlenek wodoru (H”02), bedacy produktem przeksztatcenia
Op przez dysmutaze ponadtlenkowg zapoczatkowuje kaskady sygnalizacyjne,
aktywujgc wiele kinaz biatkowych i czynnikéw transkrypcyjnych, zaleznych od
stanu redoks komérki. Nadtlenek wodoru moze stymulowa¢ wzrost i prolifera-
cje miocytéw naczyn [27-32], a takze aktywowac $rodblonek naczyn, co przeja-
wia sie wzrostem syntezy i ekspresji receptoréw adhezyjnych na powierzchni
btony [33-36] oraz wydzielaniem chemokin [11, 37, 38],

Do inhibitoréw naczyniowych oksydaz NAD(P)H nalezg miedzy innymi
difenylenojodonian (DPI, ang. diphenylene iodonium), apocynina, estrogen i mo-
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dulatory receptoréw estrogenowych [39-49], oraz kwas ace-
tylosalicylowy, inhibitory skiadnikéw ukiadu renina-an-
giotensyna i statyny [28, 50-56], Wiekszo$¢ wymienionych
inhibitoréw to zwiagzki dziatajace nieswoiscie lub inhibitory
posrednie. Poznanie roli naczyniowych oksydaz NAD(P)H
w patogenezie miazdzycy oraz szczeg6towego mechani-
zmu ich aktywacji i dziatania sg przedmiotem licznych
badan, prowadzonych z zastosowaniem swoistych inhibi-
tor6w. Badania te wyjasniajg szczegdty rozwoju miazdzycy
i moga przyczyni¢ sie do wprowadzenia nowych strategii
terapeutycznych w leczeniu choréb sercowo-naczyniowych
o podtozu miazdzycowym.

BUDOWA OKSYDAZ NAD(P)H
SKEADNIKI BLONOWE KOMPLEKSU

Biatka gp91phox i p22phox tworzg heterodimer zwigza-
ny na state z btong plazmatyczng. Kompleks ten nazwano
cytochromem b%yg ze wzgledu na maksimum absorbcji przy
dtugosci fali 558 nm. W stanie spoczynku cytochrom b3y
zlokalizowany jest w btonie pecherzykow wydzielniczych
[3, 4]. Podczas aktywacji dochodzi do fuzji pecherzykéw
wydzielniczych z btong komérkowa, wedréwki podjedno-
stek cytosolowych w kierunku btony komaorkowej i formo-
wania kompleksu aktywnego.

gp91phox. Biatko gp91phox, inaczej NOX2 (ang. NADPH
oxidase 2) jest podjednostka katalityczng fagocytarnej oksy-
dazy NADPH. Obecnos$¢ gp91lphox wykazano takze w ko-
morkach srédbtonka i miocytach naczyniowych [18, 19].
Biatko to zbudowane jest z 570 reszt aminokwasowych.
tancuch polipeptydowy gp91phox tworzy sze$s¢ domen
w blonie i zawiera przynajmniej trzy miejsca glikozylacji
(Asnl31, Asnl48, Asn239) [57], W rejonie C-kohcowym
zlokalizowane jest centrum flawinowe i miejsce wigzania
NADPH (Rys. 1). Biatko gp91phox jest hemoproteina, ktorej
dwa centra hemowe usytuowane sg pomiedzy trzecig i pig-
tag domeng btonowa. Atom zelaza pierwszej grupy hemowej,
znajdujacej sie blizej powierzchni cytoplazmatycznej btony,
zwigzany jest z resztami konserwatywnych ewolucyjnie hi-
stydyn: HislOl i His209. Natomiast atom zelaza drugiego
centrum hemowego zwigzany jest z resztami Hisll5 i Hi-
s222, réwniez zachowawczymi ewolucyjnie [57, 58].

gp91phox, oraz pozostate biatka z rodziny NOX, to oksy-
dazy zalezne od FAD, generujgce transport elektronu na
tlen czasteczkowy, ktory jest redukowany do anionorod-
nika ponadtlenkowego [59, 60]. Donorem elektrondéw jest
NADPH+H+Iub NADH+H+ a ich kolejnymi akceptorami
posrednimi sg FAD, centrum hemowe 1 i centrum hemowe

2. Ostatecznym akceptorem elektronu jest zewngtrzkomor-

kowy tlen czasteczkowy. Transport elektronéw generuje
depolaryzacje btony. Ujemny tadunek jest kompensowa-
ny przez proton pochodzgcy z NADPH, poniewaz biatko
gp9l jest kanatem protonowym bramkowanym napieciem
[59, 60]. Jesli depolaryzacja nie zostanie skompensowana
nastepuje wstrzymanie przeptywu elektronéw i wytwarza-
nia 0 2 [61]. Na rysunku 1 przedstawiono model budowy
biatka gp91phox i mechanizm jego dziatania. Model ten jest
wiasciwy takze dla innych biatek z rodziny NOX. Biatko

gp91phox jest kodowane przez gen CYBB (ang. cytochrome
b beta), znajdujgcy sie na chromosomie X (Xp21) [62],

Inne biatka NOX. Biatko NOX1, inaczej mox| (ang. mito-
genic oxidase 1) lub NOH-1 (ang. NADPH oxidase homolog-1)
jest homologiem biatka gp91phox, wystepujacym w komar-
kach $rédbtonka i miocytach naczyniowych [16-19, 63], Bial-
ko NOX1 cztowieka zbudowane jest z 564 reszt aminokwa-
sowych. NOX1 wykazuje 56% podobieristwo do gp91phox,
jednak miejsce wigzania FAD oraz miejsca wigzania heméw
sg prawie identyczne w obu biatkach [63]. Biatka NOX1
i gp91phox charakteryzujg sie bardzo podobnym profilem
hydrofobowosci, wskazujacym na obecnosé szesciu domen
btonowych [63]. Znane sg dwie formy biatka NOX1, beda-
ce produktami réznicowego ciecia i sktadania pierwotnego
transkryptu; NOX1L (ang. NOX1 long), czyli forma diuzsza
i NOX1S, forma krotsza, utworzona z 191 reszt aminokwa-
sowych [64]. W tancuchu polipeptydowym NOX1S obecne
sa jedynie cztery pierwsze domeny blonowe oraz krétki
cytoplazmatyczny rejon C-kohcowy. Brak miejsc wigzania

20;

NH,

L)

/_(NADP* )

NADPH + H’

Rysunek 1. Model budowy i mechanizm dziatania biatka gp91phox oraz innych
przedstawicieli rodziny NOX. Cyframi rzymskimi oznaczono kolejne domeny
btonowe: HislOI, Hisll5, His209, His222 - reszty histydyny w pozycji 101, 115,
209 lub 222 tancucha polipeptydowego. Linig czerwong zaznaczono przeptyw
elektronéw, natomiast zielong protonéw. Bragzowe tto - cytosol, bezowe tlo -
przestrzen zewnatrzkomoérkowa lub pecherzykéw wydzielniczych. Szczeg6towe
objasnienia w tekscie (wg [57-61], zmodyfikowane).
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NADPH+FP, FAD i hemoéw powoduje, ze forma krétsza nie
posredniczy w transporcie elektronoéw i produkcji 0 2. Bial-
ko NOXIS petni jedynie role kanatu protonowego [59, 64],
Biatko NOXI kodowane jest przez gen NOXI (inaczej NOH,
NOH1 czy MOXI), znajdujacy sie na chromosomie X (Xq22)
[63]. W komorkach $rodblonka i miocytach naczyniowych
wystepuje takze biatko NOX4 [16-19],

p22phox. tancuch polipeptydowy p22phox skilada sie
z 195 reszt aminokwasowych i posiada cztery domeny
btonowe (Rys. 2). Oba, N- i C- konce polipeptydu znajdu-
ja sie po cytoplazmatycznej stronie btony komdrkowej. Na
C-koncu p22phox znajduje sie rejon bogaty w reszty pro-
liny (w pozycjach 151-160), ktéry bierze udziat w oddzia-
tywaniu pomiedzy p22phox, a N-koncowg domeng SH3
(ang. Src homology domain) cytoplazmatycznej podjednost-
ki p47phox, podczas formowania aktywnego kompleksu.
Biatko p22phox posiada dodatkowe miejsce wigzania dla
p47phox i dwa potencjalne miejsca wigzania dla p67phox
[65]. Biatko p22phox kodowane jest przez gen CYBA (ang.
cytochrome b alpha), ktéory znajduje sie na chromosomie 16
(16924) [66],

SKELADNIKI CYTOPLAZMATYCZNE KOMPLEKSU

p47phox. tancuch polipeptydowy biatka p47phox zto-
zony jest z 390 reszt aminokwasowych, ktére tworzg kilka
funkcjonalnych domen (Ryc. 2). Na N-konicu znajduje sie
domena PX (ang. Pbox homologous domain) [67], Podobne do-
meny obecne sg takze w biatku p40phox i izoformach fosfo-
lipazy D. Funkcja domeny PX nie zostata jeszcze poznana.
Biatko p47phox posiada dwie domeny SH3, uczestniczace
w oddziatywaniach typu biatko-biatko z rejonami biatek
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bogatymi w reszty proliny. N-koricowa domena SH3Azlo-
kalizowana jest miedzy resztami aminokwasowymi 159-
-213. Domena SH3B zlokalizowana jest w C-koricowym re-
jonie biatka, pomiedzy resztami aminokwasowymi 231-287
[67], Rejon wzbogacony w reszty proliny znajduje sie w cze-
$ci C-koncowej biatka p47phox. Pomiedzy domeng SH3B
a rejonem bogatym w reszty proliny, wystepuje domena
bogata w reszty argininy i lizyny (ang. Arg/Lys rich domain)
o wypadkowym fadunku dodatnim. Obecnhe w tym rejonie
biatka powtarzajace sie reszty seryny stanowig miejsca fos-
forylacji dla licznych kinaz biatkowych, np. kinazy biatko-
wej C. Biatko p47phox jest kodowane przez gen NCF1 (ang.
neutrophil cytosol factor 1) znajdujacy sie na chromosomie 7
(7qll.23) [68].

p67phox. Biatko p67phox jest zbudowane z 526 reszt
aminokwasowych. W N-konicowym rejonie polipeptydu
wystepuje domena TPR (ang. tetratricopeptide repeat domain),
zawierajgca cztery motywy TPR [67, 70], Motywy TPR od-
powiedzialne sg za wigzanie biatka Rac. Motywy te wyka-
zujg wysoka homologig z motywem CRIB (ang. Cdc42/Rac
interactive binding motif) obecnym w biatkach wigzacych
Rac [70]. W biatku p67phox wystepujg takze dwie dome-
ny SH3 i przynajmniej jeden rejon bogaty w reszty proliny
[67], W rejonie C-koricowym zlokalizowana jest domena
PB1 (ang. Phox and Bemlp domain), ktérej funkcja polega na
tworzeniu heterodimeréw pomiedzy biatkami zawierajacy-
mi domeny PB1. Biatko p67phox kodowane jest przez gen
NCF2 (ang. neutrophil cytosol factor 2), ktéry znajduje sie na
chromosomie 1g25 [68],

Homologi p47phox i p67phox. Homologami biatek
p47phox i p67phox sg biatka p4lphox i p5lphox [20, 21],
W biatku p4lphox, podob-
nie jak p47phox, wystepuja
domena PX, dwie dome-
ny SH3 i konserwatywny
ewolucyjnie  C-koncowy
rejon bogaty w reszty proli-
ny. Biatko p41phox oddzia-
tuje z p22phox poprzez do-
meny SH3. Biatko p51phox,
analogicznie do p67phox,
moze tworzy¢ kompleks
z p47phox oraz z p4lphox
poprzez ~domene  SH3,
a jego domena TPR wigze
biatko Rac. Biatka p41phox
i p51phox aktywuja NOX1

361-369

p67phox TPR I SH3 ( PB1 1 SH3 . i . :
1 526 i moga funkcjonowac ra-
~~

1-186
219-234
243-29

p40phox

30-136
172-227

284-305

Rysunek 2. Schemat budowy naczyniowych oksydaz NAD(P)H; PX - domena PX, SH3 - domena SH3, TPR - domena TPR, PB1

N EJ Q|
1 339

zem lub z innymi skifad-
20 nikami kompleksu, bial-
& kami p47phox i p67phox
[21]. Genami kodujgcymi
p4lphox i p5lphox sg od-
powiednio NOXOI (ang.
Nox organizer 1) i NOXA1
(ang. Nox activator 1) [21],

p40phox. Biatko

- domena PB1, PC - motyw PC, P - rejon bogaty w reszty proliny, S - reszty seryny. Zakresy cyfr przedstawiaja pozycje reszt .
aminokwasowych w taricuchu polipeptydowym zajmowane przez odpowiednie domeny, rejony lub motywy (na podstawie [65, p40ph0x cztowieka sktada

67, 69], zmodyfikowane).
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sie z 339 reszt aminokwa-
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sowych. Zawiera ono domene PX i jedng domene SH3 (Ryc.
2). Na C-koncu biatka znajduje sie motyw PC [67], ktOry jest
konserwatywnym ewolucyjnie fragmentem domeny PB1,
niezbednym do #3czenia sie domen PBl1 w heterodimery.
Biatko p40phox nie jest konieczne do aktywacji komplek-
su oksydazy. Prawdopodobnie jego funkcjg jest stabilizacja
kompleksu p67phox - p44phox w cytoplazmie. Gen kodu-
jacy biatko p40phox to NCF4 (ang. neutrophil cytosol factor 4),
obecny na chromosomie 22 (22qgl13.1) [71].

p21Rac. Rac-1 i Rac-2, o masie 21 kD to najliczniejsze bial-
ka Rac w komoérkach neutrofili, miocytach naczyniowych
i komoérkach endotelialnych. Biatka te nalezg do GTPaz kla-
sy Rho. Biatka Rac w cytoplazmie wystepujg w formie nie-
aktywnej i sg zwigzane z GDP. Aktywacja kompleksu oksy-
daz NAD(P)H wymaga wymiany GDP na GTP i zwigzania
biatka Rac z p67phox [70].

ODDZIALYWANIA POMIEDZY SKEADNIKAMI KOMPLEK-
SU OKSYDAZ NAD(P)H

W komorkach w stanie spoczynku biatka p47phox,
p67phox i p40phox tworzg kompleks (1:1:1, mol/mol)
0 masie czasteczkowej 250-300 kDa [67]. Biatko p67phox jest
tacznikiem pomiedzy p40phox i p47phox w kompleksie.
Biatka p67phox i p47phox oddziatujg ze sobg na dwa sposo-
by (Rys. 3). W pierwszym przypadku domena SH3 C-korica
p67phox wigze rejon bogaty w reszty proliny, znajdujacy
sie na C-konicu p47phox. W drugim przypadku rejon bo-
gaty w reszty proliny biatka p67phox wigze domene SH3B
biatka p47phox (Rys. 3) [67], Biatko p40phox zwigzane jest
z domena PBL1 biatka p67phox poprzez motyw PC (Ryc. 3).

Biatko p47phox petni funkcje tacznika pomiedzy skiad-
nikami cytosolowymi a btonowymi. W cytoplazmie biatko
p47phox wystepuje w konformacji, w ktérej jego aktyw-

no$¢ jest zahamowana (konformacja autoinhibicyjna), co
uniemozliwia potgczenie elementdéw btonowych z cytopla-
zmatycznymi. Obie domeny SH3 sg zablokowane przez
wewnatrzczasteczkowe oddziatywania z rejonem bogatym
w reszty proliny w C-koncu biatka [14, 15]. Molekularnym
przetgcznikiem, aktywujacym biatko p47phox przez odblo-
kowanie domeny SH3, jest fosforylacja przez kinaze biat-
kowg C reszt seryny w domenie bogatej w reszty argininy
i lizyny. Dzieki temu domena SH3Ap47phox moze zwigzaé
sie z rejonem bogatym w reszty proliny w C-koricu biatka
p22phox (Ryc. 3), co prowadzi do integracji kompleksu, za-
poczatkowaniu przeptywu elektronéw i produkcji 0 2 [14,
15], Opis ten nie uwzglednia wszystkich prawdopodobnych
oddziatywan w obrebie kompleksu oksydaz NAD(P)H.
W biatku p22phox wykryto dodatkowe miejsce wigzania
p47phox i dwa potencjalne miejsca wigzania p67phox [67],
natomiast bialtko gp91phox posiada kilka potencjalnych
miejsc wigzania p47phox [72]. Przypuszczalnie oddziatuja
ze sobg takze biatka p67phox i gp91phox [73],

AKTYWACJA KOMPLEKSU NACZYNIOWYCH OKSYDAZ
NAD(P)H

Sygnatem stymulujacym tworzenie kompleksu aktyw-
nego oksydazy NADPH fagocytéw jest obecno$¢ mikroor-
ganizmoéw [3, 4], W stanie spoczynku, w nieobecnosci pato-
gendw, enzym nie ulega aktywacji. Naczyniowe oksydazy
NAD(P)H wykazujg aktywnos$¢ konstytutywna [19, 74, 75],
jak i indukowang agonistami. Jednak najwazniejszg cecha
odrozniajacg naczyniowe enzymy od oksydazy NADPH
fagocytow jest ich niska aktywnos$é. Komorki Sciany naczy-
nia wytwarzajg 1%-10% ilosci O, uwalnianej przez fagocyty
w obecnos$ci mikroorganizméw, podczas tzw. eksplozji tle-
nowej (ang. oxidative burst) [5, 76], Tkankowe réznice w ak-
tywnosci oksydaz NAD(P)H moga by¢ uwarunkowane
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mniejsza dostepnoscig substratbw NADPH+H+ lub NAD-
H+H+w komadrkach srédbtonka i miocytach naczyniowych.

Aktywatorami naczyniowych oksydaz NAD(P)H sa
liczne zewnagtrzkomdrkowe czynniki humoralne, takie jak
angiotensyna Il [6-8], trombina [9] lub czynnik wzrostowy
pochodzenia ptytkowego (PDGF) [10, 11], czynnik mar-
twicy nowotworu a (TNF-a) [12, 13], naskérkowy czynnik
wzrostu (EGF) [7] oraz utlenione formy lipoprotein o ni-
skiej gestosci (oxLDL) [5]. Wewnatrzkomaérkowa aktywacja
kompleksu oksydaz NAD(P)H zachodzi przy udziale me-
tabolitéw lipidow btony komaoérkowej, powstajgcych w wy-

niku aktywnosci fosfolipaz. Na rysunku 4 przedstawiono
propozycje mechanizmu aktywacji naczyniowych oksydaz
NAD(P)H przez angiotensyne Il

FOSFORYLACIJA BIALKA p47phox

Fosforylacja biatka p47phoxjest kluczowa reakcjg podczas
aktywacji kompleksu oksydaz NAD(P)H. Enzymem odpo-
wiedzialnym za ten proces jest kinaza biatkowa C (PKC) [7,
8,15]. Kinaza biatkowa C jest aktywowana przez Ca2+i dia-
cyloglicerol (DAG), produkt hydrolizy lipidéw z udziatem
fosfolipazy C (PLC). Inkubacja miocytdw naczyniowych
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Rysunek 4. Schemat aktywacji naczyniowych oksydaz NAD(P)H przez angiotensyne Il. Kinaza biatkowa C (PKC), kinaza c-Src, kwas arachidonowy (AA) i H,02to
wewnatrzkomoérkowe aktywatory kompleksu oksydaz NAD(P)H (linie pogrubione koloru zéttego). Stymulacja receptora ATI przez angiotensyne Il (Ang Il) w pierw-
szej kolejnosci aktywuje fosfolipaze C (PLC) (pogrubiona linia przerywana), ktéra hydrolizuje fosfatvdyloinozytolo(4,5)bisfosforan do diacyloglicerolu (DAG) i inozy-
tolotrifosforanu (IP3. IP3uwalnia jony Ca2+z retikulum endoplazmatycznego (ER). Ca2+i DAG aktywujag PKC. Aktywna PKC fosforyluje biatko p47phox, uczestniczac
w sktadaniu kompleksu aktywnego oksydaz NAD(P)H. Ca2 uwalniany z ER moze zwrotnie aktywowac¢ PLC, a takze fosfolipazy D (PLD) i A2 (PLA2). PLD i PLA2 sa
aktywowane takze poprzez biatko Gq (Py) (cienka linia przerywana) zwigzane z receptorem ATI. Aktywna PLD dziata gtdwnie na fosfatydylocholine, dostarczajac kwasu
fosfatydowego, ktéry pod wptywem fosfohydrolazy ulega defosforylacji do DAG. Aktywna PLA2uwalnia z lipidéw btony kwas arachidonowy. Wysokie stezenie kwasu
arachidonowego wspomaga translokacje p47phox do btony komérkowej i znosi autoinhibicje p47phox. Ang Il poprzez biatko Gq (Py) aktywuje takze kinaze Src - zalezna
od HD 2 ktéra moze uczestniczy¢ w fosforylacji p47phox i posredniczy¢ w aktywacji biatka Rac. Konsekwencjg aktywacji naczyniowych oksydaz NAD(P)H jest produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego (02, przeksztatcanego do H ,02pod wptywem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Oba rodniki tlenowe moga wywotywac efekty biolo-
giczne, takie jak: skurcz éciany naczynia, wywotywanie apoptozy komoérek srédbtonka i utlenianie LDL. H ,0, uczestniczy w aktywacji kinaz tyrozynowych i MAPK, ktore
aktywuja czynniki transkrypcyjne, w tym NF-kB, wywotujac zalezne od HD 2efekty biologiczne zwigzane z modulacja ekspresji informacji genetycznej, zaburzeniami
funkcji srédbtonka, proliferacja i przerostem miocytéw naczyn. Obecno$¢ katalazy (czerwona strzatka) znosi efekty dziatania H2 2 Brazowe tto - cytosol.
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Rysunek 5. Udziat kinaz c-Src i PI3K w podtrzymywaniu aktywnosci naczyniowych oksydaz NAD(P)H. Angiotensyna Il (Ang Il) aktywuje kinaze biatkowg C (PKC).
PKC fosforyluje biatko p47phox ijednocze$nie uczestniczy w aktywacji kinazy c-Src. Kinaza c-Src jest enzymem zaleznym od H2 2i w formie aktywnej stymuluje receptor
naskérkowego czynnika wzrostu (EGF). Aktywny receptor EGF pobudza kinaze fosfatydylo-3-fosfoinozytolowa (PI3K) do produkcji fosfatydyloinozytolo-3,4<5-trifosfo-
ranu (P1(3,4,5)P3), ktéry uczestniczy w aktywacji biatka Rac-1. Wigzanie GTP przez Rac-1 ijego przemieszczanie do btony komérkowej aktywuja oksydaze NAD(P)H do
produkecji 0 2.0 2 przeksztatcany jest do HD 2z udziatem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). HD 2ponownie pobudza kinaze c-Src, ktéra posredniczy w aktywacji oksy-
daz NAD(P)H. Obecno$¢ katalazy (czerwona strzatka) obniza produkcje wolnych rodnikéw. Brazowe tto - cytosol (na podstawie [7], zmodyfikowane).

z inhibitorami kinazy biatkowej C (chelerytryna, kalfosty-
na C lub GF109203X) zapobiega fosforylacji p47phox, jego
przemieszczaniu sie do blony komdrkowej i w rezultacie
prowadzi do obnizenia wytwarzania reaktywnych form tle-
nu (RFT) indukowanego przez angiotensyne Il, PDGF lub
TNF-a [7,11, 77, 78].

Podczas stymulacji miocytéw naczyniowych przez angio-
tensyne Il fosfolipaza D hydrolizuje fosfatydylocholing do
kwasu fosfatydowego. Inhibitor fosfolipazy D (dihydro-D-
-erytrosfingozyna) oraz DPI, inhibitor flawoprotein [77, 79],
redukujg generowanie reaktywnych form tlenu wywotane
przez angiotensyna Il [77, 79], Wprowadzenie do komorek
kwasu fosfatydowego znosi efekt hamowania i powoduje
wznowienie wytwarzania 0 2. Kwas fosfatydowy moze by¢
dodatkowym Zzrdédtem diacyloglicerolu i kwasu arachido-
nowego, ktory jest rowniez wewngtrzkomoérkowym akty-
watorem naczyniowych oksydaz NAD(P)H.

Enzymem odpowiedzialnym za uwalnianie z btonowych
fosfolipiddw kwasu arachidonowego jest fosfolipaza Av
Antysensowny DNA dla fosfolipazy A2hamuje w okoto 85%
przemieszczanie sie podjednostek cytosolowych oksydazy
NADPH do btony komérkowej [80]. Kwas arachidonowy
znosi efekt tego hamowania [80] i indukuje wytwarzanie re-
aktywnych form tlenu zalezne od oksydaz NAD(P)H [6, 80],
Zwigzek ten w wyzszych stezeniach wspomaga nie tylko
przemieszczanie si¢ biatka p47phox do btony komérkowej,
ale znosi réwniez autohamowanie p47phox i odstania jego
domeny SH3 [81]. Kwas arachidonowy umozliwia taczenie
sie sktadnikoéw cytoplazmatycznych z biatkiem p22phox
bez udziatu kinazy biatkowej C. Kinaza biatkowa C jest jed-
nak niezbedna do aktywacji kompleksu przy niskich steze-

niach kwasu arachidonowego [81]. Role oksydaz NAD(P)H
w tworzeniu reaktywnych form tlenu zaleznym od kwasu
arachidonowego podkresla fakt, ze kwas arachidonowy nie
jest zdolny do indukcji wytwarzania 0 2 w miocytach naczy-
niowych transfekowanych antysensownym p22phox [6].

AKTYWACIJA BIALKA Rac-1

Agonisci i czynniki wzrostowe wzmagajg ekspresje biat-
ka Rac-1, indukujg jego aktywnos$¢ GTPazowa oraz we-
drowke do frakcji btonowej [43,46], Procesy te sg niezbedne
do aktywacji kompleksu oksydaz NAD(P)H [7, 8] (Rys. 5).
Hamowanie Rac-1 poprzez toksyne A (Clostridium difficile)
lub transfekcja ludzkich miocytéw naczyn adenowirusem
z cDNA dla biatka Rac-1 dominacyjnie negatywnego (ang.
dominant negative Rac cDNA) w stosunku do produktu genu
Rac-1 typu dzikiego, hamujg produkcje reaktywnych form
tlenu stymulowang angiotensynag Il [7], Do aktywacji Rac-1
oraz fosforylacji p47phox indukowanej przez angiotensyne
Il konieczna jest obecno$¢ kinazy tyrozynowej c-Src [7, 8]
(Rys. 5). Aktywacja kinazy c-Src zalezy od obecnosci HD 2
Aktywna kinaza c-Src fosforyluje biatko p47phox oraz sty-
muluje aktywacje receptora dla naskérkowego czynnika
wzrostu, co prowadzi do wzrostu aktywnosci kinazy fosfa-
tydylo-3-fosfoinozytolu (PI3K) i wzmozonej produkcji fosfa-
tydyloinozytolo-(3,4,5)-trifosforanu (P1(3,4,5)P3. PI1(3,4,5)P3
stymuluje aktywno$¢ GTPazowag biatka Rac-1 i umozliwia
jego zwigzanie z blong [7, 8]. Inhibitory kinazy fosfatydylo-
-3-fosfoinozytolu (wormanina lub LY294002) oraz recepto-
ra dla naskérkowego czynnika wzrostu (AG1478) ostabiajg
zarowno aktywacje Rac-1, jak i wytwarzanie reaktywnych
form tlenu [7],
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Opisane w tym rozdziale wyniki badan doswiadczal-
nych wskazujg na wystepowanie pozytywnego sprzeze-
nia zwrotnego, dzieki ktéremu wolne rodniki wytwarzane
przez oksydaze stymulowang przez angiotensyne Il, akty-
wujg receptor naskérkowego czynnika wzrostu z udziatem
kinazy c-Src, podtrzymujac aktywnos¢ oksydaz NAD(P)H
(Rys. 5).

Ztozono$¢ mechanizméw prowadzacych do aktywacji
naczyniowych oksydaz NAD(P)H stwarza mozliwosci po-
wstawania zaktdcen na wielu etapach przekazywania sy-
gnatu. Konsekwencje zaktéceh prowadzacych do nadmier-
nej aktywacji oksydaz NAD(P)H obserwuje sie podczas
patologicznych proceséw zachodzacych na terenie $Sciany
naczynia, prowadzacych do formowania blaszek miazdzy-
cowych.

ROLA NACZYNIOWYCH OKSYDAZ NAD(P)H W PATO-
GENEZIE MIAZDZYCY

Reaktywne formy tlenu wytwarzane na terenie $cian tet-
niczych przez oksydazy NAD(P)H wywotuja zaburzenia
funkcji srédbtonka oraz proliferacje i przerost miocytéw
naczyn. Reaktywne formy tlenu ostabiajg relaksacje naczyn
tetniczych zalezng od $rodbtonka i zwiekszajg cisnienie tet-
nicze krwi. Wszystkie te procesy sg kluczowymi w rozwoju
miazdzycy.

ZABURZENIA FUNKCJI SRODBEONKA

Zaburzenia funkcji $rodbtonka uwazane sg za przyczy-
ne wiekszosci choréb uktadu sercowo-naczyniowego [82].
Moga mie¢ one podtoze mechaniczne, chemiczne lub immu-
nologiczne. Relaksacja naczyn krwionosnych jest jednym
z podstawowych czynnikéw utrzymujacych integralnosé
endotelium i zalezy od réwnowagi miedzy czynnikami wy-
wotujacymi skurcz naczyn (np. angiotensyna I, endotelina),
a czynnikami rozkurczajgcymi. Czynnikiem rozkurczajg-
cym pochodzenia $rédbtonkowego jest tlenek azotu. Poza
utrzymywaniem tonu naczyniowego, NO zapobiega apop-
tozie komoérek endotelialnych indukowanej przez oxLDL
[83], hamuje podzialy i indukuje apoptoze miocytow na-
czyniowych [84], NO zmniejsza takze ekspresje biatek ad-
hezyjnych [85], Tlenek azotu reaguje z CL dostarczajgc nad-
tlenoazotynu (ONOO), ktéry znosi ochronne wiasciwosci
NO [22], Nadtlenoazotyn i O, uczestniczg w tlenowych mo-
dyfikacjach lipoprotein, w tym klasy LDL na terenie $ciany
naczynia [23]. W miocytach naczyniowych i komérkach za-
palnych stezenie oxLDL zalezy od ilosci wytwarzanego O,
i obecnosci p22phox [25, 26]. Podanie makrofagom apocyni-
ny, specyficznego inhibitora oksydaz NAD(P)H, powoduje
redukcije tlenowych modyfikacji LDL o 89% [24],

Anionorodniki ponadtlenkowei czasteczki oxLDL uszka-
dzajg srédbtonek lub indukujg apoptoze jego komdrek [83,
86], Do pobudzonych urazem rejonéw $rédbtonka przyle-
gaja leukocyty (gtdwnie monocyty), co wywotuje ich mi-
gracje do Sciany naczynia. Adhezja i diapedeza monocytow
zachodzg z udziatem biatek adhezyjnych, miedzy innymi
VCAM-1 (ang. vascular celi adhesion molecule 1), ICAM-1 (ang.
intercellular adhesién molecule 1) i selektyn prezentowanych
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na powierzchni komdérek. Ekspresja gendw kodujacych
VCAM-1, ICAM-1 i selektyne E indukowana jest przez cy-
tokiny i angiotensyne Il [33-36]. Procesy te zalezg od stanu
redoks komdrek i zachodzg z udziatem czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB (ang. nuclearfactor-xB) aktywowanego przez
H2 2[33, 34, 36]. Hamowanie oksydaz NAD(P)H powoduje
zahamowanie ekspresji ICAM-1 indukowanej angiotensy-
ng Il, przenikanie makrofagdéw z nieuszkodzonych naczyn
krwionosnych do otaczajgcych tkanek (diapedeze) oraz na-
czyniowa hipertrofie [35].

Anionorodnik ponadtlenkowy stymuluje miocyty na-
czyn, komorki endotelialne oraz komorki jednojadrzaste
do wydzielania chemoatraktantéw, gtéwnie biatka MCP-1
(ang. Monocyte Chemoattractant Protein type - 1) [11, 37, 38].
Inhibitory naczyniowych oksydaz NAD(P)H, takie jak DPI
lub apocynina, obnizajg ekspresje genu kodujgcego MCP-1
indukowang przez angiotensyne Il i PDGF [11, 12], H,02
petni role wtérnego przekaznika w aktywacji ekspresji genu
dla MCP-1, hamowanej przez katalaze [37].

Oksydazy NAD(P)H moga uczestniczy¢ w uszkadzaniu
$rodbtonka oraz w migracji monocytéw do wnetrza Sciany
naczynia. Monocyty/makrofagi sa dodatkowym Zzrédiem
wolnych rodnikoéw, cytokin i czynnikéw wzrostu na terenie
Sciany naczynia, zatem ich obecno$¢ moze sprzyja¢ prolife-
racji i przerostowi miocytéw warstwy wewnetrznej sciany
naczynia.

WZMOZONA PROLIFERACIA | PRZEROST MIOCYTOW
NACZYNIOWYCH | KARDIOMIOCYTOW

Proliferacja komorek miesni gtadkich btony wewnetrz-
nej naczynia towarzyszaca rozwojowi miazdzycy jest kon-
sekwencjg uszkodzenia i zaburzenia funkcji $rédbtonka.
Glownym aktywatorem tego procesu jest angiotensyna Il
[27-29], natomiast H/Zastanowi sygnat do zapoczatkowania
wzrostu [27, 28], Nadekspresja katalazy, podobnie jak DPI
lub losartan (inhibitor receptora AT, dla angiotensyny II),
obnizajg proliferacje miocytéw naczyn indukowang angio-
tensyna Il. Podobny efekt biologiczny wywotuje transfekcja
antysensownego DNA dla p22phox [27, 28].

Kinazy MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) na-
lezg do biatek wrazliwych na zmiany stanu redoks komorki,
ktdre aktywujg czynniki transkrypcyjne takie jak NF-kB lub
AP-1 (ang. activator protein-1). Wszystkie cztery podstawo-
we typy kinaz MAPK, czyli kinazy ERK1/2 (ang. extracel-
lular signal-regulated kinase 1/2), kinazy JNK (ang. c-Jun N-
-terminal kinases), kinazy MAPK p38 i duza kinaza MAPK-1
sq aktywowane przez H.CX w miocytach naczyn krwiono-
$nych [30, 31], W miocytach szczura antysensowny cDNA
dla p22phox hamuje aktywacje kinaz JNK i p38 MAPK, ale
nie ERK [31]. W kardiomiocytach angiotensyna Il zapoczat-
kowuje ekspresje TGF-p (ang. transforming growth factor - f)
w szlaku zaleznym od kinazy p38 MAPK, a antysensowny
p22phox i NOX hamujg aktywacje p38 MAPK oraz ekspresje
TGF- p [32].



NADCISNIENIE

Nadcisnienie sprzyja rozwojowi zmian miazdzycowych,
wywotujac miedzy innymi przerost miocytow naczyn i lewej
komory serca. Uktad renina-angiotensyna odgrywa znacza-
cg role w patogenezie nadci$nienia. Nadcisnienie wywota-
ne angiotensyna Il jest zalezne od produkcji O, przez oksy-
daze NAD(P)H [87, 88], natomiast nadci$nienie wywotane
noradrenaling jest niezalezne od wolnych rodnikéw tleno-
wych [89], U myszy pozbawionych genu i biatka p47phox
(p47phox-/-) podanie angiotensyny Il nie wptywa na ilos¢
wytwarzanego Oy i nie podnosi cisnienia krwi, w odroz-
nieniu od myszy typu dzikiego [90]. Znaczne obnizenie
cisnienia krwi uzyskano podajgc dysmutaze ponadtlenko-
wa szczurom z nadci$nieniem wywotanym angiotensyna
Il. U szczurdéw z nadci$nieniem wywotanym noradrenaling
i zwierzat kontrolnych nie wykryto réznic w cisnieniu krwi
po podaniu dysmutazy [89], Apocynina i kwas acetylosali-
cylowy obnizajg cisnienie krwi i wytwarzanie 0 7 u szczu-
row ze spontanicznym nadci$nieniem (ang. spontaneously
hypertensive rats) [50, 91]. Hamowanie oksydaz NAD(P)H
obniza takze warto$¢ cisnienia krwi myszy z nadci$nieniem
wywotanym angiotensyng Il [92],

INHIBITORY KOMPLEKSU, IMPLIKACIJE KLINICZNE

Do inhibitoréw oksydaz NAD(P)H naleza miedzy inny-
mi difenylenojodonian, apocynina, estrogen i modulatory
receptoréw estrogenowych. DPI jest akceptorem elektronéw
pochodzacych ze zredukowanych centréw redoks oksydaz
NAD(P)H, hamujac w ten spos6b produkcje anionorodnika
ponadtlenkowego [39, 40].

DPI jest niespecyficznym inhibitorem wszystkich fla-
woenzymow i poza oksydazami NAD(P)H hamuje takze
dziatanie oksydazy ksantynowej, syntaz tlenku azotu i en-
zymow cytochromu P450.

Apocynina (4-hydroksy-3-metoksy-acetofenon) otrzy-
mywana jest z ekstraktu korzenia Picrorhiza kurroa. Zwia-
zek ten blokuje tworzenie kompleksu aktywnego oksydaz
NAD(P)H, zapobiegajac wedrowce skitadnikéw cytosolo-
wych do btony komérkowej [41, 42], Apocynina indukuje
czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein-1) [43],
ktérego aktywacja wywotuje efekty biologiczne przeciw-
stawne do wywotywanych przez potencjalnie prozapalny
czynnik transkrypcyjny NF-kB. AP-1 nalezy do czynnikéw
transkrypcyjnych silnie zaleznych od stanu redoks komaérki,
a jego aktywacja ma przypuszczalnie zwigzek z hamowa-
niem oksydaz NAD(P)H.

Estrogen (17-beta estradiol) hamuje aktywno$¢ oksydaz
NAD(P)H indukowang przez angiotensyne Il, w takim sa-
mym stopniu jak dysmutaza ponadtlenkowa lub inhibitory
receptora ATj [44], W komoérkach endotelialnych cztowie-
ka 17-beta estradiol powoduje obnizenie ekspresji biatka
gp91lphox, oksydazy zaleznej od dawki i czasu, ktéremu
towarzyszy redukcja poziomu mRNA i biatka nawet o 60%
[45]. Estrogen hamuje réwniez ekspresje chemokin i biatek
adhezyjnych [45], obniza ekspresje mRNA dla Rac-1 indu-
kowang angiotensyna Il, w sposéb zalezny od czasu i dawki

[46]. W modelu in vivo u szczuréw ze spontanicznym nad-
cisnieniem, estrogen redukuje ilos¢ mMRNA dla Racl i synte-
ze biatka Rac-1, odpowiednio o 32 i 58%, w poréwnaniu ze
szczurami nie poddanymi dziataniu estrogenu [46].

Deksametazon w hodowli komérkowej ludzkich mio-
cytéw naczyniowych obniza wytwarzanie 0 2 i ekspresje
p22phox wywotang angiotensyng Il i PDGF. Efekt ten znosi
zahamowanie receptora glukokortykoidowego przez jego
antagoniste RU486 [47],

Selektywne modulatory receptorow estrogenowych,
idoksyfen (ang. idoxifene) oraz raloksyfen (ang. raloxifene),
hamuja dziatanie oksydaz NAD(P)H [48, 49]. Diugotrwate
(10 tygodni) podawanie raloksyfenu samcom szczuréw ze
spontanicznym nadci$nieniem powoduje spadek produk-
cji O, oraz ci$nienia krwi a takze obnizenie ekspresji biatka
Racl [49], Raloksyfen powoduje takze wzrost wydzielania
NO w modelu in vivo.

Wiele lekéw, od dawna stosowanych w terapii farma-
kologicznej choréb sercowo-naczyniowych, zapobiega po-
wstawaniu 0 A Przedstawicielami tej grupy zwigzkéw sg
kwas acetylosalicylowy, inhibitory konwertazy angioten-
synowej (ACE), antagonisci receptora dla angiotensyny Il
typu pierwszego (AT” oraz statyny.

Kwas acetylosalicylowy jest inhibitorem cyklooksyge-
nazy, jednoczesnie wpltywa na aktywnos¢ naczyniowych
oksydaz NAD(P)H. Diugotrwate podawanie kwasu acety-
losalicylowego szczurom z nadci$nieniem indukowanym
angiotensyng Il obniza aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H
i wytwarzanie 0 2 0 45%, oraz catkowicie znosi nadci$nienie
wywotane angiotensyna Il [50].

Inhibitory ACE i antagonisci receptora ATl hamuja eks-
presje podjednostek oksydaz NAD(P)H i wytwarzanie
anionorodnika ponadtlenkowego zalezne od oksydaz [28,
51-53],

Statyny sg nie tylko inhibitorami reduktazy 3-hydroksy-
-3-metyloglutarylo-CoA, kluczowego enzymu w syntezie
endogennego cholesterolu, ale réwniez obnizaja wytwa-
rzanie Onpoprzez hamowanie acylacji biatka Rac-1 [54-56].
Uniemozliwia to jego zakotwiczenie w btonie komoérkowej
i wytworzenie aktywnego katalitycznie kompleksu oksyda-
zy NAD(P)H, redukujac synteze O2 [54-56].

Wiegkszo$¢ omawianych w tym rozdziale inhibitoréw
oksydaz NAD(P)H (z wyjatkiem apocyniny) to zwigzki
dzialajgce nieswoiscie lub inhibitory posrednie, zatrzymu-
jace wczesne etapy przekazywania sygnatu, wywotywane
przez angiotensyne Il. Poznanie roli naczyniowych oksy-
daz NAD(P)H, mechanizmu ich aktywacji i dziatania w pa-
togenezie miazdzycy w duzym stopniu umozliwito uzycie
swoistych inhibitoréw w badaniach eksperymentalnych.
Swoiste inhibitory oksydaz NAD(P)H nie wydajg sie jednak
by¢ dobrym narzedziem w terapii przeciwmiazdzycowej,
poniewaz biatka phox nalezg do bardzo konserwatywnych
i budujg takze fagocytarng oksydaze NADPH. Podanie
inhibitoréw biatek phox lub inhibitoréw zapobiegajgcych
formowaniu kompleksu aktywnego, hamowatoby nie tylko
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oksydaze naczyniowa ale réwniez oksydaze fagocytarna.
Wigzatoby sie to z niekorzystnym zjawiskiem, jakim jest
obnizenie odpornosci na mikroorganizmy. Obiecujgcym
obiektem przysztych badan farmakologicznych wydaja sie
by¢ biatka NOX1 i NOX4. NOX1 nie wystepuje w fagocy-
tach i charakteryzuje sie bardzo niska ekspresja w zdrowej
tkance a wysokg w chorej, przyktadowo we wczesnym sta-
dium nawrotu zwezenia (ang. restenosis) po balonowej an-
gioplastyce tetnicy szyjnej [17].

Swoiste inhibitory biatek NOX czekajg na odkrycie i nie-
wykluczone, ze przyczynig sie one do rozwoju nowych te-
rapeutycznych strategii leczenia chorob, ktérych patologia
zwigzana jest ze stresem oksydacyjnym, wywolywanym
przez naczyniowe oksydazy NAD(P)H.
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Vascular NAD(P)H oxidases - role in the pathogenesis of atherosclerosis
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ABSTRACT

Vascular NAD(P)H oxidases are multicomponent enzymes found in vascular smooth muscle cells and endothelial cells. Vascular NAD(P)H
oxidases are predominant sources of superoxide in the vasculature. Active forms of NAD(P)H oxidases are associated with plasma membrane and
consist of at least six components, namely: NOX, p22phox peptides and p47phox, p67phox, p40phox and Rac.

Angiotensin Il is the most important activator of NAD(P)H oxidases in vasculature. Angiotensin Il induces superoxide and superoxide-deri-
ved hydrogen peroxide production, which may stimulate many proatherosclerotic processes, including increased expression of adhesion mole-
cules, chemoattractants and activation of transcription factor NF-kB. Moreover, reactive oxygen species produced by NAD(P)H oxidases may be
involved in endothelial cells apoptosis, oxidation of low density lipoproteins and vascular myocytes hypertrophy and proliferation.

Specific inhibitors of NAD(P)H oxidases may be useful experimental tools for atherosclerosis research and may have potential therapeutic
significance in the future.
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STRESZCZENIE

zynnik wzrostu $rédbtonka naczyh (VEGF), opisany poczatkowo jako czynnik stymulu-
Cjacy przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych, uwazany jest obecnie za jeden z gtéwnych
czynnikéw regulujacych proces angiogenezy, czyli tworzenia nowych naczyn krwionosnych
w postaci wypustek z naczyn juz istniejacych. Petni on wiodaca role w regulacji zaréwno
prawidtowej, jak i patologicznej angiogenezy. Niniejsza praca jest proba zwieztego podsu-
mowania aktualnego stanu wiedzy na temat rodziny biatek VEGF, struktury genu koduja-
cego ludzki VEGF, regulacji jego ekspresji, receptorow VEGF oraz jego udziatu w przeka-
zywaniu sygnatu. Celem tej pracy jest rowniez przedstawienie najnowszych osiaggnie¢ do-
tyczacych poznanych biologicznych funkcji petnionych przez czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyn oraz ich klinicznego znaczenia.

WPROWADZENIE

Czynnik wzrostu Srédbtonka naczyn (VEGF - ang. vascular endothelial groioth
factor) jest gtbwnym regulatorem procesu réznicowania komorek, powstawania
nowych naczyn krwionos$nych (waskulogeneza) oraz tworzenia odgatezien z juz
istniejgcej sieci naczyn (angiogeneza) [1]. VEGF moduluje wiele waznych funkgcji
fizjologicznych komorek srédbtonka ijest jednym z najwazniejszych czynnikow
wzrostu i przezycia $rodbtonka naczyn. Stymuluje on rozwéj prawidtowej sieci
naczyn krwionosnych w procesie embriogenezy, jak réwniez dalszego rozwo-
ju organizmu, w przebiegu cigzy, gojenia sie ran i cyklu miesiecznego u kobiet
[2], VEGEF jest takze zaangazowany w proces angiogenezy towarzyszacy stanom
patologicznym takim jak: retinopatia cukrzycowa, choroba nowotworowa, reu-
matoidalne zapalenie stawoOw, tuszczyca i inne [2,3].

Poczatkowo VEGF opisany byt jako czynnik stymulujacy przepuszczalnosé¢
naczyn krwionosnych [4], Obecnie wiedza dotyczgca zaréwno ztozonosci typow
i izoform VEGF, jak i procesow regulowanych przez ten czynnik jest ogromna.
Najszersze zainteresowanie budzi jednak jego rola w procesach nowotworo-
wych. Stymulowanie komérek $rédbtonka do proliferacji oraz tworzenia no-
wych naczyn krwionos$nych stanowi wazny element regulowania procesu wzro-
stu i przenoszenia sie nowotworu. Badania ostatnich lat nad prawdopodobnymi
regulatorami procesu angiogenezy wykazaty wiodgacg role VEGF w regulacji za-
réowno prawidlowej, jak i patologicznej angiogenezy. Obecne wysitki badawcze
w dziedzinie terapii nowotwordw skupiajg sie miedzy innymi na neutralizowa-
niu VEGF w celu zahamowania procesu angiogenezy [3], Celem tej pracy jest
przedstawienie aktualnego stanu wiedzy o VEGF, jego budowie, receptorach,
a w szczegolnosci petnionych funkcjach biologicznych i znaczeniu klinicznym.

RODZINA BIALEK VEGF

VEGF wystepuje w postaci glikozylowanego homodimeru o masie czgstecz-
kowej 46-48 kDa, ktéry w warunkach redukujacych dysocjuje na dwie identycz-
ne podjednostki, monomery o masie 24 kDa potaczone wigzaniami disiarczko-
wymi [4-6]. Oczyszczone biatko VEGF (VEGF-A) otrzymali po raz pierwszy
Gospodarowicz i in. [5] oraz Ferrara i Henzel [6] w roku 1989. Do rodziny VEGF
nalezg rowniez spokrewnione strukturalnie, lecz réznigce sie aktywnoscig biolo-
giczng VEGF-B, -C, -D i E oraz tozyskowy czynnik wzrostu (P1GF). Cztonkowie
rodziny VEGF r6znig sie m.in. powinowactwem wiazania z receptorami VEGF,
lokalizacjg oraz intensywnoscig ekspres;ji.

VEGF (VEGF-A) jest pierwszym opisanym czynnikiem wzrostu naczyn na-
lezagcym do rodziny czynnikow, ktérych geny zostaty zidentyfikowane w ciggu
ostatnich kilku lat. Geny P1GF, VEGF-A, -B, -C, -D zlokalizowane sg w genomie
komérek ssakéw, natomiast sekwencje homologiczng do pozostatych, a koduja-
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cg czynnik VEGF-E odnaleziono w genomie wirusa orf {pa-
rapoxwirusa).

tozyskowy czynnik wzrostu wystepujacy w postaci
dwéch izoform P1GFRloraz P1GF13 bedacych wynikiem
réznicowego ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu,
zostat zidentyfikowany jako pierwszy czynnik homologicz-
ny do VEGF [7]. PAGF wystepuje w postaci homodimeru
i wykazuje niewielkie dziatanie mitogenne w stosunku do
komoérek srédbtonka. Heterodimery P1GF:VEGF, ktére two-
rza sige zaréwno in vitro jak i in vivo wykazujg nieco silniej-
szg aktywno$¢, jednak nadal okoto siedmiokrotnie stabszg
niz homodimery VEGF. Sugeruje to, ze P1GF bierze udziat
w negatywnej regulacji aktywnosci VEGF poprzez przesu-
niecie réwnowagi w kierunku dimeréw o mniejszej aktyw-
nosci biologicznej [8],

Badania funkcji VEGF-B, odkrytego w 1995 roku w klo-
nowanym fragmencie cDNA myszy [9], nie zyskaly poczat-
kowo duzego zainteresowania. Ekspresja VEGF-B, czesto
razem z VEGF-A, ma miejsce juz we wczesnym zyciu pto-
dowym, gtdwnie w kardiomiocytach, miesniach szkieleto-
wych i miesniach gtadkich duzych naczyn krwionos$nych
[9,10], Na skutek alternatywnego sktadania genu, zlokalizo-
wanego u cztowieka na chromosomie llq 13, powstajg dwie
izoformy: VEGF-B[6/oraz VEGF-B [9], ktore po uwolnieniu
wigzane sg z proteoglikanami btony komérkowej. Doniesie-
nia na temat fenotypu myszy pozbawionych genu VEGF-B
sg sprzeczne. Wiadomo, ze brak tego genu nie wptywa na
zywotnos¢ i ptodnosé zwierzat. Bellomo i in. [11] donosza,
ze myszy takie majg mniejsze serca oraz charakteryzujg sie
dysfunkcjg tetnic wiericowych, podczas gdy Aase i in. [12]
udowadniaja, ze brak tego czynnika nie wptywa szkodli-
wie na prawidlowe uksztattowanie systemu sercowo-na-
czyniowego zwierzat zarowno w okresie rozwoju, jak i w
dorostym organizmie. Silvestre i in. [13] wskazujg takze na
istotng role czynnika w stymulacji procesu angiogenezy in
vivo, jednak nadal gtéwna przeszkoda w okre$leniu funkcji
biologicznej samego VEGF-B jest jego czeste wspotwystepo-
wanie z VEGF-A, z ktéorym tworzy heterodimery wykazuja-
ce wiasna aktywnos$é biologiczna.

VEGF-C cztowieka syntetyzowany jest w formie biatka
prekursorowego, ktére po catkowitej obrébce proteolitycz-
nej jest uwalniane z komarki w postaci homodimeru [2,9],
Jego gen jest zlokalizowany na chromosomie 4g34. VEGF-C
jest konieczny w procesie tworzenia naczyn limfatycznych
w rozwoju embrionalnym, lecz wykazuje aktywno$é row-
niez w tworzeniu naczyn krwionosnych [14,15]. Ze wzgle-
du na jego mitogenne i ochronne dziatanie w stosunku do
komoérek biataczkowych, uwalniany z komoérki VEGF-C,
moze mie¢ negatywny wptyw na postepy leczenia biataczek
[16],

VEGF-D wykazuje podobne do VEGF-C dziatanie mito-
genne w stosunku do komorek srédbtonka naczyn krwio-
no$nych i limfatycznych. Czynnik ten syntetyzowany jest
w komorkach ptuc, serca, miesni szkieletowych, okrezni-
cy i jelita cienkiego. Czynniki regulujace ekspresje genu
VEGF-D, zlokalizowanego na chromosomie Xp22.3, nie
zostaly dotychczas poznane [17], Interesujagcym odkryciem
jest znalezienie w genomie wirusa orf atakujgcego kozy,
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owce i sporadycznie cztowieka, sekwencji homologicznej
do genow pozostatych cztonkéw rodziny VEGF [2], Moze to
sugerowac, ze gen wirusowego VEGF pochodzi od ssakow
jako zywicieli i ulega dryfowi genetycznemu. VEGF-E wy-
kazuje dziatanie proangiogenne [18], a dotychczasowa wie-
dza na temat oddziatywania tego czynnika z jednym z re-
ceptorow VEGF zostata streszczona w pracy Shibuya [19].

Do rodziny biatek VEGF mozemy rowniez zaliczy¢ biat-
ka sv-VEGF wyizolowane z jadéw wezy. Z powodu ich ho-
mologii do VEGF wystepujacego u naczelnych nazywane sg
one biatkami ,,VEGF-like". Jedno z nich wyizolowane zosta-
o z jadu weza Bothrops insularis [20].

STRUKTURA GENU KODUJACEGO VEGF (VEGF-A)
CZLOWIEKA ORAZ IZOFORMY YEGF

Gen kodujacy czynnik wzrostu VEGF cztowieka zloka-
lizowany jest na chromosomie 6p21.3, a na jego strukture
sktada sie osiem egzondw oddzielonych siedmioma regio-
nami niekodujgcymi (Rys. 1) [21,22], Analizy sekwencji
cDNA wskazywaly na mozliwos$¢ wystepowania kilku izo-
form VEGF, rézniacych sie diugoscig tancucha aminokwa-
sowego, a wiec réwniez wiasciwosciami. R6znorodnosé
ta, bedaca skutkiem procesu dojrzewania mRNA, jest juz
opisana. W wyniku alternatywnego sktadania genu VEGF
powstaje kilka izoform biatka zawierajagcych odpowiednio
121,145,148,162,165,183,189 i 206 aminokwasow [21-23].

Analiza regionu promotorowego genu ujawnita istnienie
pojedynczego miejsca startu transkrypcji w bezposrednim
sasiedztwie potencjalnego wigzania czynnika transkrypcyj-
nego Sp-1, oraz dwéch potencjalnych miejsc wigzania dla
czynnikéw AP-1 i AP-2 [21], Egzony 1-5 oraz 8 kodujg cze$¢
biatka niezbedng do prawidlowego wigzania sie Uganda
Z jego receptorami. Natywny VEGF jest glikoproteing wy-
stepujacg w postaci homodimeru o charakterze zasadowym,
wigzacg heparyne. Najbardziej rozpowszechniona, syntety-
zowana przez wiele typow komorek zaréwno zdrowych jak
i zmienionych, oraz najbardziej aktywna biologicznie forma
to VEGFI&k Pozbawiona jest ona reszt kodowanych przez
egzon 6. Transkrypt izoformy VEGFpi wykrywany w wiek-
szosci komarek i tkanek, w ktorych ulega ekspresji VEGF}P
[21,22], nie ma reszt kodowanych zaréwno przez egzon 6 jak
i 7, niosacy informacje o sekwencji, ktéra oprocz wigzania
heparyny odpowiada za wigzanie z jednym z receptoréw
VEGF, neuropilina-1. W przeciwienstwie do powszechnie
wystepujacych izoform VEGF P, VEGF1H VEGFI®R formy
VEGF¥ VEGFIB oraz VEGF2Zh wystepuja in vivo niezwy-
kle rzadko, np. najdtuzsza z nich zlokalizowano jedynie
w tkankach embrionalnych.

ATG TGA

1-5, 8 - domeny wigzace VEGFR
6 - domena wigzgca heparyne

7 - domena wigzaca heparyne, neuropiling
Rysunek 1. Struktura genu kodujacego VEGF.
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Wiele bodzcow prowa- VEGF-AZ
dzi do aktywacji ekspre- Ligandy ngEE
sji i uwalniania izoform PIGE

VEGF, jednak sugeruje sie
wystepowanie dwoch me-
chanizmoéw, dzieki ktérym
VEGF staje sie dostepny

VEGF-A VEGF-A N/EGF-A N/EGF-C

N/EGF-B N/EGF-B N/EGF-C N/EGF-D
PIGF PIGF N/EGF-D
N/EGF-E

(¥ $ ¢ %

Pierwszy z nich oparty jest
na krotszych izoformach
VEGFp] i VEGFI& ktére wy-
dzielane gtéwnie w postaci
rozpuszczalnej  dyfundujg
swobodnie do powierzchni
srodbtonka. Niewielka czes¢
wydzielonego VEGF,6_ zo-
staje co prawda zwigzana
z blong komérkowa i ma- ()

cierza  zewnatrzkomorko- 130-140 kDa

b 2
dla komorek srédbtonka. < ;
I

Cytoplazma

Receptory neuropilina

[ | | ]
$ ‘é L{ I domena
¥V katalityczna
Y951
Y996 J [
y1924 | domena
; ¥V «katalityczna
| | Vi | |
N/EGFR1 SsVEGFR1 N/EGFR2 N/EGFR3
(Flt1) (KDR/FIk1) (Flt4)
180 kDa 230 kDa 195 kDa

wa, Jednak nie w tak dUZym Rysunek 2. Budowa receptoréw VEGF iich ligandy. a - domeny homologiczne do niekatalitycznych regionéw sktadnikéw CIr
stopniu jak w przypadku i Cis komplementu; b - domeny homologiczne do domen Cl i C2 czynnikéw krzepnigcia krwi (V11 iV); c - domena homologicz-

dtuzszych izoform. Roznice
w wartosci punktu izoelek-
trycznego i powinowactwa wigzania z mukopolisacharyda-
mi glikokaliksu $ciany naczyn mogg by¢ przyczyna roznej
aktywnosci biologicznej biatek [22], Biatka VEGFI® i VEG-
F maja charakter bardziej zasadowy niz VEGF |-, wiazg
sie z silnym powinowactwem do heparyny [22] i wykazujg
silniejszg aktywno$¢ mitogenng niz krotsze izoformy [24],
jednak silnie wigzane zar6wno z macierzg zewngatrzkomor-
kowsg jak i btong komarki, staja sie niedostepne dla recep-
toréw VEGF. Dtuzsze izoformy VEGF (VEGF,®i VEGFTH
moga przejs¢ w posta¢ rozpuszczalng po przytaczeniu do
nich heparyny, zadziataniu heparynazy, metaloproteinaz
lub innych zewnatrzkomoérkowych proteaz. Formy krotsze
dyfundujg do receptoréw docelowych i indukuja w komor-
kach wiele proceséw, wsérdd ktérych znajduje sie rowniez
aktywacja plazminogenu wraz z jego inhibitorem (PAI-1)
[22], Aktywacja plazminogenu prowadzi do uwolnienia
plazminy, ktéra tnie zwiagzane z macierzg czasteczki VEGF
(VEGFI® VEGF2¥ uwalniajac dyfuzyjny fragment VEGFn0
[24], a wiec udostepniajac receptorom na powierzchni ko-
morki kolejne czasteczki liganda.

RECEPTORY VEGF
RECEPTORY O AKTYWNOSCI KINAZ TYROZYNOWYCH

Trzy gtéwne receptory VEGF: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2
(KDR/FIk-1) oraz VEGFR3 (FIt-4) s strukturalnie spokrew-
nione z rodzing receptoréw czynnika wzrostu pochodzenia
ptytkowego (klasa Il receptorowych kinaz tyrozynowych).
Zawierajg one cytoplazmatyczng domene o aktywnosci
kinazy tyrozynowej przedzielong fragmentem niekatali-
tycznym, istotnym w procesie rozpoznawania liganda [25];
krétkg domene btonowsg oraz region zewnatrzkomarkowy
zbudowany z siedmiu domen homologicznych do immu-
noglobuliny. Druga i trzecia domena zewngtrzkomdrkowa
zostaty zidentyfikowane jako odpowiedzialne za wigzanie
liganda [26]. Podobnie jak w przypadku innych receptoréw
tej klasy, wigzanie liganda indukuje homodimeryzacje re-
ceptoréw VEGF, co umozliwia transfosforylacje ich domen
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na do domeny MAM, bioracej udziat w oddziatywaniach biatko-bialko; Y - miejsca fosforylacji tyrozyny.

cytoplazmatycznych i indukcje szlakéw sygnatowych. Re-
ceptory wigza rézne typy VEGF, charakteryzujgc sie row-
niez réznym powinowactwem do liganda (Rys. 2). Sekwen-
cje aminokwasowe receptoréw VEGFR1 i VEGFR2 wykazu-
ja okoto 44% homologii. Ekspresja receptorow pojawia sie
juz we wczesnym rozwoju organizmu, gtéwnie w komor-
kach srédbtonka [9],

VEGFR1 wystepuje w $rodbtonku, a takze na powierzch-
ni makrofagéw i monocytéw. Jest to receptor o najwyz-
szym powinowactwie do liganda (Kd ~T0 - 20 pM), jednak
odpowiedz na zwigzanie VEGF w postaci jego fosforylacji
jest staba. Ekspresja receptora utrzymuje sie na statym po-
ziomie podczas zycia organizmu zaréwno w komorkach
dzielgcych sie, jak i uspionych [2], Fong i in. zaobserwowa-
li, zZe myszy pozbawione genu VEGFR1 majg wyksztatcone
dojrzate komorki $rodbtonka, jednak ich morfologia oraz
struktura $cian powstatych naczyn sg zaburzone. Udowod-
niono, ze przyczyng tych zaburzen jest zwiekszona liczba
hemangioblastéw, ktére gromadzac sie wewnatrz powsta-
jacych naczyn zamykajg je. Pozbawienie receptorow VEG-
FR1 ich domen wewnatrzkomdrkowych nie prowadzi do
patologicznego rozwoju embriondw i nie zaburza przebie-
gu angiogenezy [8], Na podstawie powyzszych obserwacji
mozemy wnioskowaé, ze VEGFR1 odgrywa istotng role
w tworzeniu i utrzymaniu prawidtowej morfologii naczyn
krwionosnych [27], Receptor ten funkcjonuje jednak gtow-
nie jako czasteczka wigzaca ligand, bez krytycznej roli do-
meny kinazowej. VEGFR1 jako jedyny wigze tozyskowy
czynnik wzrostu i VEGF-B z duzym powinowactwem.

VEGFR2 ulega ekspresji w komoérkach srédbtonka oraz
megakariocytach, ptytkach krwi i komérkach hematopo-
etycznych [28] gtéwnie podczas zycia ptodowego, kiedy
procesy przez niego stymulowane - angio- i waskulogeneza
- zachodzg bardzo intensywnie. llos¢ mMRNA dla VEGFR2
spada w komoérkach dorostego organizmu. Myszy pozba-
wione genu VEGFR2 charakteryzujg sie brakiem dojrzatych
komdérek srdédbtonka, zorganizowanej sieci naczyn i prekur-
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sorowych komérek hematopoetycznych [9], Ekspresja VEG-
FR2 zachodzgca we wczesnych etapach rozwoju odgrywa
istotng role w réznicowaniu i dojrzewaniu komdrek $réd-
btonka, ich proliferacji i migracji. Receptor ten wykazuje
mniejsze powinowactwo do liganda niz VEGFR1 (Kd -75
-125 pM).

VEGFR3 wykrywany jest we wszystkich embrionalnych
komoérkach srédbtonka, a w dorostych tkankach obecny jest
gtéwnie w srodbtonku naczyn limfatycznych, co wskazuje
na jego udziat w limfangiogenezie. Receptor ten nie rozpo-
znaje VEGF-A, natomiast wigze formy VEGF-C i-D. Izofor-
my VEGF-C i -D sg rbwniez rozpoznawane przez receptor
VEGFR2, chociaz z nizszym powinowactwem. Brak genu
VEGFR3 zaburza prawidtowy rozwdj uktadu naczyniowe-

go [9].
ROZPUSZCZALNE RECEPTORY sVEGFRI | sSVEGFR2

W celu zbadania miejsc wigzgcych ligand konstruowano
rézne typy rozpuszczalnych receptorow VEGF, sprawdza-
jac réwnoczednie ich zdolno$¢ do wywotania odpowiedzi
biologicznej [8]. Obecnie zidentyfikowano dwa naturalnie
wystepujace rozpuszczalne receptory: sVEGFRI i sSVEGFR2.
sVEGFRI powstaje na skutek roznicowego ciecia i sktadania
pierwotnego transkryptu VEGFR1 [9], Forma ta zawiera je-
dynie domeny homologiczne do immunoglobulin, przez co
nie wykazuje aktywnosci kinazowej. Wykazano, ze wigze
on z wysokim powinowactwem wszystkie izoformy VEGF
oraz rézne formy P1GF i VEGF-B. Wysoki poziom sVEGFRI
wystepuje w surowicy kobiet ciezarnych [29],

Receptor sVEGFR2 zostat zidentyfikowany przez Ebos'a
iin. [29] w ludzkim i mysim osoczu. Budowa sVEGFR2 i je-
go powinowactwo do poszczegélnych form VEGF pozosta-
ja dotychczas nieznane.

Rola biologiczna krotszych form receptorow nie jest do
konca poznana. W przypadku sVEGFRI badania wskazujg
gtownie na jego funkcje jako negatywnego regulatora ak-
tywnosci VEGF, a wiec naturalnego inhibitora angiogenezy
[29].

NEUROPILINY

Biatka btonowe neuropilina-1 i neuropilina-2 stanowig
specyficzng grupe receptoréw dla dwadch strukturalnie nie-
zwigzanych rodzin biatek - semaforyn klasy 3 i niektérych
form VEGF wigzacych heparyne, tj. VEGF](- [30], Wigzanie
liganda z neuropiling-1 lub neuropiling-2 nie jest w stanie
uruchomié¢ szlaku sygnatowego w nieobecnosci innych
biatek na powierzchni komérki. Do zapoczatkowania pro-
cesu przekazania sygnatu do wnetrza komoérki, po zwia-
zaniu VEGF z neuropilinami, niezbedne jest sasiedztwo
innego receptora np.VEGFRI lub VEGFR2. VEGFIh wiagze
sie z obiema neuropilinami, VEGFY4 moze wigza¢ sie tyl-
ko z neuropiling-2, natomiast forma VEGFpi zwykle nie
wigze sie z zadng z nich. Wigzanie VEGFIh z neuropilina-1
wzmacnia funkcje sygnatowg receptora VEGFR2. Neuro-
pilina-1 zostata pierwotnie zidentyfikowana jako receptor
semaforyny kontrolujgcy wzrost aksonéw. Obecnosé tego
biatka obserwuje sie rowniez w komérkach $rodbtonka
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i komoérkach mezenchymy otaczajacych naczynia krwio-
nosne oraz w niektorych komorkach nowotworowych [31],
Biatko to bierze udziat w ksztattowaniu systemu naczynio-
wego serca. Na cze$¢ zewngtrzkomaérkowa neuropiliny-1
sktada sie cze$s¢ homologiczna do domeny MAM (ang.
meprin, A5 protein, receptor protein - tyrosine phosphatase mu)
bioracej udziat w oddziatywaniach biatko-biatko, domeny
b homologicznej do domen CI i C2 czynnikdéw krzepnie-
cia krwi (VII i V) oraz domeny a homologicznej do nieka-
talitycznych regiondw sktadnikéw Clr i Cis komplementu
[31], Ze wzgledu na niewielkg domene cytoplazmatyczna,
neuropilina nie odgrywa roli w aktywacji ztozonych szla-
kéw sygnatowych. Z uwagi na jej wystepowanie wspolnie
z pozostatymi receptorami VEGF [31] uwaza sie ja raczej za
dodatkowy receptor VEGFR2 wigzacy ligand. Nadekspre-
sja neuropiliny u myszy prowadzi do réznego rodzaju wad
w budowie morfologicznej naczynh oraz do znieksztatcenia
mies$nia sercowego, natomiast brak tego biatka prowadzi do
nieprawidtowego unaczynienia neurondéw oraz wad aorty
i innych naczyn krwionosnych [31]. Ostatnio wykazano,
ze semaforyna-3F dziatajgca poprzez receptor neuropili-
ny-2 hamowata proliferacje, angiogeneze in vivo oraz fos-
forylacje kinazy ERK1/2 stymulowang VEGFI1(_w ludzkich
komorkach srodbtonka HUVEC (ang. human umbilical vein
endothelial cells). Semaforyna 3A blokuje wigzanie VEGF]6_
z neuropiling-1 (koreceptorem VEGFR2). Sugeruje sie, ze
w ten sposdéb hamowane jest przekazywanie przez VEGFR2
sygnatu proangiogennego [30], W wiazaniu VEGFIh z neu-
ropiling wspotzawodniczg w r6znym stopniu semaforyny.
Rola neuropiliny jako mediatora procesu angiogenezy zo-
stata opisana szczeg6towo w pracy Miao i in. [31].

REGULACJA EKSPRESJI VEGF
STYMULACJA EKSPRESII

Jednym z gtéwnych czynnikéw indukujacych ekspresje
mRNA dla VEGF, zaréwno w warunkach fizjologicznych,
jak i patologicznych, jest obnizenie ci$nienia parcjalnego
tlenu. Wysoka ekspresja VEGF w niedotlenionych komor-
kach nowotworowych, wystawionych na bezposredni
kontakt z komorkami nekrotycznymi sugeruje, ze lokalna
hipoksja jest gtownym czynnikiem indukujagcym ekspre-
sje VEGF. W 1995 roku w regionie promotorowym 5' genu
VEGF zidentyfikowano 28-zasadowg sekwencje wysoce ho-
mologiczng do miejsca wiazacego, zasadowe biatko HIF-1
(czynnik indukowany hipoksjg), ktérego zwigzanie stymu-
luje transkrypcje genu VEGF [32], Zaobserwowano réwniez
niezalezng od HIF-1 stymulacje transkrypcji tego genu na
skutek niedotlenienia [33], W odpowiedzi na niskie ci$nie-
nie tlenu moze nastepowa¢ nagromadzenie adenozyny,
ktéra aktywujgc swoj receptor A2 powoduje wzrost steze-
nia cCAMP, co prowadzi do podniesienia poziomu mRNA
dla VEGF [2], Stymulacja transkrypcji genu VEGF nie jest
jednak jedynym mechanizmem dziatajgcym w odpowiedzi
na niedotlenienie komarki. Hipoksja moze przyczynia¢ sie
takze do wigzania z mRNA dla VEGF biatek wywotujacych
potranskrypcyjny wzrost stabilnosci mRNA (m.in. biatka
HuR) [2]. Stymulacja ekspresji VEGF moze nastgpi¢ row-
niez pod wptywem dziatania réznego rodzaju cytokin, czy
tez na skutek mutacji niektérych onkogenéw prowadzacej
do transformacji nowotworowej (Tab. 1).
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HAMOWANIE EKSPRESII

Szeroko prowadzone badania nad lekami antynowotwo-
rowymi blokujgcymi angiogeneze doprowadzity do odkry-
cia wielu jej inhibitorow, ktére bezposrednio oddziatuja
z VEGF tub z jego receptorami. Inhibitory RAS farnezylo-
transferazy blokuja szlak sygnatowy onkogenu, prowadza-
cy do wzrostu produkcji VEGF przez komorki nowotwo-
rowe oraz obnizenia syntezy inhibitora angiogenezy, jakim
jest trombospondyna-1. Wiele dziatajagcych posrednio inhi-
bitoréw procesu angiogenezy tj. ZD1839 (Iressa), ZD6474,
OSI774 (Tarceva), CI1033, PKI1666, IMC225 (Erbitux) [3]
i PS 341 [34] (inhibitor proteasomu) hamuje synteze VEGF
przez komérki nowotworowe. Synteze niektérych czyn-
nikbw angiogennych, m.in. transformujgcego czynnika
wzrostu (3 (TGF-P) i VEGF hamuja przeciwciata Trastuzu-
mab - blokujgce szlak sygnatowy jednego z onkogenow,
zwiekszajac rdwnoczesnie ekspresje inhibitora angiogenezy
- trombospondyny. Inne przeciwciata monoklonalne Beva-
cizumab (Avastin) przeciw VEGF sg obecnie stosowane w Il
i 1l fazie badan klinicznych. Niskoczgsteczkowy inhibitor
VEGF, NM-3 izokumaryna hamuje selektywnie proliferacje
komorek $rédbtonka oraz tworzenie nowych naczyh in vi-
tro. Stosowany szeroko w badaniach klinicznych talidomid
powoduje obnizenie poziomu VEGF w krazeniu, co jest sko-
relowane z pozytywnym efektem terapeutycznym w wielu
typach biataczek i innych chorobach krwi [3].

Na uwage zastuguje takze oddziatywanie VEGF z meta-
loproteazg macierzy zewngtrzkomorkowej ADAMTS1 (ang.
disintegrin and metalloproteinase with thronibospondin motif-1),
ktéra po zwigzaniu z VEGF blokuje fosforylacje receptora
VEGFR2 i hamuje jego funkcje sygnatowa [35]. Hamowa-
nie proangiogennego dziatania VEGF przez ADAMTSI jest
procesem odwracalnym, gdyz dysocjacja tego kompleksu
przywraca naturalng aktywnos$¢ VEGF.

UDZIAL VEGF W PRZEWODZENIU SYGNALU

Receptory VEGF rdznig sie stopniem aktywacji po zwia-
zaniu Uganda, jak rowniez uruchamianymi $ciezkami sy-
gnatowymi. Jak juz wspomniano, VEGFR1, mimo duzego
powinowactwa do VEGF, ulega niewielkiej aktywacji. Jego
zdolnos$¢ do przekazywania sygnatu wydaje sie by¢ mata,
jednak wcigz pojawiaja sie doniesienia podkreslajgce istotne
znaczenie biologiczne tego receptora. Najlepiej zbadanym

Tabela 1: Czynniki stymulujace ekspresje VEGF

Hipoksja Cytokiny Onkogeny
HIF-1 EGF, TGF-(3, KGF KRAS, HRAS
IL-ip SRC
adenozyna IL-1, PGE, ERBB2
IL-6 EGFR
potranskrypcyjna IGF-1 FOS
stabilizacja mRNA v-p3k
PTTG1
Bcl-2

EGF - ang. epidermal growth factor, naskérkowy czynnik wzrostu; TGF-p - ang. trans-
forming growth factor f, transformujgcy czynnik wzrostu P; KGF -ang. keratinocyte
growth factor, czynnik wzrostu keratynocytéw; IL - interleukina; PGE2 - ang. pro-
staglandin E2, prostaglandyna E2; IGF-1 - ang. insulin-like growth factor, insulino-
podobny czynnik wzrostu.
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dziataniem VEGF, poprzez receptor VEGFR1, jest stymula-
cja migracji monocytow oraz ekspresji czynnika tkankowe-
go w tych komorkach, jednak znaczenie tych proceséw nie
jest w petni poznane. Ostatnie badania wskazujg na udziat
VEGFR1 w pozytywnej regulacji tworzenia struktur kapila-
ropodobnych [36] oraz w podtrzymaniu angiogenezy po-
przez stymulacje szlakéw antyapoptotycznych biegnacych
przez biatko antyapoptotyczne Bcl-2 i kinaze PI3 [37],

Gtownym receptorem, poprzez ktory VEGF wywotuje
szerokie spektrum odpowiedzi biologicznych jest receptor
VEGFR2. Receptor ten posredniczy w wigkszosci znanych
szlakdéw przekazywania sygnatu, w komdrkach srédbton-
ka aktywowanych VEGF, prowadzacych do okreslonych
funkgcji biologicznych (Rys. 3). Wykazano, ze podobnie jak
inne receptory kinazowe, wigze sie on z biatkami zawiera-
jacymi domeny SH2 i biatkowymi fosfatazami tyrozyno-
wymi [1], uruchamia takze skomplikowang sie¢ sygnatowg
prowadzacg do regulacji prawie wszystkich proceséw skta-
dajacych sie na efekt biologiczny wywotywany VEGF. Ak-
tywacja VEGFR2, po zwiazaniu liganda, nastepuje w wy-
niku dimeryzacji receptoréow i autofosforylacji tyrozyny
w cytoplazmatycznej czesci receptora. W czasteczce tego
receptora zidentyfikowano sze$¢ miejsc autofosforylacji na
tyrozynach w pozycjach: 951, 996, 1054, 1059, 1175 i 1214
[38]. VEGF stymuluje fosforylacje tyrozynows i aktywnos¢
biatek sygnatowych komérek srédbtonka tj. PLCy, MAPK,
kinazy PI3, FAK, biatek adaptorowych Nck, Crk, i paksy-
liny. Roéwniez cztonek rodziny biatek sygnatowych She
- biatko Sck bierze udziat w przekazywaniu sygnatu indu-
kowanego pod wptywem VEGF w komdrkach srédbtonka
naczyn. Pod wptywem VEGF w komérkach HUVEC naste-
puje przytaczenie Sck do tyrozyny w pozycji 1175 receptora
VEGFR2 [39], Rola fosforylacji wiekszosci miejsc receptora
VEGFR?2 jest w dalszym ciggu nieznana. Badania ostatnich
lat wykazujg, ze w proces angiogenezy inicjowany przez
VEGF zaangazowane sg rowniez niektore szlaki integryno-
we, posredniczone przez receptory dla biatek adhezyjnych,
m.in. integryny aw3oraz a3 [1].

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA VEGF

VEGF jest silnym i specyficznym mitogenem dla komaérek
srodbtonka pochodzacych z naczyn uktadu krwionosnego
i limfatycznego [1], Wywotuje on tworzenie struktur kapila-
ropodobnych w modelu angiogenezy in vitro, podobnie jak
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow - bFGF (ang. basie
fibroblast growth factor) [40], oraz silng odpowiedZ w postaci
angiogenezy w roéznych modelach in vivo [21,41], Mozemy
stwierdzi¢, ze VEGF jest niezbedny do tworzenia nowych
naczyn krwionosnych, ale nie jest wystarczajacy. Stymulu-
je on powstawanie naczynh ,,niedojrzatych”, o Scianie zbyt
przepuszczalnej, ktore bez udzialu takich czynnikéw jak
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw, angiopoetyna-1,
czy efryny, nie sg w stanie ,,dojrze¢" i prawidtowo funkcjo-
nowac [41],

Udziat VEGF oraz jego receptoréw w regulacji wielu
genow jest juz dobrze udokumentowany [1], VEGF bierze
udziat w reorganizacji macierzy zewnatrzkomoérkowej po-
przez indukcje ekspresji aktywatoréow plazminogenu i ich
inhibitoréw [42] oraz metaloproteinaz [43], Dziata on row-
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niez jako czynnik stymulujacy przepuszczalno$¢ naczyn
krwionos$nych. Potwierdzono takze jego ochronne dziatanie
w stosunku do komoérek poprzez stymulacje szlakow an-
tyapoptotycznych. VEGF wptywa ponadto na wzrost wy-
stepowania biatek adhezyjnych takich jak VCAM-1 (ang.
vascular celi adhesion molecule 1) i ICAM-1 (ang. intracellular
adhesion molecule 1) na powierzchni komorki oraz stymula-
cje transportu heksoz do wnetrza komarki [44,45]. Oprocz
specyficznego dziatania na komorki $rédbtonka, VEGF
wplywa takze na inne komorki wywotujgc m.in. chemo-
taksje monocytow i prekursorowych komérek nerwowych
[46], jak rowniez stymuluje komorki miesni gtadkich do wy-
dzielania fibronektyny w przebiegu astmy [47],

OCHRONNA ROLA VEGF

VEGF bierze udziat nie tylko w stymulacji procesu two-
rzenia nowych naczyh krwionosnych, ale poprzez aktywa-
cje szlakow antyapoptotycznych w komérkach $rédbtonka
odgrywa roéwniez istotng role w utrzymaniu prawidtowe;j
morfologii juz wyksztatconej sieci naczyn. Ochronne dziata-
nie VEGF zostato po raz pierwszy udokumentowane w sto-
sunku do komorek $rodbtonka siatkowki oka [48],

W gtdéwnej Sciezce sygnatowej prowadzacej do ochrony
komorki przed apoptoza bierze udziat kinaza PI3. Kinaza
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ta po aktywacji fosforyluje antyapoptotyczng kinaze Akt/
PKB (ang. Akt-kinase/protein kinase B), co prowadzi do hamo-
wania proapoptotycznych biatek: Bad, Bax [49] oraz CREB
i kaspazy-9. Szlak sygnatowy zwigzany z Akt okazat sie by¢
silnie zalezny od VE-kadheryn (ang. Vascular Endothelial-
-catherins), receptoréw biatek adhezyjnych bedacych gtow-
nymi sktadnikami potgczen miedzykomorkowych. Spadek
ilosci kadheryn niezaleznie od jego przyczyn, wigze sie z le-
talnym zahamowaniem dojrzewania embrionalnych naczyn
krwionosnych, wywotanym podwyzszong $miertelnoscia
komérek srédbtonka, utrata wiazania VEGFR2 z kadhery-
nami, beta-kateninami i kinazg PI3 oraz zredukowanym
dziataniem kinazy Akt [50], Szlak sygnatowy prowadzacy
do zwiekszonej przezywalnosci komorki, wiodacy przez
VEGFR?2, jest wiec scisle zwiazany z istnieniem funkcjonal-
nych potaczen miedzykomorkowych.

Dtugotrwale efekty ochronne VEGF zwigzane sg praw-
dopodobnie ze stymulacja komdrkowych mechanizmow
ochronnych, a wiec z aktywacjg biatek Bcl-2, Al, IAP (ang.
inhibitors of apoptosis), surwiwiny i XIAP (ang. X-chromoso-
me-linked IAP) [51].

W przekazywaniu proprzezyciowego sygnatu w wielu
typach komoérek adherentnych bardzo istotna role odgrywa
kinaza FAK [8], zwigzana rowniez ze szlakami sygnatowy-
mi integryn. VEGF oddziatuje bezposrednio na to biatko
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zwiekszajgc fosforylacje i gromadzenie sie FAK, jak réw-
niez na biatka z nim zwigzane: paksytine oraz kinaze tyro-
zynowg Pyk?2 [8]. Oprécz bezposredniej aktywacji zaobser-
wowano takze selektywne wigzanie VEGFR2 z integryng
avPv Adhezja takiego kompleksu do witronektyny, liganda
avP3 zwiekszata zar6wno mitogenne dziatanie VEGF, jak
i aktywnos¢ receptora [52], ktérego rola w ochronie powsta-
jacych naczyn krwionosnych zostata juz potwierdzona. Na
podstawie wynikéw badan procesu unaczyniania siatkowki
oka myszy pozbawionej genu kodujgcego p, mozna wnio-
skowagé, ze funkcja kompleksu VEGFR2/ avP3w tworzeniu
i utrzymaniu prawidtowej struktury naczyn jest jednak dru-
gorzedowa. Obserwacje przebiegu patologicznej angioge-
nezy u zwierzat pozbawionych podjednostek p3i 3 wska-
zujg nawet na mozliwo$¢ hamowania angiogenezy przez
integryny av(3i av(H[53],

MITOGENNE DZIALANIE VEGF

VEGF poprzez aktywacje VEGFR2 wykazuje dziatanie
mitogenne w stosunku do wielu typéw komdrek srédbton-
ka. Gtéwne Sciezki sygnatowe prowadzace do wzrostu syn-
tezy DNA i proliferacji komérek prowadzg przez silnie ak-
tywowane VEGF kinazy ERK1/2, stymulujace z kolei sze-
reg czynnikow transkrypcyjnych. Jedna z tych drog oparta
jest na znanej Sciezce sygnatowej Ras/Raf/MEK/ERK wio-
dacej od kinazowych receptoréw czynnikéw wzrostu [54],
Droga ta indukowana jest fosforylacjg biatka adaptorowego
Grb2, ktére kierujagc biatko SOS do btony komorkowej wy-
wotuje aktywacje biatka Ras i uruchamia kaskade sygnatu.
Sg jednak dowody na istnienie niezaleznej od biatka Ras
drogi aktywujacej kinazy ERK. Sciezka ta uruchamiana jest
przez aktywny receptor VEGFR2, ktéry fosforyluje zwigza-
ng z nim fosfolipaze C-y [55], Prowadzi to do powstawa-
nia diacyloglicerolu (DAG) oraz trisfosfoinozytolu (IP3),
a w konsekwencji do aktywacji kinazy biatkowej C (PKC)
i uwolnienia jonéw wapnia do cytoplazmy. Droga ta zosta-
fa potwierdzona poprzez badania, w ktérych obserwowano
zahamowanie aktywacji ERK po zastosowaniu inhibito-
réw farmakologicznych kinazy biatkowej C oraz oligonu-
kleotydéw antysensowych przeciwko izoformom kinazy
biatkowej C-a i  [56], Inhibitory kinazy biatkowej C efek-
tywnie hamowaly réwniez stymulowany VEGF proces an-
giogenezy [57], Istniejg jednak doniesienia, ze stymulacja
proliferacji przez VEGF wigze sie ze spadkiem aktywnosci
jednej z izoform kinazy biakowej C, PKC-5 [58]. W zgodzie
z tymi sygnatami pozostaje obserwacja spowolnienia cyklu
komoérkowego w komoérkach srodbtonka z nadekspresja ki-
nazy biakowej C-5. Mitogenne dziatanie VEGF moze wigc
zaleze¢ zarowno od wzrostu jak i obnizenia aktywnosci po-
szczego6lnych izoform kinazy biatkowej C.

Kolejng drogg dziatania VEGF jest indukcja szlaku kinaz
MAP zwigzana z aktywacjg kinazy JNK. Dodatkowo wska-
zuje sie na mozliwe wzajemne oddziatywanie pomiedzy tg
droga sygnatowa a Sciezkg angazujacg kinazy ERK w szla-
ku prowadzacym do wywotywanych przez VEGF efektow
mitogennych [1].
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MIGRACIA KOMOREK

Degradacja btony podstawnej i macierzy zewnatrzko-
morkowej przez metaloproteinazy jest procesem umozli-
wiajacym migracje komoérek srédbtonka. VEGF indukujac
wzrost poziomu tych enzymoOw zaangazowany jest juz
w poczatkowe etapy tego procesu [43].

Gtownym przekaznikiem sygnatu wiodacego do stymu-
lacji migracji komdérek jest kinaza FAK (ang. focal adhesion
kinase), ktéra jak juz wspomniano, zaangazowana jest takze
w szlak sygnatowy prowadzacy do zwigkszenia przezy-
walnosci komérek. VEGF indukuje fosforylacje tyrozynowg
FAK oraz paksyliny kierujac tym samym biatka do nowych
ognisk adhezyjnych, co zostato zbadane w komérkach HU-
VEC [8], VEGF aktywuje kinaze FAK bezposrednio poprzez
fosforylacje reszt Tyr-397 i Tyr-861, ktora w przypadku Tyr-
-861 moze nastepowac posrednio réwniez poprzez kinaze
Src. Zahamowanie dziatania kinazy Src zmniejsza migracje
komorek indukowang przez VEGF. Stwierdzono, ze fosfo-
rylacja kinazy FAK jest utatwiana przez biatko Hsp90, a za-
stosowanie inhibitora biatka szoku termicznego zatrzymy-
wato migracje [59],

Obserwacje zahamowania migracji stymulowanej VEGF
pod wpltywem inhibitora kinazy p38 (SB203580), sugeruja
udziat tej kinazy nalezacej do rodziny kinaz MAP w tym
procesie [59]. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze zaréwno
szlak prowadzacy przez biatko p38, jak réwniez kinaze FAK
indukowany jest poprzez VEGFR2, ktérego petna fosforyla-
cja i zdolno$¢ do aktywacji powyzszych szlakow jest zalez-
na od jego interakcji z integryna avP3[60],

Kolejna droga prowadzaca od VEGF do migracji wiedzie
prawdopodobnie przez oddziatywanie szlaku kinazy FAK
z NO, ktéry stymuluje ruch komorki bez obecnosci che-
moatraktanta. NO reguluje stabilno$¢ ognisk adhezyjnych
i fosforylacje kinazy FAK, a fosforylacja syntazy tlenku azo-
tu (eNOS - ang. endothelial nitric oxide synthase) jest koniecz-
na do indukcji migracji przez VEGF [61].

Oprécz wymienionych juz szlakéw VEGFR2 posredni-
czy réwniez w aktywacji biatek z rodziny Rho i chociaz me-
chanizm tego dziatania jest nieznany, to wiadomo, ze jest
on niezalezny od jonéw wapnia i kinazy PI3K, a biatka te
odgrywajg istotng role w regulacji migracji komoérek $rod-
btonka, w ktérej posrednicza takze biatka adaptorowe Nck
i Crk [62].

WZROST PRZEPUSZCZALNOSCI NACZYN KRWIONO-
SNYCH

VEGF byt zdefiniowany poczatkowo jako czynnik zwiek-
szajacy przepuszczalnos¢ naczyn, jednak do dzis Sciezki sy-
gnatowe uczestniczgce w tym procesie zostaty stabo pozna-
ne. Stwierdzono na przykfad, ze w regulacji przepuszczal-
nosci naczyn uczestnicza biatka z rodziny Src; brak genu
kodujgcego pp60cSt hamuje odpowiedZz komérek na VEGF
[63]. Udziat w tym procesie tlenku azotu i prostacyklin zo-
stat potwierdzony obserwacjami spadku przepuszczalnosci
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naczyn wywotanym dziataniem inhibitoréw zaréwno syn-
tazy tlenku azotu (eNOS), jak i cyklooksygenazy (COX) [1].

Fosforylacja biatek odpowiedzialnych za adhezje mie-
dzykomorkowg indukowang VEGF, ktéra prowadzi do
zniszczenia potaczen miedzy komorkami, moze by¢ jednym
z mechanizmow wywotujgcych wzrost przepuszczalnosci
naczyn [l]=

PATOLOGICZNA ANGIOGENEZA

Podwyzszony poziom VEGF obserwowany jest w wiek-
szosci tkanek nowotworowych [2], VEGF uwazany jest za
aktywator angiogenezy nowotworowej. Zwiekszona eks-
presja genu VEGF jest Scisle zwigzana ze ztym rokowaniem
i zwiekszong czestoscig wystepowania przerzutéw u pa-
cjentéw z nowotworami. U pacjentéw z rakiem przewodu
pokarmowego lub sutka obserwuje sie pozytywng korelacje
miedzy ekspresja VEGF a gestoscig naczyn krwionos$nych
w bezposrednim otoczeniu guza nowotworowego. Wysoka
ekspresja mRNA dla VEGF w nowotworach oraz wysoki
poziom VEGF w innych jednostkach chorobowych zwigza-
nych z patologiczng angiogenezg potwierdzajg hipoteze, ze
VEGF jest kluczowym mediatorem tego procesu. Zwiekszo-
ng ekspresje MRNA dla VEGF obserwuje sie bezposrednio
w komérkach nowotworowych, podczas gdy w komdrkach
srodbtonka sagsiadujacych z nowotworem zwigkszeniu
ulega poziom mRNA dla receptorow VEGFR1 i VEGFR2.
Wskazuje to na parakrynny mechanizm dziatania VEGF.
Duze zainteresowanie budzi ostatnio mozliwy udziat VEGF
w tworzeniu sie i rozwoju blaszki miazdzycowej. Okazuje
sie, ze substancja, ktora wedtug wielu badaczy miata by¢
panaceum na miazdzyce ijej konsekwencje, moze te choro-
be pogtebiaé. Badania przeprowadzone na myszach i kroli-
kach wykazaty, ze VEGF zwigksza rozmiary i przyspiesza
tworzenie blaszek miazdzycowych. Celletti i in. stwierdzili,
ze po wstrzyknieciu VEGF, do krwi przedostaje sie bardzo
wiele komérek macierzystych $rédbtonka. Takich komo-
rek byto réwniez znacznie wiecej w blaszkach miazdzyco-
wych myszy traktowanych VEGF, niz u zwierzat, ktorym
podano obojetne biatko [64,65], Wiele wskazuje na to, ze
tworzenie unaczynienia moze przyspiesza¢ rozwéj miaz-
dzycy. Neowaskularyzacja w blaszce miazdzycowej pod
wplywem podwyzszonego, w odpowiedzi na hipoksje, po-
ziomu VEGF moze prowadzi¢ do niestabilnosci i pekniecia
tej blaszki [27,66]. Dotychczasowej wiedzy na temat pozy-
tywnej roli egzogennie uzytego VEGF w regeneracji tkanek
towarzyszyty kontrowersyjne doniesienia o wptywie VEGF
na tworzenie patologicznej blaszki wewnetrznej naczynia
(neointimy). W S$wietle najnowszych badanh bardzo wazng
role zar6wno w procesie regeneracji uszkodzonej tkanki, jak
i tworzenia neointimy odgrywa endogenny VEGF [67], Za-
rowno jego nadekspresja, jak i rozmieszczenie w komarce
endogennej formy prowadzg do zaburzenia czasu trwania
odnowy uszkodzonego $rédblonka. OpoOznienie procesu
regeneracji $rodbtonka moze inicjowa¢ kaskade ztozonych
molekularnych i komoérkowych oddziatywan, mogacych
prowadzi¢ do zmiany wielko$ci tworzgacej sie neointimy.
Moze ono by¢ réwniez odpowiedzialne za réznice w loka-
lizacji komorek progenitorowych. Rézny czas ekspozycji
uszkodzonej tkanki na krazace czynniki wzrostu i tlenek
azotu moze mie¢ wptyw na wielko$¢ neointimy. Wyjasnie-
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nie mechanizmu tego bardzo ztozonego procesu regulacyj-
nego z udziatem VEGF wymaga jeszcze dodatkowych ba-
dan.

PODSUMOWANIE

Pomimo réznorodnosci czynnikéw majacych prawdopo-
dobnie wplyw na proces angiogenezy, VEGF odgrywa klu-
czowag, niezastgpiong role w wielu stanach fizjologicznych
i patologicznych zwigzanych z tym procesem. Zastosowa-
nie przeciweciat anty-VEGF lub inhibitoréw sygnatu przeka-
zywanego przez receptory, a takze oligonukleotydéw anty-
sensowych blokujacych dziatanie VEGF moze mie¢ znacze-
nie w leczeniu wielu nowotwordéw i innych choréb, réwniez
jako terapia wspomagajgca. Biorgc pod uwage kluczowa role
systemu VEGF - receptory VEGF w rozwoju uktadu naczyn
krwionosnych i homeostazie komdrek srodbtonka naczyn,
poznanie wiasciwosci sygnatowych receptoréw VEGFR1
i VEGFR2 moze okresli¢ drogi prowadzace do regulacji
podstawowych funkcji biologicznych komérek $srodbton-
ka takich jak: réznicowanie, morfogeneza i angiogeneza.
Oprocz gtownych terapeutycznych wysitkéw badawczych
dotyczacych zahamowania stymulacyjnego dziatania VEGF
na proces angiogenezy, bardzo obiecujgcg mozliwoscia jest
zastosowanie rekombinowanego VEGF lub terapii genowej
w przypadkach uszkodzenia lub uposledzonego rozwo-
ju $rédbtonka. Metody analizy proteomicznej stosowane
ostatnio do identyfikacji biatek, ktére ulegajg modyfikacji
pod wptywem aktywacji komorek srédbtonka czynnikiem
VEGF, pozwalajg lepiej pozna¢ mechanizmy jego dziatania
prowadzace do regulacji angiogenezy [68,69], Wiedza na
temat tych oddziatywan moze znalez¢ zastosowanie w le-
czeniu wielu chordb, u podtoza ktorych lezy zaburzenie
procesu angiogenezy.
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ABSTRACT

Vascular endothelial cell growth factor (VEGF), oryginally described as a vascular permeability factor, is currently known as one of the main
factors which regulate angiogenesis. It plays an important role in the regulation of normal as well as pathological angiogenesis. In this paper
we try to shortly review the actual knowledge on VEGF protein family, its expression, VEGF receptors and role of VEGF in signal transduction.
The aim of this review is also to summarize recent achievements in research on biological functions of vascular endothelial growth factor and
their clinical applications.
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Stowa kluczowe: wirus zapalenia watro-
by typu C, biatko niestrukturalne 5A, biatko
otoczki E2, rejony wigzace kinaze biatkowa R,
opornos¢ na interferon alfa

Wykaz skrétéw: C - biatko rdzenia (ang. core);
El i E2 - biatka otoczki 1i 2 (ang. envelope); elF
- inicjacyjne czynniki translacyjne Eukarion-
tow (ang. eukaryotic initiation factors); HCV -
wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis
C virus); IFN - interferon; ISDR - rejon deter-
minujacy wrazliwos$¢ na interferon; (ang. IFN
sensitivity-determining region); ISGF3 - czynnik
trzeci genéw stymulowanych przez interferon
(ang. IFN-stimulated genefactor 3); ISRE - region
odpowiedzi stymulowanej przez interferon
(ang. interferon-stimulated response element); NS2
do NS5 - biatka niestrukturalne (ang. nonstruc-
tural proteins NS2 to NS5); PePHD - domena
homologiczna do miejsc autofosforylacji PKR
i fosforylacji elF2a (ang. PKR-elF2a phosphory-
lation homology domain); PKR - kinaza biatkowa
R (ang. protein kinase R), STAT- transduktory
sygnatu i aktywatory transkrypcji (ang. signal
transducers and activators of transcription); UTR
- rejon, ktory nie ulega translacji (ang. untran-
slated region).
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STRESZCZENIE

elem pracy jest opisanie roli biatek wirusa zapalenia watroby typu C (biatka niestruk-
Cturalnego NS5A oraz biatka otoczki E2) w opornos$ci na interferon alfa. Biatka te za-
wieraja domeny wigzace kinaze biatkowa R, indukowang przez interferon alfa. Zwigzanie
kinazy z tymi biatkami prowadzi do zahamowania jej aktywnosci, a tym samym zahamo-
wania fosforylacji czynnika inicjacji translacji elF2. Jak wskazuja badania, zahamowaniu
ulega réwniez fosforylacja czynnika elF4E. W rezultacie, w zakazonej komérce w obecnosci
aktywnego czynnika elF2, moze odbywac sie synteza biatek wirusa przy réwnoczes$nie obni-
zonej, zaleznej, miedzy innymi, od czynnika elF4E, syntezy biatek gospodarza. Wydaje sie,
ze proces ten stanowi jeden z molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za opornos¢
wirusa zapalenia watroby typu C na interferon alfa, na jego utrzymywanie sie w zakazonej
komérce i wynikajace stad trudnosci w leczeniu zakazonych oséb.

WPROWADZENIE

Wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus, HCV) jest gtéwnym
czynnikiem powodujgcym przewlekie zapalenie watroby u cztowieka, pro-
wadzgce do marskosci, a takze w wielu przypadkach bedace wskazaniem do
przeszczepu tego narzgdu. Genom wirusa stanowi ni¢ RNA(+) o dtugosci ok.
9500 nukleotyddw, zawierajgca jedng otwarta ramke odczytu [1-3], Pierwotny
produkt translacji, dtugosci ok. 3000 aminokwaséw, jest hydrolizowany przez
proteazy komorki gospodarza i wirusowe, do dojrzatych biatek strukturalnych:
rdzenia (ang. core, C), glikoprotein otoczki EIl i E2 (ang. envelope), a takze biatek
niestrukturalnych NS2 do NS5 (ang. nonstructural proteins NS2 to NS5) [1-3],

Genom HCV charakteryzuje sie wysokim stopniem zmiennos$ci. Zmiennos$¢
miedzyosobnicza, a takze dystrybucja geograficzna, doprowadzita do wyro6znie-
nia co najmniej szesciu gtownych genotypdw, natomiast zmienno$¢ wewnatrzo-
sobnicza zwigzana jest z powstaniem tzw. cjuasispecies, czyli genetycznych, Scisle
spokrewnionych ze soba, ale rozréznialnych wariantdw wirusa w organizmie
gospodarza [4],

Obecnie leczenie zakazenia HCV polega na podawaniu interferonu alfa
(IFN-a), czesto w potaczeniu z rybawiryng [5, 6J. Zastosowanie zmodyfikowa-
nego interferonu, potaczonego z polietylenoglikolem, tzw. PEG-interferon-a,
pozwolito zwigkszy¢ odsetek os6b wyleczonych z ok. 20 % do ok. 46 % [6], jed-
nakze nadal nie wiadomo dlaczego wielu chorych nie odpowiada na terapie.
Wydaje sie, ze wielko$¢ wiremii czy genotyp wirusa odgrywajg w tym procesie
duzg role [7], W trakcie terapii wirus rowniez przeciwdziata efektom wywota-
nym przez podanie interferonu, wytwarzajgc mechanizmy molekularne pozwa-
lajgce na przetrwanie w komarce.

Celem pracy jest przedstawienie stanu wiedzy o opornosci HCV na interfe-
ron alfa, a przede wszystkim opisanie roli biatek wirusa, NS5A i E2, jak rowniez
biatka rdzenia C, w kontekscie neutralizacji, a przynajmniej ostabienia dziatania
tej cytokiny. Ekspresja tych biatek, jak sie wydaje, nie tylko stanowi niezbedny
fragment prawidtowego cyklu rozwojowego wirusa, lecz takze przyczynia sie
do utrzymywania sie wirusa w zakazonym organizmie oraz jest odpowiedzial-
na za opornos¢ na leczenie interferonem.

WPLYW BIALEK HCV NA SCIEZKE SYGNALOWA JAK-STAT

W odpowiedzi na zakazenie wirusem komorki produkujg i wydzielajg do
osocza interferony. Sa to cytokiny, ktore po dotarciu do innych zakazonych ko-
morek indukujg w nich powstanie aktywnej odpowiedzi przedwwirusowej. Po
zadziataniu interferonu-a, przekazywanie sygnatu do wnetrza komoérki odby-
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wa sie za posrednictwem receptora, ktéry aktywuje zwia-
zane z nim cytosolowe kinazy tyrozynowe, Jaki i Tyk2,
nalezgce do rodziny JAK [8]. Kinazy te fosforylujg biatka
STATI i STAT2, tworzace nastepnie heterodimer fgczacy sie
dodatkowo z biatkiem p48, w wyniku czego powstaje ak-
tywny czynnik transkrypcyjny zwany czynnikiem trzecim
gendw stymulowanych przez interferon (ISGF3) [9, 10]. Po
wejsciu do jadra ISGF3 wiagze sie ze swoistg sekwencja zwa-
ng regionem odpowiedzi stymulowanej przez interferon
(ISRE), obecnym w miejscach promotorowych genéw akty-
wowanych przez interferon. Wsréd nich wymieni¢ mozna
geny: syntetazy 2'5' oligoizoadeninowej RNazy L, kinazy
biatkowej R, biatka przeciwwirusowego Mx [11, 12]. Na
podstawie eksperymentéw z uzyciem linii komorkowych,
ktére transfekowano plazmidem zawierajgcym catkowity
genom HCV dowiedziono, ze po dodaniu interferonu-a do
hodowli, w obecnosci biatek wirusowych w komorce naste-
puje zahamowanie indukcji Sciezki sygnatowej Jak-STAT
[13]. Wyniki pozwolity ustali¢, ze dziatanie hamujace biatek
HCYV polegato na zniesieniu ekspresji ISGF3 (Rys. 1). O tym,
ze zjawisko to jest swoiste, $wiadczy obserwacja, ze jedno-
cze$nie biatka HCV nie hamowaly przekazywania sygna-
tu za pomocy Sciezki sygnatowej indukowanej czynnikiem
martwicy nowotworu a (TNF-a) i prowadzacej do aktywa-
cji czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear factor of
kappa chain B cells) [13]. Chociaz wtedy nie ustalono, ktore
z biatek HCV i w jaki sposob, bezposrednio lub za posred-
nictwem biatka czy bialek komdérkowych, wptywa na zaha-
mowanie transdukcji sygnatu za pomocg $ciezki sygnatowe;j
Jak-STAT, indukowanej interferonem-a, wyniki nowszych
badan wskazujg na role biatek rdzenia C i NS5A w tym pro-
cesie [14]. W badaniach tych, z uzyciem linii komdérkowych,
w ktoérych ekspresji ulegaty rézne biatka HCV, wykazano, ze

IFN
Zakazenie FICV
v
R
Cytoplazma Jaki Tyk2 v
Biatka HCV:
Yo C, NS5A
ATP ABP Opd&
(][] sTaT1 v
(][] sTaT2 2 1|”||lQ
Al scrs
~
,
Jadro
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Rysunek 1. Uproszczony schemat dziatania interferonu alfa na komoérke i zabu-
rzenie przekazywania sygnatu przez biatka wirusa HCV. Interferon alfa (poka-
zany jako IFN), po zwigzaniu si¢ z receptorem (R) powoduje uaktywnienie kinaz
tyrozynowych Jaki i Tyk2, ktére sposréd réznych biatek fosforyluja m.in. biatka
STATI1 i STAT2, tworzace nastepnie heterodimer. Po dotaczeniu biatka p48 po-
wstaje aktywny czynnik trzeci genéw stymulowanych przez interferon (ISGF3).
Po wniknieciu do jadra aktywuje on transkrypcje genéw poprzez interakcje z re-
gionem odpowiedzi stymulowanej przez interferon (ISRE), obecnym w miejscach
promotorowych genéw indukowanych przez interferon. W komdrce zakazonej
HCV zachodzi zniesienie ekspresji czynnika ISGF3 oraz jego transportu do jadra,
jak sie wydaje za posrednictwem biatek wirusowych rdzenia C i NS5A [14], jed-
nakze nie jest znany doktadny mechanizm tego procesu.
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Rysunek 2. Wptyw interferonu na zahamowanie translacji. Czynnik inicjacji
translacji elF2, z dotagczonym GTP, wprowadza metionylo-tRNA inicjatorowy
do podjednostki 40S rybosomu. Kiedy podjednostka ta, jako kompleks preini-
cjujacy 43S, odnajdzie na mRNA witasciwy kodon start, dochodzi do hydrolizy
GTP, umozliwiajacej oddysocjowanie elF2 od kompleksu. Do nastepnej rundy
translacji elF2 musi wymieni¢ GDP na GTP, z pomoca czynnika elF2B [45]. Pod
wptywem interferonu alfa (IFN) nastepuje wzmozona ekspresja kinazy biatkowej
R (PKR), ktéra fosforyluje podjednostke alfa czynnika elF2 (+). Ufosforylowany
elF2 wykazuje bardzo wysokie powinowactwo do elF2B, co zapobiega dysocjacji
czynnikéw od siebie, a wymiana GDP na GTP, potrzebna do nastgpnej rundy
translacji, jest zahamowana [45]. W ten spos6b, jednym z efektéw dziatania inter-
feronu jest ograniczenie og6lnej produkcji biatka w zakazonej komorce..

biatko rdzenia C i NS5A hamowaty indukowang za pomo-
ca interferonu-a jadrowa akumulacje STATL, a akumulacje
STAT2 czesciowo blokowato biatko C (Rys. 1). Dodatkowo,
o tym, ze nie bylo to ogdlne ostabienie systemu transportu
jadrowego, $wiadczy brak wptywu tych biatek na jadrowy
import czynnika transkrypcyjnego NF-kB, wyindukowany
czynnikiem martwicy nowotworu a (TNF-a) [14].

Jednocze$nie doniesiono, ze po stymulacji interferonem
gamma (IFN-y) komorek, ktére produkowaty biatko rdzenia
C HCV, nastepowato zwiekszenie fosforylacji kinaz tyrozy-
nowych Jakl/2 i poziomu transkrypcji za posrednictwem
STATI iSTAT2 [15]. O tym, ze biatko C réznie reguluje dang
Sciezke sygnatowg w odpowiedzi na poszczeg6lne cytoki-
ny, Swiadczy juz opisany wyzej przyktad z interferonem-a
[14], jak i stymulacja nie interferonem-y, a interleuking 6,
po ktérej biatko C hamowato fosforylacje kinaz Jaki /72 oraz
transkrypcje za posrednictwem STAT3 [15]. Z kolei donie-
sienie Sarcar i wsp. [16] sugeruje, ze biatko wirusowe NS5A
aktywuje STAT3 poprzez kooperacje (w formie kompleksu)
z kinazg Jaki. Po dotarciu do jadra, ufosforylowany STAT3
wplywa na transkrypcje gendw biatek regulujgcych wzrost
komorki, Bel-xL i p21, co moze mie¢ zwigzek z ogdlnymi
efektami wywotanymi zakazeniem HCV [16].

ROLA BIALKA NS5A W OPORNOSCI NA INTERFERON

NS5A jest fosfoproteing o masie od 56 do 58 kD (w zalez-
nosci od stopnia fosforylacji), wystepujgcg w cytoplazmie,
w sgsiedztwie blony jadrowej lub siateczki $rédplazma-
tycznej i aparatu Golgiego, i odgrywajgca role w niektorych
etapach replikacji RNA wirusa [17-19], Wedlug nowszych
doniesien NS5A stanowi integralne biatko bltonowe, zako-
twiczone w btonie za pomocg domeny N-koricowej o struk-
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turze amfipatycznej helisy alfa [19, 20]. Gao i wsp. [21] za-
proponowali model tworzenia sie kompleksu replikacyj-
nego HCV, w ktérym biatko NS5A faczy sie z tzw. tratwag
lipidowa, czyli nierozpuszczalng w detergentach, bogatg
w cholesterol i sfingolipidy mikrodomena bton komoérko-
wych, jako prekursor NS4A-NS4B-NS5A. Potaczenie zacho-
dzi dzieki wiasciwosciom kotwiczacym NS4B. Nastepnie
z NS4A wiaze sie NS3, po czym do catego kompleksu przy-
tacza sie NS5B. To potgczenie umozliwia biatko komdrkowe
0 masie czasteczkowej 33 kDa, hVAP33 (ang. human vesicle
associated protein), ktore jedng domeng wigze sie z NS5B,
a druga z NS5A [21]. Ponadto wskazano na asocjacje NS5A
z kroplami lipidowymi oraz apolipoproteing Al (apoAl), co
sugeruje, ze NS5A, razem z biatkiem C wirusa, moze zabu-
rza¢ prawidtowy metabolizm lipidéw, przyczyniajgc sie do
stluszczenia watroby, obserwowanego w zakazeniu HCV
[22], Biatko to powstaje jako prekursor NS5, hydrolizowany
przez proteaze serynowg NS3 do NS5A i NS5B [1-3]. W cze-
sci 3' genu kodujgcego NS5A wykryto sekwencje, ktorg
okreslono jako rejon determinujacy wrazliwos¢ na interfe-
ron, w skrécie ISDR (ang. 1FN sensitivity-determining region)
[23]. Poczatkowe zainteresowanie biatkiem NS5A wzrosto
w wyniku doniesien z Japonii, sugerujacych, ze ilo§¢ muta-
cji w obrebie ISDR, wptywajgcych na zamiany reszt amino-
kwasowych, korelowata z wrazliwoscig na leczenie inter-
feronem [23, 34], Jednakze inne badania, przeprowadzone
w Europie i Stanach Zjednoczonych, nie potwierdzity tych
informacji [25-27], Natomiast stwierdzono, ze NS5A wig-
ze sie z indukowang przez interferon-a kinaza biatkowg
R (ang. protein kinase R, PKR), hamujac jej aktywnos$¢, po-
legajacg na unieczynnieniu czynnika inicjacji translacji elF2
poprzez fosforylacje jego podjednostki alfa (elF2a) (Rys. 2)
[28,29], W ten sposéb biatko NS5A przeciwdziata antywiru-
sowym wiasciwosciom interferonu-a, polegajgcym m.in. na
ograniczeniu produkcji wszystkich biatek w zakazonej ko-
morce. Domena NS5A, wiazaca kinaze biatkowg R, zawiera
odcinek o dtugosci 66 aminokwaséw, z ktérych pierwsze 40
tworzy wczesniej opisany ISDR (reszty 237-276), a nastep-
ne 26 aminokwasow (277-302) znajduje sie bezposrednio
za ISDR, w kierunku konca karboksylowego biatka (Rys. 3)
[30]. U chorych przed leczeniem interferonem, badania se-
kwencji domeny wigzacej kinaze biatkowa R nie wykazaty

5'UTR 3" UTR
El E2 NS2 NS3 NS4 NS5A NS5B

Domena PePHD

ISDR

Domena NS5A, wigzgca PKR

Rysunek 3. Domeny wirusa HCV, wigzace kinaze biatkowg R. Dwa biatka wirusa
HCV, NS5A oraz E2 pochodzace z HCV o genotypie 1, moga potencjalnie wig-
zat i inaktywowac kinaze biatkowa R (PKR), indukowang przez interferon alfa.
Uczestniczag w tym domeny wigzace kinaze biatkowg R. W biatku NS5A domena
ta zawiera 66 aminokwas6w iobejmuje reszty 237-302, a jej cze$cia (reszty amino-
kwasowe 237-276) jest tzw. rejon determinujacy wrazliwos$¢ na interferon (ISDR).
W biatku otoczki E2 domeng ta jest tzw. PePHD, odcinek o dtugosci 12 amino-
kwasow (reszty 276-287), wykazujacy podobieristwo do miejsca autofosforylacji
kinazy biatkowej R oraz miejsca fosforylacji czynnika inicjacji translacji elF2.
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znaczacych réznic w zmiennosci regionu ISDR, zaréwno
u pacjentow, ktorzy zostali wyleczeni, jak i u tych, ktorzy
nie wyzdrowieli [27], Zaobserwowano jednak zmiany w se-
kwencji domeny wigzacej kinaze biatkowa R, w obrebie 26
aminokwasow znajdujacych sie poza ISDR. U chorych, kt6-
rzy odpowiadali na terapie interferonem, zmiany te, w po-
staci liczby mutacji, byty wieksze, niz u pacjentéw niewraz-
liwych na lek [27], Wydaje sig, ze wieksza zmienno$¢ tego
rejonu powoduje, ze wigzanie kinazy biatkowej R przez
NS5A jest stabsze, a zatem taki NS5A stabiej przeciwdziata
aktywnosci interferonu alfa. Dotyczy to zar6éwno chorych
zakazonych wirusem o genotypie la, jak i Ib [27].

Jak wykazaty badania He Y i wsp. [29], biatko NS5A, po-
przez wigzanie kinazy biatkowej R, hamuje nie tylko fos-
forylacje elF2a, ale takze czynnika inicjacji translacji elF4E,
wplywajac na sciezke sygnatowg PKR-p38-Mnkl-elF4E,
w ktérej p38 jest kinaza biatkowa aktywowang przez mi-
togen (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK), bioraca
udziat w przekazywaniu sygnatéw odpowiedzi na stres
i aktywujgcg m.in. kinaze Mnkl (ang. MAPK-interacting
protein kinase 1), ktéra z kolei fosforyluje czynnik elF4E. Po-
twierdzeniem tego jest obserwacja, ze bezposrednie zablo-
kowanie tej Sciezki sygnatowej, poprzez podanie inhibitora
p38 komérkom, w ktérych nastepuje produkcja HCV, i kt6-
re rosng w obecnosci interferonu-a, powodowato zreduko-
wanie przeciwwirusowego efektu interferonu-a na wirusa
[31]. W ten sposob HCV hamowatby translacje biatek, za-
lezng od czapeczki (ang. cap-dependent translation), w ktorej
uczestniczy elF4E, ale przy dostatecznej podazy elF2 (w po-
staci defosforylowanej), nadal trwataby translacja RNA
wirusowego, gdyz zachodzi ona w sposéb niezalezny od
czapeczki, poprzez wewnetrzne miejsce wigzania z ryboso-
mem, tzw. strukture IRES (ang. internal ribosome entry site),
znajdujgca sie w rejonie 5-UTR wirusa (Rys. 4) [32].

Zakazenie HCV

Ekspresja E2, NS5A

elF2

PKR:E2

IFN PKR  prR:NS5A\

elF4E

Rysunek 4. Zahamowanie aktywnosci kinazy biatkowej R przez biatka wirusa
HCV. W zakazonej komorce biatka wirusa, NS5A i E2, poprzez swoje domeny
wigzace kinaze biatkowg R (PKR), moga hamowac jej aktywno$¢. W ten sposéb
wirus przeciwstawia si¢ efektom wywotanym przez interferon alfa (IFN): naste-
puje zahamowanie fosforylacji czynnika inicjacji translacji elF2, przez co ogélna
produkcja biatek, w tym wirusowych, nie ulega obnizeniu. Inny mechanizm za-
ktada, ze kinaza biatkowa R uczestniczy w fosforylacji czynnika inicjacji translacji
elF4E, wchodzacego w sktad kompleksu wigzacego sie z czapeczkag na 5'-konhcu
MRNA [45]. Ograniczenie fosforylacji tego czynnika przez biatka HCV zwigzane
z kinaza biatkowa R prowadzi do zmniejszenia jego aktywnosci, a tym samym
translacji zaleznej od czapeczki. W ten sposéb produkcja biatek komérki ulegtaby
obnizeniu, w przeciwienstwie do biatek HCV, ktérych translacja nie jest zalezna
od czapeczki i odbywa sie poprzez strukture IRES - wewnetrzne miejsce wigza-
nia z rybosomem (ang. internal ribosome entry site).

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Doniesiono ostatnio, ze NS5A moze wigza¢ syntetaze
2'5" oligoizoadeninowa, kolejne, oprocz kinazy biatkowej
R, kluczowe biatko antywirusowe [33], Wigzanie wydaje sie
zachodzi¢ w sposob niezalezny od ISDR czy tez catego re-
gionu wiazacego biatkowg kinaze R, gdyz skrécone biatko
NS5A, pozbawione tego regionu, rownie silnie wigzato syn-
tetaze 2',5' oligoizoadeninowa, co NS5A o petnej diugosci
[33], Zamiana jednego aminokwasu w N-kohcowej czesci
skroconej wersji NS5A spowodowatla znaczne ostabienie
wigzania syntetazy 2',5' oligoizoadeninowej, wskazujgc tym
bardziej na role innej domeny niz wigzacej kinaze biatkowa
R w tym oddziatywaniu [33], Zatem, przeciwdziatanie an-
tywirusowej aktywnosci interferonu-a przez biatko NS5A
moze, jak sie wydaje, nie tylko polega¢ na hamowaniu trans-
krypcji genéw zaleznych od interferonu-a, takich jak geny
kinazy biatkowe] R czy syntetazy 2'5' oligoizoadeninowej,
ale na blokowaniu aktywnosci produktéw tych gendw.

Wskazano tez na role NS5A w aktywacji transkrypcyjnej
promotora interleukiny 8 (IL-8), ktérej wysoki poziom w su-
rowicy osob zakazonych czesciowo znosi efekt przeciwwi-
rusowy, indukowany interferonem alfa [34, 35], Postulowa-
ny jest tutaj inny mechanizm niz poprzez wigzanie kinazy
biatkowej R. By¢ moze biatko NS5A podlega transportowi
do jadra gdzie ulega interakcji z czynnikami transkrypcyj-
nymi, aktywujac ekspresje genu IL-8, ale nie wiadomo, czy
nastepuje to bezposrednio, czy za pomocg mechanizmu
posredniego [34], Dokfadnie nie wiadomo tez, jak IL-8, cy-
tokina indukujgca odpowiedZ przeciwzapalng w zakaze-
niach wirusowych i bakteryjnych, w postaci zwiekszonej
chemotaksji i degranulacji neutrofili, limfocytéw T i bazo-
fili, dziata przeciwstawnie do interferonu. Poniewaz IL-8
jest produkowana przez wiele komorek, m.in. przez hepa-
tocyty, wydaje sie, ze w przebiegu zakazenia HCV, zwiek-
szone jej stezenie, wyindukowane dodatkowo obecnoscig
biatka NS5A, powoduje naptyw i infiltracje watroby przez
limfocyty, przyczyniajgc sie do zaostrzenia objawow zaka-
Zenia, a takze rozprzestrzeniania sie wirusa poza watrobe
[34], Szkodliwy efekt podniesionego stezenia tej cytokiny
potwierdzili Mihm U i wsp. [36], ktérzy wykazali, ze u pa-
cjentow zakazonych przewlekle HCV o genotypie 1, nizsze
stezenie IL-8 w surowicy przed leczeniem wigze sie z lepszg
odpowiedzia na interferon, niz u pacjentéw z wyzszym ste-
zeniem IL-8 przed leczeniem.

WPLYW HAMUJACY BIALKA OTOCZKI E2

Biatko strukturalne E2 jest glikoproteing otoczki wirusa
HCV, bioragca udziat w wigzaniu z receptorem CD81 i in-
ternalizacjg wirusa [37, 38]. Powierzchniowa lokalizacja
powoduje, ze w trakcie zakazenia moze nastapi¢ indukcja
i wytwarzanie przeciwciat neutralizujgcych skierowanych
przeciwko temu biatku [39], Jednakze wysoka zmiennos$¢
E2, zwiaszcza w tzw. rejonach hiperzmiennych 1 i 2 (ang.
hyperuariable regions 1 and 2, HVR1 and HVR2), wynikajaca
z braku funkcji naprawczej polimerazy wirusowej, powo-
duje, ze z czasem odpowiedZz w postaci przeciwciat staje
sie nieefektywna [40], Stanowi to jeden z powodow matej
skutecznosci ukladu immunologicznego, przez co wirus
utrzymuje sie w organizmie [41]. Ponadto doniesiono, ze
biatko E2 wywodzace sie z HCV o genotypie 1 moze odpo-
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wiada¢ za oporno$¢ wirusa na interferon-a, gdyz, podob-
nie jak NS5A, wykazuje zdolno$¢ hamowania aktywnosci
kinazy biatkowej R indukowanej interferonem (Rys. 4) [42],
Jak sie wydaje, nie dotyczy to jednak biatek E2 wywodza-
cych sie z wirusOw o innym genotypie. W sekwencji biatka
E2 zidentyfikowano 12-aminokwasowy, konserwatywny
odcinek taczacy sie z kinazg biatkowa R, tzw. PePHD (ang.
PKR-elF2a phosphorylation homology domain) (Rys. 3) [42].
Wykazuje on podobienstwo do miejsca autofosforylacji ki-
nazy biatkowej R oraz miejsca fosforylacji czynnika elF2a
i wiasnie stopien tego podobienstwa decyduje o tym, ze
biatko E2 wywodzace sie z genotypu 1 HCV, w odrd6znieniu
od biatek E2 pochodzacych z innych genotypow, wykazuje
najwiekszg zdolno$¢ wigzania kinazy biatkowej R [42], By¢
moze tym wytlumaczy¢ mozna najwiekszg opornos¢ wiru-
séw HCV o genotypie 1 na terapie interferonem, w poréw-
naniu z wirusami o innym genotypie. Natomiast, jak wska-
zano, u chorych zakazonych HCV o tym samym genotypie
i poddanych leczeniu interferonem, sekwencje odcinkéw
PePHD moga by¢ identyczne zaréwno u tych, ktérzy zosta-
li wyleczeni, jak i u tych, ktorzy nie zostali wyleczeni [43].
Podobnie zauwazyt Yang SS i wsp. [44], badajgc trzydzie-
stu pacjentow zakazonych HCV o genotypie Ib, z ktérych
dziewieciu wyzdrowiato po terapii interferonem-a i ryba-
wiryna, i stwierdzajgc, ze heterogennos$¢ odcinka PePHD
nie moze stuzy¢ do przewidzenia mozliwego wyniku tera-
pii, gdyz nie bylo znaczacych réznic w sekwencji PePHD
w obydwu grupach, tj. u os6b wyleczonych, jak i niewyle-
czonych. Potwierdza sie jednak fakt, ze w obrebie genotypu
1, gdzie wystepuje najwieksza zgodnos$¢ odcinka PePHD
z odpowiednim miejscem kinazy biatkowej R i elF2a, mniej
0s6b zostato wyleczonych (dwie na osiem oséb poddanych
terapii wg [43]; dziewie¢ na trzydziesci wg [44]), w porow-
naniu z genotypem 3, gdzie na siedem leczonych oséb, pie¢
wyzdrowiato [43]. Zatem, mozna wyciggna¢ dwa wnioski:
(i) sekwencja PePHD pochodzaca z HCV o genotypie 1, jest
zwigzana z wiekszg opornos$cig na leczenie interferonem;
(if) chociaz PePHD uczestniczy w opornosci na interferon,
fakt, ze w obrebie tego samego genotypu ci pacjenci, ktorzy
w wyniku terapii wyzdrowieli, jak i ci, ktorzy nie wyzdro-
wieli, moga miec identyczne sekwencje PePHD, wskazuje,
ze za 0g6lng opornos¢ na interferon odpowiadajg réwniez
inne mechanizmy, m.in. opisany powyzej wptyw biatka
NS5A.

PODSUMOWANIE

Wirus zapalenia watroby typu C stanowi wazny pro-
blem epidemiologiczny. Dotychczas, inaczej niz w przy-
padku wirusa zapalenia watroby typu B, nie opracowano
jeszcze skutecznej szczepionki. Leczenie zakazonych oséb
polega na podawaniu interferonu alfa, czesto w potgczeniu
z rybawiryng. Jednakze skuteczno$¢ terapii ocenia sie na
ok. 46 %; nadal zbyt mato, jak na wysokie jej koszty. U pod-
staw tego, jak sie wydaje, lezy nie tylko stan pacjenta, ale
przede wszystkim wysoka zmienno$¢ wirusa, pozwalaja-
ca na utrzymywanie sie w organizmie mimo aktywnosci
uktadu immunologicznego, jak i mechanizmy, ktére wirus
wyksztatcit, aby przeciwstawi¢ sie dziataniu interferonu.
Istotna rola biatek NS5A i E2 w tym procesie pozwala zro-
zumie¢ niskg wydajno$¢ leczenia za pomocg interferonu, ale
rownocze$nie wzmaga nadzieje na opracowanie bardziej
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skutecznej terapii. Mimo to, niewykluczone, ze wkrotce
zostang odkryte jakie$ inne, nieznane dotychczas sposoby
obrony HCV przed efektami podania interferonu, dlatego
duze znaczenie majg prowadzone rownolegle badania nad
uzyskaniem skutecznej szczepionki przeciwwirusowe;.
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ABSTRACT

The aim of this review is to describe the role of hepatitis C proteins, non-structural protein 5A and envelope protein E2, in resistance to in-
terferon alpha. These proteins contain interferon induced-protein kinase R binding domains. The binding renders the kinase inactive; therefore
the phosphorylation of translation factor elF2 is inhibited. The studies indicate that phosphorylation of elF4E is also inhibited. As a result, with
the sufficient pool of active elF2 in infected cell, synthesis of viral proteins proceeds while cap- and cap binding factors-, among them elF4E,
-dependent synthesis of host proteins is diminished. It seems this process is one of the molecular mechanisms responsible for the resistance of
hepatitis C virus to interferon, persistence in infected cell and the resultant difficulties in treatment of infected individuals.
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Wykaz skrotéw: AUF1 (ang. Ali binding fac-
tor 1) — wigzacy sekwencje bogate w adenineg
i uracyl czynnik 1; AURE/ZARE (ang. AU-rich
element) — bogata w adenine i uracyl sekwen-
cja; CRD (ang. coding region determinant of in-
stability) — potozony w regionie kodujagcym
mMRNA determinant niestabilnosci; CRE (ang.
C-rich stability element) — bogata w cytozyne
sekwencja wplywajaca na stabilno$¢ mRNA;
ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase)
— kinaza regulowana sygnatami zewnatrzko-
moérkowymi; GM-CSF (ang. granulocyte-mac-

rophage colony stimulating factor) — czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagéw; It (ang. interleukin) —interleu-

kina; IRE (ang. iron-responsive element) — ele-
ment odpowiadajacy na zelazo; INK (ang. jun
N-terminal kinase) — kinaza N-konca biatka c-
-Jun; JRE (ang. JNK responsive element) — ele-
ment odpowiadajacy na kinaze INK; MAPK
(ang. mitogen-activated protein kinase) — kinaza
aktywowana czynnikami mitogennymi; TNF
(ang. tumor necrosisfactor) —czynnik martwicy
nowotworéw; UTR (ang. untranslated region)
—region mRNA nie ulegajacy translacji.
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STRESZCZENIE

rocesy post-transkrypcyjne decydujace o stabilnosci mMRNA sg waznym punktem kon-
Ptroli regulacji ekspresji genéw. Sposrod sekwencji regulatorowych, ktérych obecnos¢
w mRNA wptywa na stabilno$¢ transkryptu, najlepiej poznano bogate w uracyl i adenine
sekwencje AURE, wystepujace na obszarze 3'UTR wielu genéw kodujacych miedzy innymi
cytokiny i biatka zaangazowane w odpowiedz komorki na czynniki stresowe. Obecnos¢ tych
motywow powoduje, ze transkrypt ma krotki czas pottrwania, za$ na skutek stymulacji czy
dziatania czynnikéw stresowych jego czas péttrwania znacznie si¢ wydtuza. Badania nad
regulacjg procesu degradacji mMRNA zaleznej od AURE doprowadzity do poznania wielu
biatek wigzacych AURE oraz do okreslenia $ciezek przekazywania sygnatu zaangazowanych
w regulacje stabilnosci transkryptéow. Stwierdzono réwniez, ze zaburzenia w regulacji sta-
bilnosci mMRNA moga stanowi¢ podtoze stanéw chorobowych takich jak chloniaki, nerwiaki,
choroby immunologiczne lub stany zapalne.

WPROWADZENIE

Ekspresja gendéw w komdrce eukariotycznej kontrolowana jest na wielu po-
ziomach. Struktura chromatyny decyduje o tym, czy dany gen moze podlegac
transkrypcji. Nasilenie transkrypcji aktywnych transkrypcyjnie genéw poddane
jest z kolei Scistej kontroli, w ktérej decydujaca, cho¢ nie wylaczna, role odgry-
wa oddziatywanie jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych z promotorem. Re-
gulacja ekspresji genéw nie ogranicza sie jednak do decydowania o tym, ktore
sekwencje DNA i w jakim tempie zostang przepisane na sekwencje mRNA. Na
poziomi ekspresji danego genu wptywaja réwniez procesy post-transkrypcyjne
decydujace o stabilnosci mMRNA, wydajnosci translacji oraz o stabilnosci biatka
bedacego korncowym produktem ekspres;ji.

Czas rozpadu mRNA w komorkach eukariotycznych jest odmienny dla réz-
nych transkryptéw. U drozdzy czas pottrwania mRNA moze wynosi¢ od okoto
5 minut do ponad godziny, natomiast u kregowcéw — od kilku minut do po-
nad 24 godzin. Regulacja stabilnosci mMRNA w odpowiedzi na swoiste sygnaty
jest istotnym sposobem kontroli ekspresji wielu genéw w procesach wzrostu
i r6znicowania, w odpowiedzi komarki na czynniki stresowe, a takze stanowi
jeden z gtdwnych mechanizmoéw odpowiedzialnych za szybka zmiane ekspre-
sji gendéw obserwowang w komorkach uktadu odpornosciowego pobudzonych
swoistym antygenem [1-3].

Coraz wiecej wiadomo o mechanizmach, jakie decydujg o zmianach stabil-
nosci MRNA w komdrce. Na stabilno$¢ transkryptu wptywajg zaréwno wspol-
ne dla wiekszosci mRNA czynniki takie, jak czapeczka na jego 5'-koricu, ogon
poli(A) na 3'-koncu, czy pojawienie sie przedwczesnych kodondw ,,stop" w se-
kwencji kodujgcej przed intronem, jak i obecno$¢ w sekwencji mRNA swoistych
motywdéw petnigcych role sygnatéw dla biatek zaangazowanych w procesy
lokalizacji, translacji i degradacji mMRNA [4-6], Te ostatnie motywy moga znaj-
dowac sie zarowno na obszarze sekwencji kodujacej biatko, np. element CRD
(ang. coding region determinant of instability) — potozony w regionie kodujgcym
MRNA dla ¢c-FOS determinant niestabilnosci [7], jak i na obszarach nieulegaja-
cych translacji (UTR, ang. untranslated region), np. elementy wptywajace na sta-
bilnos¢ transkryptu znajdujace sie w mRNA dla interleukiny 2, potozone zaréw-
no na obszarze 5'UTR (np. odpowiadajgcy na kinaze INK element JRE, ang. INK
responsive element), jak i na obszarze 3'UTR [8]. Wydaje sie jednak, ze wiekszo$¢
tych motywdéw zlokalizowana jest na obszarze sekwencji niekodujacych. Moze
mie¢ to zwigzek z mniejszg presja na konserwowanie ewolucyjne tych regionéw,
co daje wieksze mozliwosci powstawania nowych elementéw regulatorowych.
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ELEMENTY SEKWENCJI WPLYWAJACE NA STABILNOSC
TRANSKRYPTU

W ostatnich latach poznano liczne sekwencje regulatoro-
we, ktérych obecnos¢ w mRNA wptywa na stabilnos$¢ trans-
kryptu. Wiazanie sie biatek z tymi motywami moze zalezeé
zaréwno od ich sekwencji, jak i od struktury przestrzennej,
jaka przyjmuja. Przyktad takiego elementu regulatorowego
moga stanowi¢ tworzace strukture typu todyzka i petla (ang.
stem-loop) elementy IRE (ang. iron-responsive element) obecne
w nieulegajacych translacji rejonach wielu genéw zaanga-
zowanych w metabolizm zelaza, np. w genach kodujgcych
ferrytyne (w 5'UTR) czy receptor transferyny (w 3'UTR) [9].
Innym przyktadem motywu wpltywajgcego na stabilnosé

3'UTR sekwencje bogate w AU. Przyktadami gendw, ktore
nie kodujg cytokin, a u ktérych czas pétrwania transkryptu
podlega regulacji poprzez sekwencje AURE, moga by¢ geny
c-FOS czy ¢-MYC. Jednak czas pottrwania mRNA nie jest
jedynym parametrem okreslajagcym dostepnos$é transkryptu
dla syntezy biatka. Sekwencje znajdujace sie na obszarach
3'UTR wielu genéw regulujg transport produkowanego
mRNA do wiasciwego przedziatu komoérkowego. Na przy-
ktad sekwencja AUUUA znajdujgca sie w 3'UTR genu c-
-Myc jest odpowiedzialna nie tylko za kontrole stabilnosci
transkryptu, ale i za jego lokalizacje [13].

Wydaje sig, ze sekwencje AURE sg bardzo silnie konser-
wowane ewolucyjnie, np. w przypadku genoéw interleukiny
3 cztowieka i myszy region kodujacy biatko odznacza sie

motywy AURE, IRE, CRE FAAAAAAAAAA

r_ motywy JRE, IRE H motywy CRD,przedwczesne kodony STOP |

Rysunek 1. Rozmieszczenie elementdw wptywajgcych na stabilno$¢ transkryptu. Elementy sekwencji wptywajace na stabilno$¢ mRNA moga znajdowac sie zar6wno
w rejonie kodujacym biatko (zielony), jak i w rejonach nieulegajacych translacji na koricu 5' (zétty) i 3' (pomaranczowy). Elementy te moga by¢ specyficzne dla danego
transkryptu czy grupy transkryptéw (np. CRE, AURE), lub wspélne dla wigekszosci mRNA (czapeczka lub jej brak, wystepowanie przedwczesnych kodonéw STOP,

dtugos$c¢ ogona poli(A)).

transkryptu jest bogaty w cytozyny motyw znajdujacy sie
w 3'UTR a-globiny, nazwany CRE (ang. C-rich stability ele-
ment). Z sekwencjg tg wiaze sie kompleks ztozony z wielu
biatek, powodujac stabilizacj¢ mMRNA, prawdopodobnie po-
przez ochrone ogona poli(A) (Rys. 1) [10].

Sposréd zaangazowanych w stabilizacje transkryptu
sekwencji znajdujacych sie na obszarze 3'UTR najlepiej po-
znane sg bogate w uracyl i adenine sekwencje AURE, nazy-
wane tez sekwencjami ARE (ang.AU-rich elements). Motywy
AURE, oprécz wysokiej zawarto$ci adeniny i uracylu, cha-
rakteryzujg sie czesto wystepowaniem jednego lub wiecej
powtorzen pentameru AUUUA. Obecnos$¢ tych motywow
powoduje, ze transkrypt ma krotki czas poéttrwania, np.
wstawienie fragmentu 3'UTR GM-CSF o dtugosci 51 nu-
kleotydéw do stabilnego transkryptu p-globiny powoduje
jego destabilizacje [11]. Na skutek stymulacji czy dziatania
czynnikoéw stresowych czas pottrwania transkryptu zawie-

Tabela 1. Klasyfikacja sekwencji AURE wg Chen i Shyu [18]

Klasa Przyktad AUUUA
Klasa | c-Fos, c-Myc wystepuja
Klasa Il GM-CSF, IL-3, TNF-a wystepuja
Klasa Il c-Jun brak

rajacego AURE znacznie sie wydtuza. Na przyktad czas
pottrwania mRNA dla interleukiny 3 w spoczynkowych
limfocytach wynosi ok. 30 min., ale po aktywacji komorek
antygenem wydtuza sie nawet do kilku godzin [12]. Inny-
mi przyktadami cytokin, ktérych ekspresja jest w znacznym
stopniu regulowana na poziomie post-transkrypcyjnym, sg
geny kodujace TNF-a, interleukiny 2, 6 i 8, ktorych ekspre-
sja podlega regulacji poprzez znajdujgce sie na obszarze
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zaledwie 45% homologig, regiony niekodujace sa homolo-
giczne w 73%, za$ motywy AURE az w 93% [14]. W przy-
padku genéw TNF-a cztowieka i myszy region kodujacy
biatko jest homologiczny w 80%, natomiast znajdujgca sie
w 3'UTR tego genu sekwencja AURE o dtugosci 33 nukle-
otydéw odznacza sie 100% homologig [15]. Wystepowanie
sekwencji bogatych w AU stwierdzono w 3'UTR licznych
niepochodzacych od ssakéw transkryptéw zwigzanych
z odpowiedzig komorki na stres [16,17].

KLASYFIKACJA AURE

Wystepujace w 3'UTR sekwencje typu AURE, ktére regu-
lujg stabilnos¢ mMRNA, charakteryzujg sie wystepowaniem
znacznych ilosci adeniny i uracylu. Zazwyczaj majg one
dtugos¢ od 50 do 150 nukleotydow. Pierwszej proby klasy-
fikacji destabilizujacych mRNA sekwencji AURE dokonali
Chen i Shyu, dzielac je na trzy klasy (Tab. 1) [18].

Charakterystyczne sekwencje

1-3 kopie pentameru AUUUA,
domena bogata w U lub cigg U

co najmniej dwie zachodzace na siebie kopie nonameru UUAUUUA(U/
A)(U/A),
domena bogata w U lub cigg U

domena bogata w U lub cigg U

3'UTR gendw c-Fos i c-Myc zawierajg sekwencje AURE
zaliczane do klasy |, zawierajace od jednego do trzech po-
wtdrzen pentameru AUUUA w otoczeniu sekwencji 0 wy-
sokiej zawartos$ci adeniny i uracylu, z czesto wystepujacymi
ciggami uracylu. AURE klasy I, wystepujace np. w mRNA
dla GM-CSF, IL-3 czy TNF-a, zawierajg wiele zachodzacych
na siebie powtorzen motywu AUUUA w sasiedztwie se-
kwencji o wysokiej zawartosci adeniny i uracylu, natomiast
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Tabela 2. Klasyfikacja sekwencji AURE oparta na ilosci powtérzenn AUUUA [24]

Klasa Motyw

Klasa | WAUUUAW iregion bogaty w U
Klasa Il A AUUUAUUUAUUUAUUUAUUUA
Klasa Il B AUUUAUUUAUUUAUUUA

Klasa Il C WAUUUAUUUAUUUAW

Klasa Il D WWAUUUAUUUAWW

Klasa Il E WWWWAUUUAWWWW

Klasa Il region bogaty w U, brak AUUUA

AURE Kklasy Ill, takie jak w c-JunmRNA, nie zawierajg pen-
tameru AUUUA, ale charakteryzujg sie znaczng zawarto-
$cig adeniny i uracylu oraz wystepowaniem ciggdéw uracy-
lu. Transkrypty zawierajgce AURE klasy | oraz Il ulegajg
degradacji, gdy ich ogon poli(A) ma dtugos$¢ od 30 do 60
nukleotyddéw, natomiast degradacja mRNA zawierajgcych
AURE Kklasy Il rozpoczyna sie od catkowitego usuniecia
ogona poli(A) [18,19].

Wozrost ilosci poznanych sekwencji niekodujgcych za-
owocowat powstaniem kilku baz danych zawierajgcych
informacje o nich. Jedng z nich jest ARED, baza sekwen-
cji mRNA, w ktérych wystepuja motywy AURE (http://
rc.kfshrc.edu.saZared) [20, 21]. Stworzono réwniez dwie
inne bazy danych zawierajgce informacje o sekwencjach
niepodlegajacych translacji (UTR). Sa to UTRdb — baza nie-
podlegajacych translacji sekwencji mMRNA organizméw eu-
kariotycznych, oraz UTRsite — baza sekwencji i sygnatéw
regulatorowych specyficznych dla sekwencji niepodlegaja-
cych translacji (http://bighost.area.ba.cnr.it/BIG/UTRHo-
me) [22, 23],

Analiza bazy danych ARED dowodzi, ze mRNA zawie-
rajace AURE reprezentujg 5-8% gendw cztowieka, wsréd
ktorych sa geny kodujgce biatka zaangazowane we wzrost
i roznicowanie sie komarek, przekazywanie sygnatu, kon-
trole transkrypcji i translacji, hematopoeze, apoptoze, trans-
port sktadnikéw odzywczych i metabolizm komoérki. Na
podstawie analizy tej bazy danych powstata nowa, bardziej
szczegobtowa klasyfikacja elementéw AURE oparta na ilosci
powtdrzen pentameru AUUUA (Tab. 2) [24].

Obie zaproponowane klasyfikacje motywoéw AURE nie
pozwalajg na doktadne przewidywanie czasu pétrwania
transkryptu, ani na stwierdzenie, czy jego stabilno$¢ pod-
lega regulacji po wptywem swoistych sygnatow. Prace nad
ustaleniem sekwencji konsensusowej, wystarczajgcej do de-
stabilizacji mMRNA, doprowadzity do stwierdzenia, ze mo-
tyw AUUUA, nawet otoczony sekwencjg bogatg w AU, nie
zawsze funkcjonuje jako sygnat do destabilizacji transkryp-
tu [25], Wydaje sie, ze najkrotszg sztuczng sekwencjg powo-
dujaca destabilizacje mMRNA jest nonamer UUAUUUA(A/
U)(A/U) [26,27], Jednak istnieja AURE, w ktdrych nie wyste-
puja ani pentamery AUUUA, ani nonamery UUAUUUA(A/
U)(AZU), a mimo to majg one dziatanie destabilizujgce [25].
Jak dotad nie udato sie zatem okresli¢ uniwersalnej sekwen-
cji konsensusowej, ktéra odpowiada za regulacje stabilnosci
transkryptu. By¢ moze, tak jak w przypadku innych moty-
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Przyktad

c-Fos, c-Myc

GM-CSF, TNF-a
interferon-a
cyklooksygenaza-2, IL-2
FGF2

receptor u-PA

c-Jun

wow regulatorowych w RNA, istotne jest wystepowanie
stabo zdefiniowanego motywu w odpowiednim kontekscie
przyjmowanej przez RNA struktury przestrzennej. Ostat-
nie doniesienia sugerujg, ze w niektérych przypadkach se-
kwencje AURE mogg tworzy¢ struktury wyzszego rzedu,
ktore wptywajg na ich interakcje z biatkami. Przyktadowo
wydaje sie, ze struktura przestrzenna transkryptu odgrywa
role w interakcjach biatka AUF1 z RNA [28]. Podobnie biat-
ko HuR wigze sie z sekwencja bogata w uracyl o dtugosci
17-20 nukleotydow, ktéra przyjmuje strukture przestrzenng
typu todyzka i petla [29]. Mozna wiec przypuszczac, ze role
sygnatu destabilizujgcego w transkryptach niosgcych AURE
peini charakterystyczna struktura przestrzenna w potacze-
niu z motywem bogatym w adenine i uracyl.

BIALKA WIAZACE SIE Z AURE

Sekwencje regulatorowe wystepujace w mRNA umozli-
wiajg zmiane stabilnosci mRNA pod wplywem swoistych
sygnatow dzieki interakcjom z biatkami wigzacymi mRNA.
Poznano liczne biatka wigzace sie z sekwencjami AURE,
jednak tylko w przypadku niektorych z nich wykazano, ze
ich wigzanie z RNA odgrywa role w regulacji stabilnosci
transkryptu. Zalicza sie do nich AUF1, HuR i biatka z jego
rodziny, a takze tristetraproline i inne biatka z jej rodziny.
Biatka wigzagce AURE mogg bra¢ udziat zaréwno w stabi-
lizacji transkryptu, jak i w przyspieszaniu jego rozpadu.
Najlepiej poznano dwa z nich, HuR (antygen Hu) — biatko
stabilizujgce, i AUF1 — bialko destabilizujace transkrypty
zawierajgce AURE (Rys. 2).

Biatko HUuR (HuA) tak, jak inne biatka z jego rodziny,
zawiera trzy motywy wigzgce RNA. Wydaje sie, ze dwa
z nich biorg udziat w wigzaniu sekwencji AURE, za$ trze-
ci prawdopodobnie zaangazowany jest w wigzanie ogona
poli(A) [30], Biatko HUR zawiera takze domene pozwalajg-
€3 na przemieszczanie sie pomiedzy jagdrem a cytoplazma
komorki [31].

Nadekspresja biatka HuR powoduje zwiegkszenie sta-
bilnosci licznych mRNA zawierajagcych AURE, takich jak
mMRNA dla c-Fos, GM-CSF [32] czy TNF-a [33]. Zaobserwo-
wano takze, ze poziom tego biatka w komorce zwieksza sie
podczas aktywacji limfocytow T, kiedy dochodzi do stabili-
zacji licznych transkryptow cytokinowych [34], Wykazano
roéwniez, ze HuUR jest zaangazowane w takie procesy zacho-
dzace w komorce, jak réznicowanie komoérek w procesie
miogenezy, gdzie dziata poprzez stabilizacje transkryptéw
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dla miogeniny, MyoD i p21 [35], czy regulacja proliferacji
komorek, gdzie dziata poprzez stabilizacje transkryptow
kodujacych cykline A i cykline Bl [36]. Badania nad eks-
presja genu kodujacego HuR w starzejgcych sie komérkach
pokazaty, ze spada w nich poziom HuR, a takze, ze zmniej-
sza sie jego wiazanie z transkryptami kodujacymi cykline A,
cykling Bl oraz c-FOS. Co ciekawe, nadekspresja HUR w ta-
kich komorkach przywracata ,,mtody" fenotyp [37],

Mechanizm stabilizacji mMRNA pod wptywem biatka HUR
moze wigzac sie ze zdolnosScig tego biatka do przemiesz-
czania sie pomiedzy cytoplazmag i jgdrem komdrkowym.
Dzieki tej zdolnosci biatko HUR moze po przytgczeniu sie
do mRNA wptywac na dystrybucje transkryptu w komorce,
zmieniajgc jego dostepnos¢ dla aparatow translacji i degra-
dacji [38].

Innym dobrze poznanym biatkiem wigzacym AURE jest
AUF1. Zawiera ono dwa motywy wigzace RNA i bogaty
w glutamine C-koniec. Wystepuje w czterech izoformach
0 masie 37, 40, 42 i 45 kDa, powstajgcych na skutek alter-
natywnego splicingu [39, 40], Wiazanie biatka AUFl z se-
kwencja AURE powoduje szybka degradacje transkryptow
[41, 42], Zaobserwowano jednak takze, ze pod wptywem
czynnikow stresowych, takich jak szok cieplny, wigzanie
tego biatka moze powodowaé ich stabilizacje. AUF1 od-
dziatywuje z innymi biatkami, takimi jak biatka szoku ciepl-
nego, eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4G i biatko
wigzace poli(A). W efekcie tych oddziatywan dochodzi do
powstania kompleksu biatek z RNA. Odgczenie sie od tego
kompleksu czynnika inicjacji translacji 4G i jednoczesna
ubikwitynacja, a nastepnie de-

z elementem CRE (ang. C-rich element) w 3'UTR mRNA dla
a-globiny, ktéry powoduje jego stabilizacje [46], Zaobserwo-
wano tez wiazanie sie AUF1 z wptywajacym na stabilnosé¢
MRNA motywem znajdujacym sie w regionie kodujacym
genu c-FOS [7], AUF1 bierze zatem udziat zaréwno w de-
stabilizacji, jak i w stabilizacji transkryptéw, w zaleznosci
od stanu komorki i sekwencji mRNA, z ktdrg sie wiaze.

Biatkiem wigzacym sie z sekwencjami AURE jest tak-
Ze tristetraprolina. Zawiera ona dwie domeny typu palca
cynkowego CCCH oraz trzy motywy tetraproliny (PPPP).
Biatko to petni role destabilizujagcg MRNA miedzy innymi
dla TNF-a [47] i GM-CSF [48], W makrofagach inkubowa-
nych z lipopolisacharydem tristetraprolina przemieszcza
sie z jadra do cytoplazmy, a jej ilos¢ w komdrce wzrasta
[49], Powoduje to jej zwiekszone wigzanie sie z 3'UTR TNF-
-amRNA i jego destabilizacje, co ogranicza produkcje tej
cytokiny. U myszy pozbawionych tristetraproliny rozwijaja
sie stany zapalne stawow i pojawiajg sie reakcje autoimmu-
nologiczne, spowodowane zwiekszonym poziomem eks-
presji genu kodujgcego TNF-a [50].

Sekwencje AURE oraz wigzace sie z nimi biatka moga od-
grywac istotng role w szczeg6lnej regulacji obrobki mRNA,
jaka ma miejsce w komodrkach podczas stresu takiego jak
szok cieplny czy naswietlanie UV. W takiej sytuacji docho-
dzi do powstrzymania translacji poprzez zgromadzenie
mRNA w wydzielonych granulach stresowych. W trans-
porcie mMRNA do granul stresowych biorg udziat niektére
biatka wigzace AURE [51]. Biatka te nieustannie przemiesz-
czajg sie do granul stresowych i z powrotem, biorgc udziat

gradacja proteasomalna AUF1
moga by¢ sygnalem urucha-
miajgcym proces degradacji
MRNA [43],

Regulacja stabilnosci mRNA
za posrednictwem biatka AUF1
odgrywa role w tak istotnych
procesach biologicznych, jak
apoptoza. AUFl wiagze sie
z sekwencjg AURE w 3'UTR
genu BCL-2, kodujgcego biatko
0 dziataniu antyapoptotycz-
nym. Wykazano, ze naswietla-
nie komérek UVC powoduje
zwiekszenie sie ilosci izoformy
p45 biatka AUF1 w cytopla-
zmie komérki, wzmozone wia-
zanie sie AUF1 z BCL-2mRNA
ldestabilizacje tego transkryp-
tu [44], AUF1 moze réwniez
wigza¢ sie z mRNA dla p21,
inhibitora cyklin o dziataniu
antyapoptotycznym [45].

C

Biatko AUF1 bierze udziat
takze w obrébce mRNA nie
zawierajacych AURE. Wcho-
dzi ono w skiad kompleksu
bialkowego Wiazqcego SiQ cyficzng dla ogona poli(A) (PARN).

Postepy Biochemii 51 (1) 2005

e

(46
destabilizacja

ﬁCAAUGGAGAGGCCCAAU AG

@ @

AAAAAAACGCAGAUUUAUUUAUUUAYY

W9

Rysunek 2. Rola biatek wigzacych AURE w degradacji transkryptu. Biatka wiazace sekwencje AURE sa zaangazowane za-
réowno w stabilizacje, jak i w destabilizacje transkryptu. Zwigzanie sie z mRNA biatka o dziataniu stabilizujgcym (np. HuR)
chroni rnRNA przed degradacjg, natomiast zwigzanie si¢ biatka o dziataniu destabilizujgcym (np. AUF1) stymuluje degradacje
transkryptéw zawierajacych AURE poprzez dysocjacje kompleksu biatkowego zawierajacego biatko wigzace poli(A) (PABP)
oraz eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4G, a takze przez utatwienie kontaktu mRNA z egzosomem irybonukleaza spe-

GUACAAUGGAGAGGCCCAAU AGO

Onoed

)
AAAAAAACGCAGAUUUAUUUAUUUAYY

stabilizacja

GUACAAUGGAGAGGCCCAAU A

e

46D

D
AAAAAAACGCAGAUUUAUUUAUUUA VY

G
e
O
<
0O

3
Onond

)

31



w procesie, ktdry pozwala na selektywna degradacje lub
translacje okreslonych mRNA [52, 53].

DROGI PRZEKAZYWANIA SYGNALU

W przekazywaniu sygnatu regulujacego stabilnos¢
mRNA zawierajagcego sekwencje AURE istotng role odgry-
wajg kinazy biatkowe nalezgce do grupy MAPK, czyli kinaz
aktywowanych mitogenami. Kinazy z tej grupy sg aktywo-
wane przez czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, a takze
przez czynniki stresowe.

Stwierdzono, ze stabilizacja mMRNA dla interleukiny 6 i 8
obserwowana w pobudzonych komorkach zalezy od drogi
przekazywania sygnatu obejmujacej kinaze MAPK p38 [54],
Sciezka przekazywania sygnatu obejmujaca kinaze p38 jest
rowniez zaangazowana w nastepujacg na skutek pobudze-
nia komorek stabilizacje mMRNA dla cyklooksygenazy-2 [55,
56] i dla TNF-a [57], oraz w indukcje ekspresji genu koduja-
cego tristetraproling, a takze w stymulacje wigzania sie tego
biatka z AURE w mRNA dla TNF-a [58]. Fosforylacja triste-
traproliny in vitro jest zalezna od kinazy MAPKAPK2 (ang.
MAPK-actiimted protein kinase 2) [58], ktéra stanowi substrat
dla kinazy p38 w kaskadzie kinazowej MAPK. Przypusz-
czalny mechanizm dziatania kinazy p38 w regulacji stabil-
nosci transkryptow cytokinowych polega na fosforylacji ki-
nazy MAPKAPK2, ktora z kolei fosforyluje tristetraproline
regulujac jej zdolno$¢ do oddziatywania z AURE [54, 59].
Wymienione powyzej transkrypty nie sg jedynymi, ktorych
stabilnos$¢ jest zalezna od p38. Na przykiad w ludzkich
monocytach stymulowanych lipopolisacharydem zaobser-
wowano, ze aktywno$¢ kinazy p38 wptywa na stabilnos¢
czterdziestu dwoch nieopisanych wczesniej transkryptow
zawierajagcych AURE [60].

Takze inne kinazy z grupy MAPK biora udziat w regula-
cji stabilnosci transkryptow zawierajacych elementy AURE.
W przypadku mRNA dla IL-2 i IL-3 zaangazowana jest
droga przekazywania sygnatu obejmujgca kinaze JNK (ang.
jun N-terminal kitiase — kinaza N-konca biatka c-Jun) [8,12].
Z kolei w regulacje stabilnosci mRNA dla GM-CSF zaanga-
zowana jest kinaza ERK (ang. extracellular signal-regulated
kinase — kinaza regulowana sygnatami zewnatrzkomarko-
wymi) [61].

DEGRADACJA mRNA

Mechanizmy degradacji RNA w komoérkach eukario-
tycznych poznano najlepiej u drozdzy, gdzie proces ten
rozpoczyna sie od skracania ogona poli(A) czyli deade-
nylacji, w ktéra sa zaangazowane specyficzne rybonukle-
azy — deadenylazy. Nastepnie degradacja mRNA moze
przebiega¢ dwiema drogami. Na pierwszym z tych szla-
kéw katabolicznych po usunieciu ogona poli(A) transkrypt
jest trawiony w kierunku 3' —5' przez egzosom — duzy
kompleks ztozony z co najmniej jedenastu biatek. Nastep-
nie hydrolizowana jest czapeczka na 5'-koricu pozostatego
oligonukleotydu. Natomiast na drugiej drodze degradacji
po usunieciu ogona poli(A) nastepuje usuniecie czapeczki,
po ktérym rozpoczyna sie trawienie transkryptu w kierun-
ku 5 —3' przez egzorybonukleaze cytoplazmatyczna [62],
U ssakéw proces degradacji mRNA jest gorzej poznany, ale
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zidentyfikowano juz liczne biatka, ktére biorg w nim udziat,
np. rybonukleaza specyficzna dla ogona poli(A) [63, 64] czy
ludzkie homologi biatek wchodzacych w sktad drozdzowe-
go egzosomu [65].

Obecnos¢ sekwencji typu AURE w mRNA stymuluje za-
rowno deadenylacje, jak i degradacje transkryptu. Oddziaty-
wujaca z sekwencjami AURE tristetraprolina stymuluje de-
adenylacje w procesie zaleznym od aktywnosci rybonukle-
azy specyficznej dla ogona poli(A) [66]. Oddziatywuje row-
niez z egzosomem i wspomaga kontakt egzosomu z mRNA
[67]. Ponadto jedna z podjednostek egzosomu, PM-Scl75,
moze kierowaé go bezposrednio do mRNA zawierajgcych
sekwencje AURE [68]. Wykazano takze, ze dysocjacja kom-
pleksu ryboproteinowego zawierajgcego biatko AUF1 moze
stuzy¢ jako sygnat uruchamiajgcy proces degradacji mRNA
[43]. Przypuszcza sie, ze rowniez inne biatka wigzagce AURE
moga wchodzi¢ w interakcje z biatkami zaangazowanymi
w degradacje RNA i wpltywac na jej przebieg.

ROLA 3'UTR W PROCESACH PATOLOGICZNYCH

Zarowno mutacje sekwencji regulatorowych znajdujg-
cych sie obszarze 3'UTR wielu mRNA, jak i zaburzenia eks-
presji gendéw kodujgcych biatka wigzace te sekwencje, moga
stanowié¢ podtoze stanéw chorobowych takich, jak chtonia-
ki, nerwiaki, choroby immunologiczne lub stany zapalne
[69, 70],

Przyktadem choroby wigzacej sie z zaburzeniami funk-
cjonowania sekwencji typu AURE moze by¢ odmiana chio-
niaka nieziarniczego wigzaca sie z translokacjg chromoso-
malna, ktéra powoduje rearanzacje genu kodujacego cykli-
ne DI. W efekcie gen ten przesuwa sie w poblize sekwencji
wzmachiajgcej transkrypcje immunoglobulin. Rearanzacja
powoduje takze pojawienie sie krotszych transkryptéw tego
genu, w ktorych brak jest rejonu bogatego w AU, zaangazo-
wanego w kontrole translacji i stabilnosci tego mMRNA. Czas
pottrwania tak zmienionych transkryptow wydtuza sie z 30
minut do 3 godzin. Uwaza sie, ze wywotana sgsiedztwem
sekwencji wzmacniajgcej transkrypcje i zwiekszeniem sta-
bilizacji transkryptu nadekspresja cykliny DI powoduje
zaburzenia w cyklu komérkowym i przyczynia sie do roz-
woju nowotworu [71].

Myszy z delecjg sekwencji AURE w genie kodujgcym
TNF-a wykazujg nadekspresje TNF-a prowadzgcg do reu-
matoidalnego zapalenia stawéw i stanéw zapalnych jelit
przypominajacych chorobe Crohna [72],

Z kolei w niektérych nowotworach obserwowano pod-
wyzszony poziom biatka HUR potgczony ze wzmozong eks-
presja genéw stymulujacych angiogeneze, zawierajgcych
w obszarze 3'UTR sekwencje typu AURE, takich jak cyklo-
oksygenaza-2 czy IL-8 [73], Mozna wiec przypuszczaé, ze
nadekspresja tych istotnych dla wzrostu nowotworu genéw
wynika ze zwiekszonej ilosci biatka HuR. Podobnie istotny
dla wzrostu niektérych nerwiakéw podwyzszony poziom
czynnika transkrypcyjnego MYCN [74] moze by¢ spowodo-
wany nadmierng ekspresja genu kodujacego HuD, specyficz-
ny dla tkanki nerwowej homolog HuR, ktére bierze udziat
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w stabilizacji transkryptu dla MYCN [75]. Nadekspresja
cyklooksygenazy-2, ktora odgrywa role w karcynogenezie
nowotworodw jelita grubego, rowniez moze by¢ zwigzana
z zaburzeniami ekspresji genéw kodujacych biatka wigzace
AURE. Jedng z przyczyn nadekspresji cyklooksygenazy-2
w nowotworach jelita grubego jest bowiem nadmierne wia-
zanie sie HuR z transkryptem cyklooksygenazy-2, ktérego
3'UTR zawiera sekwencje AURE, oraz z innymi transkryp-
tami zawierajgcymi AURE, np. z IL-8mRNA, powodujace
ich stabilizacje, co stymuluje neoangiogeneze [76]. Takze
biatko AUF1 moze odgrywac role w onkogenezie. U myszy,
u ktérych obserwuje sie znaczng nadekspresje izoformy p37
biatka AUF1, rozwijajg sie liczne nowotwory. Towarzyszg
temu zaburzenia ekspresji genéw kodujgcych cykline DI, c-
-Myec, c-Jun, c-Fos, GM-CSF oraz TNF-a [77],

Istnieja réwniez dane wskazujace na antynowotworo-
we dziatanie niektérych biatek wigzacych sie z sekwencjg
AURE, na przykiad nadekspresja tristetraproliny, biatka
destabilizujgcego transkrypty zawierajgce sekwencje AURE,
hamuje onkogeneze w mysim modelu mastocytomy desta-
bilizujagc IL-3mRNA [78]. Wiadomo tez, ze dziatanie anty-
nowotworowe prostaglandyny A2opiera sie na hamowaniu
ekspresji genu kodujgcego cykline DI poprzez destabiliza-
cje jego transkryptu, ktory wykazuje zdolno$¢ do wigzania
biatka AUF1 [79].

Podsumowujac, istnieja przestanki wskazujgce na to,
ze zaburzenia proceséw zwigzanych z regulacjg ekspresji
genéw poprzez stabilno$¢ transkryptu sg elementem pa-
togenezy niektorych choréb, a ingerencja w regulacje tych
procesdw moze by¢ sposobem na rozwinigcie nowych form
terapii.

PODSUMOWANIE

Regulacja stabilnosci transkryptu w odpowiedzi na swo-
iste sygnaty to wazny punkt kontroli ekspresji genéw w ko-
moérce eukariotycznej. Biorg w tym udziat liczne sekwencje
regulatorowe DNA, znajdujgce sie gtdwnie w regionach
niekodujacych, a zwitaszcza na obszarze 3'UTR. Badania
prowadzone w ciggu ostatnich kilkunastu lat pozwolity na
naszkicowanie ogoélnych zaryséw funkcjonowania mecha-
nizmu regulacji stabilnosci mMRNA w komorce eukariotycz-
nej. Jak dotychczas najlepiej poznano dziatanie elementéw
AURE, wystepujace w licznych genach kodujgcych cytokiny
i proto-onkogeny. Obecno$¢ tych motywéw sekwencyjnych
w mRNA laczy sie zazwyczaj z niestabilnoscig transkryptu.
W odpowiedzi na czynniki stresowe mRNA niosgce elemen-
ty AURE ulega stabilizacji, co pozwala na szybkg zmiane
ilosci MRNA dostepnego dla translacji. W procesie regulacji
stabilnosci mMRNA biorg udziat liczne biatka zaangazowane
zar6wno w stabilizacje, jak i w destabilizacje transkryptu.
Coraz wiecej wiadomo takze o Sciezkach przekazywania
sygnatu do stabilizacji transkryptu. Pojawiajg sie rowniez
intrygujace doniesienia sugerujace, ze rozregulowanie tych
mechanizméw moze stanowi¢ podtoze patogenezy pew-
nych chorob.
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Role of AURE sequences in the regulation of mMRNA stability
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ABSTRACT

Post-transcriptional processes influencing mRNA stability are an important control point in gene expression regulation. The best-studied
regulatory elements controlling mRNA stability are AU-rich sequences (AURE) found in 3'UTRs of many genes coding cytokines and stress re-
sponse proteins. The presence of these elements results in short half-life of mMRNA, but such mRNA half-life is prolonged upon cell stimulation
or exposition to stress factors. Research on AURE-mediated mRNA decay resulted in discovery of AURE-binding proteins and in elucidating
signal transduction pathways involved in the process of mMRNA stability regulation. Defects in mRNA stability regulation can result in diseases
such as lymphomas, neuromas or immunological and inflammatory disorders.
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STRESZCZENIE

uchem petzajagcym przemieszczaja sie organizmy jednokomérkowe oraz niektére ko-

morki tkankowe. Migracja tych komérek jest zwigzana z dynamiczng reorganizacjg cy-
toszkieletu aktomiozynowego i angazuje procesy polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny,
formowania i dezorganizacji sieci aktynowej oraz interakcji miozyny Il z filamentami akty-
nowymi. Procesy te odpowiedzialne sg za: ekspansje frontu, obkurczanie i przesuwanie uro-
podu w kierunku migracji oraz adhezje komdrki do podtoza. Komérki zaczynajg migrowac
w odpowiedzi na réznorodne bodzce, aktywujgce rézne receptory i uruchamiajgce rozmaite
szlaki sygnatowe. Ogniwami tych szlakéw sg m. in. wigzace GTP biatka z rodziny Rho. Naj-
lepiej poznanymi i petnigcymi istotng role w kontroli migracji poprzez regulacje organizacji
cytoszkieletu aktynowego oraz aktywnosci kurczliwej systemu aktomiozynowego sg biatka
Rho, Rac i Cdc42. Podczas migracji komérek petzajacych wyr6zni¢ mozna trzy etapy: ekspan-
sje strefy frontalnej, adhezje (umozliwiajaca stabilizacje wysunietego frontu) oraz deadhezje
strefy tylnej (uropod) i przesuniecie ciata komoérki w kierunku migracji. We wszystkich tych
etapach role regulatoréw petniag biatka z rodziny Rho. Cdc42 i Rac sa niezbedne dla uzyska-
nia polaryzacji przez rozpoczynajaca migracje komoérke, kontroluja formowanie i ekspansje
lamellipodiéw oraz organizacje miejsc adhezji w strefie frontalnej. Biatko Rho reguluje ak-
tywnos$¢ kurczliwg systemu aktomiozynowego poza strefa frontalna, kontrolujac obkurcza-
nie ciata komorki i adhezje uropodu.

WPROWADZENIE

Dynamiczna reorganizacja cytoszkieletu aktomiozynowego w odpowiedzi na
réznorodne bodzce lezy u podstaw wszystkich zjawisk zwigzanych z ruchliwo-
$cig komorek. Jednym z nich jest migracja komérek petzajacych.

Ruchem petzajacym, zwanym réwniez ameboidalnym przemieszczajg sie
rézne komorki zwierzece. Wolno zyjace ameby, np. Atnoeba proteus, Acathamoeba
castellanii, Sluzowiec Dictyostelium discoideum w komoérkowym stadium rozwo-
jowym oraz komoérki tkankowe: komérki zarodka, ktérych migracja odgrywa
istotng role podczas embriogenezy, fibroblasty i komdrki nabtonkowe biorgce
udziat w gojeniu ran, komérki uktadu odpornosciowego (limfocyty, granulocy-
ty i makrofagi) odpowiedzialne za obrone organizmu przed czynnikami choro-
botworczymi, a takze inwazyjne komorki nowotworowe, ktérych migracja jest
zjawiskiem patologicznym i prowadzi do powstawania przerzutow.

Tak migrujace komoérki tkankowe oraz jednokomaérkowe organizmy nie po-
siadajg wyspecjalizowanych, trwatych narzadéw ruchu takich jak rzeski czy wici,
lecz rozwijajg przejSciowe organy lokomotoryczne o roznym ksztatcie i wielkosci
(ameby - pseudopodia, komérki tkankowe - lamellipodia i filopodia). Komorki
petzaja przyczepione do podtoza, majg morfologicznie i funkcjonalnie zréznico-
wany przedni oraz tylny rejon (polaryzacja ruchowa). Site niezbedng dla ruchu
komorki generujg dzieki procesom zachodzacym w cytoszkielecie kortykalnym,
znajdujacym sie pod btong plazmatyczng. Podstawowym skitadnikiem tego cy-
toszkieletu sg filamenty aktynowe, ktdre formujg wigzki albo sieci. Organizacja
cytoszkieletu kortykalnego zalezy od biatek regulujgcych i wigzgcych aktyne.

Migracja angazuje procesy polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny, formowa-
nia i dezorganizacji sieci aktynowej oraz interakcji miozyny z filamentami akty-
nowymi. Ekspansja czota komorki jest zwigzana z organizacjg struktur cytosz-
kieletalnych de novo, a wiec: polimeryzacjg aktyny i sieciowaniem filamentow.
Zmiany zachodzace w tylnej strefie migrujgcej komorki dotyczg zorganizowa-
nych juz struktur cytoszkieletu aktynowego i sg zwigzane z aktywacjg miozyny.
Rozdzielenie tych proceséw w migrujgcej komérce mozliwe jest dzieki asymetrii
przestrzennej, czyli polaryzacji komorki, ktéra pojawia sie natychmiast po uzy-
skaniu przez komérke kontaktu z podtozem, podczas zjawiska zwanego roz-
ptaszczaniem.
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RODZINA BIALEK Rho

Komoérki zaczynaja migrowa¢ w odpowiedzi na rézno-
rodne bodzce, ktére aktywujg rézne receptory i uruchamia-
ja rozmaite szlaki sygnatowe. Ogniwami tych szlakdw sg m.
in. wigzace GTP biatka z rodziny Rho. Wspétdziatajg one sy-
nergistycznie albo antagonistycznie z innymi biatkami szla-
kéw sygnatowych oraz wtérnymi przekaznikami informa-
cji, takimi jak jony wapnia, fosfatydyloinozytole (PIP, PIP.,
P1P3, czy cykliczny adenozyno monofosforan (CAMP).

Rodzine Rho tworzg mate, monomeryczne biatka, o0 ma-
sach czgsteczkowych 20-30 kDa, wykazujgce homologie
do biatka Ras. Wystepuja we wszystkich organizmach eu-
kariotycznych, od mikroorganizméw do ssakéw, i wyka-
zuja miedzy soba znaczny stopien homologii (ponad 50%
identycznych aminokwas6w). Znane sg przede wszystkim
z roli jakg odgrywajg w regulacji organizacji cytoszkieletu
aktynowego i aktywnosci miozyn. Jakkolwiek ich wptyw
na dynamike mikrotubul, drogi transportu wewnagtrzko-
morkowego i aktywnos$¢ czynnikéw transkrypcyjnych jest
takze znaczacy. Ponadto biatka te uczestniczg w regulacji
cyklu komérkowego i morfogenezy.

U cztowieka zidentyfikowano 20 genéw kodujgcych
biatka Rho. Podzielono je na 5 grup: Rho, Rac, Cdc42, Rnd,
RhoBTB [1]. W komoérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae
znaleziono geny kodujace cztery izoformy biatek z grupy
Rho i jedng izoforme z grupy Cdc42 [2], Dictyostelium po-
siada geny kodujgce izoformy biatka tylko z grupy Rac [3,
4], W chorobotworczym pierwotniaku Entamoeba histolytica
wykryto geny kodujace biatka homologiczne do Rac i Rho
[5, 6], Biatka nalezgce do rodziny Rho wystepujg rowniez
w wolno zyjacych amebach - Acanthamoeba castellanii [7]
i Amoeba proteus [8],

Najlepiej poznanymi i odgrywajacym istotng role w kon-
troli organizacji cytoszkieletu sg biatka Rho, Rac i Cdc42.
Poprzez kontrole organizacji cytoszkieletu aktynowego oraz
aktywnosci kurczliwej systemu aktomiozynowego biatka te
reguluja szereg proceséw i zjawisk, takich jak: migracja, en-
docytoza, cytokineza, skurcz miesni gtadkich, transport pe-
cherzykéw sekrecyjnych, formowanie kontaktéw miedzy-
komoérkowych [9], Biatka Rho, podobnie jak heterotrime-
ryczne biatka G sg aktywne, gdy przylgczony jest do nich
nukleotyd guanylowy GTP, a nieaktywne z przytaczonym

btona komérkowa

ao-cop GEF @Rho-GTP
GTP GDP
efektory Rho
E GAP
@ Rho-GDP
P

Rysunek 1. Aktywacja i dezaktywacja biatek z rodziny Rho (dokitadny opis
w tekscie). Wykaz skrotéw zastosowanych na rycinie: GDP - guanozyno difosfo-
ran, GEF, GDI, GAP - biatka regulujace aktywnos$¢ biatek Rho, GTP - guanozyno
trifosforan..
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GDP [10, 11], Przejscie ze stanu nieaktywnego w aktywny
i odwrotnie wymaga udziatu dodatkowych biatek regulu-
jacych (Rys. 1): GEF (ang. guanine nucleotide exchangefactor),
GAP (ang. GTPase-activating proteins) oraz GDI (ang. guanine
nucleotide dissociation inhibitor). W cytoplazmie wystepuje
nieaktywna forma biatek Rho w postaci kompleksu z biat-
kiem regulatorowym GDI. Biatka GDI hamujg dysocjacje
GDP, a poprzez zamkniecie motywu geranylogeranylowe-
go w domenie hydrofobowej uniemozliwiajg zakotwiczenie
biatek Rho w blonie. Zamiane formy nieaktywnej w aktyw-
ng poprzedza dysocjacja GDI i przemieszczenie biatka Rho
do btony komdrkowej. Biatka GEF utatwiajg zaréwno dyso-
cjacje GDI, jak tez wymiane GDP na GTP, a wiec aktywujg
biatka Rho. Aby petni¢ swoje funkcje i zwigzaé sie z btona,
biatka Rho ulegajg farnesylacji, badz geranylogeranylacji.
Biatka GAP aktywuja hydrolize GTP do GDP, a wiec przy-
spieszajg przejscie ze stanu aktywnego w nieaktywny [11],

Biatka Rho odbierajg sygnaty z r6znych receptoréw po-
wierzchniowych: z receptoréw posiadajgcych aktywnosé
kinaz tyrozynowych, aktywowanych przez naskorkowy
i ptytkopochodny czynnik wzrostu (EGF, PDGF), czy in-
suling, receptoréw o siedmiu domenach transbtonowych
zwigzanych z heterotrimerycznymi biatkami G, a stymulo-
wanych m. in. przez takie ligandy jak: kwas lizofosfatydo-
wy, bombezyna, bradykinina, czy trombina, a takze czaste-
czek adhezywnych, takich jak integryny, kadheryny i biatka
z nadrodziny immunoglobulin [12,13,14,15].

Za specyficzno$¢ szlakéw sygnatowych zwigzanych
z bialkami Rho odpowiedzialne sg biatka regulatorowe
GEF, ktore oprécz aktywacji wyznaczajg réwniez konkret-
ng droge przekazywania informacji przez biatka Rho [9].
Aktywne formy biatek z rodziny Rho wiazg sie z biatkami
efektorowymi, za posrednictwem ktérych oddziatujg na
biatka biorgce udziat w reorganizacji cytoszkieletu. W ciggu
ostatnich lat zidentyfikowano i scharakteryzowano szereg
efektorow specyficznie aktywowanych przez biatka z grup
Rho, Rac i Cdc42. Kazdy szlak sygnatowy stymuluje spe-
cyficzny model organizacji aktyny, angazujac rézne biatka
regulujgce i wigzace aktyne. Konsekwencjg jest formowa-
nie roznych struktur cytoszkieletalnych - wigzek albo sieci,
a w powigzaniu z dynamicznymi zmianami btony plazma-
tycznej tworzenie, odpowiednio filopodiow, lamellipodiow
albo pseudopodiow.

MIGRACIJA

Podczas migracji komorek petzajacych wyr6zni¢ mozna
trzy etapy: ekspansje strefy frontalnej, adhezje (umozliwia-
jaca stabilizacje wysunietego frontu) oraz deadhezje strefy
tylnej (uropod) i przesuniecie ciata komérki w kierunku
migracji. We wszystkich tych zjawiskach role regulatorow
petnig biatka z rodziny Rho. Cdc42 i Rac sg niezbedne dla
uzyskania polaryzacji przez rozpoczynajacg migracje ko-
morke, kontrolujg formowanie i ekspansje lamellipodiéw
oraz organizacje miejsc adhezji w strefie frontalnej (Rys. 2a).
Biatko Rho reguluje aktywnos¢ kurczliwg systemu aktomio-
zynowego poza strefg frontalna, kontrolujgc obkurczanie
ciata komorki i adhezje uropodu (Rys. 2b).
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a

Strefa frontalna komoérki

b

Strefa tylna komorki

kach wyzszych organizméw
eukariotycznych. Biatko to
jest regulowane przez jony
wapnia i fosfatydyloinozyto-
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biatka Rac odstanianych jest
9 razy wiecej miejsc dla poli-
meryzacji niz w obecnosci sa-

Poli mych fosfatydyloinozytoli.

meryzacja

Fderrs K U Proces tworzenia zarodzi
Ekspansja nowych filamentéw jest naj-
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Kontakty ogniskowe

z trzech monomeréw, kto-
rych uklad stanowi zaczatek
struktury helikalnej. Ich for-
mowanie ma miejsce wWOw-

Rysunek 3. Funkcje biatek z rodziny Rho w regulacji ekspansji, adhezji i przemieszczenia komorki podczas migracji: a. Eks- Czas, gdy bodziec uruchamia

pansja i adhezja strefy frontalnej. Udziat biatek Rac i Cdc42 w kontroli polimeryzacji aktyny oraz kurczliwos$ci cytoszkieletu
aktomiozynowego, b. Adhezja, deadhezja i przemieszczenie uropodu. Udziat biatka Rho w regulacji polimeryzacji aktyny i ak-

szlaki sygnatowe aktywujace

tywnosci miozyny Il. Wptyw biatek Rac i Cdc42 na aktywno$¢ miozyny Il (opis procesow i zjawisk w tekscie). Wykaz skrotow biatka z I’OdZiny WASp/SC&I’.
zastosowanych na rycinie: Arp2/3 - (ang. actin related proteins), LIM - serynowo/treoninowa kinaza, MHC - ciezki taicuch \W komorkach ssakéw wyste-

miozyny, MLCK - kinaza lekkich tafnicuchéw miozyny, MLCP - fosfataza lekkich taricuchéw miozyny, MLC-P - fosforylowane
lekkie tancuchy miozyny, PAK (ang. p21-activated kinase), Src - niereceptorowa kinaza tyrozynowa, WASp - (ang. Wiskott-Al-

drich Syndrome protein).

EKSPANSJA FRONTU

Utworzenie strefy frontalnej, a nastepnie jej progresja
sg zwigzane z intensywna, zlokalizowang polimeryzacja
aktyny i formowaniem struktur cytoszkieletalnych. W od-
powiedzi na bodziec komoérki uruchamiajg mechanizmy
zapoczatkowujgce polimeryzacje aktyny w Scisle okreslo-
nym miejscu, tuz pod btong plazmatyczng. Mechanizmy te
polegajg na: udostepnianiu dla polimeryzacji skierowanych
ku blonie plazmatycznej koncow kolczastych istniejgcych
filamentow, do ktérych preferencyjnie przytaczane sg mo-
nomery aktyny zwigzane z ATP, oraz tworzeniu zarodzi
nowych filamentow w procesie zwanym nukleacja [16, 17,
18]. Biatka Cdc42 oraz Rac, stanowig ogniwa szlakow sy-
gnatowych indukujgcych polimeryzacje aktyny (Rys. 2a).
Wspotdziatajg z nimi m. in. fosfatydyloinozytole: PIP, i PIP3
[19].

Konce kolczaste udostepniane sg dla polimeryzacji, gdy
ma miejsce dysocjacja biatek zakrywajacych je oraz frag-
mentacja filamentoéw. Biatka skracajgce dtugosé filamentow
moga sie jednoczes$nie wigzac z ich szybciej przyrastajacy-
mi koncami, blokujac polimeryzacje. Jednym z biatek frag-
mentujacych filamenty i kontrolujagcych dostepnos$¢ kon-
cow kolczastych jest zelsolina [20], wystepujaca w komor-
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puja biatka WASp, N-WASp
(w komoérkach nerwowych)
oraz cztery izoformy Scar,
z ktoérych jedna okresla sie
jako WAVE [23]. Biatka te lub ich homologi zidentyfikowa-
no réwniez u nizszych Eukaryota, np. biatko Scar wykryto
u $luzowca Dictyostelium discoideutn [24], W przyspieszaniu
nukleacji aktyny kluczowa role odgrywa, wystepujacy po-
wszechnie w komoérkach eukariotycznych kompleks bia-
tek Arp2/3 (ang. actin related proteins). Biatka WASp/Scar
wigza sie bezposrednio z kompleksem Arp2/3 i stymuluja
jego aktywnos$¢ [25, 26, 27], Oprocz motywu oddziatujgce-
go z kompleksem Arp2/3 w C-koncowym odcinku biatek
WASp/Scar znajduje sie domena wigzgca monomery akty-
nowe. Obie te domeny sg niezbedne dla aktywacji komplek-
su Arp2/3 [25, 27, 28]. Bogate w proline sekwencje biatek
WASp/Scar moga wchodzi¢ w interakcje z profiling oraz
biatkami posiadajagcymi domeny SH3 np. kinazami tyrozy-
nowymi Src, czy biatkami adaptorowymi Nck i Grb2 [29],
Koniec N biatek WASp i N-WASp zawiera motyw GBD
(ang. GTPaze binding domain), wigzacy bezposrednio Cdc42
i domene plekstrynowag (ang. PH - pleckstrin homology), wig-
zgcg PIP,. Zwigzanie Cdc42 i PIP, powoduje aktywacje bia-
tek WASpP i N-WASp (Rys. 2a) dzieki uwolnieniu zabloko-
wanych przez motyw GBD domen wigzacych Arp2/3 i mo-
nomery aktynowe na koncu C czasteczki [25]. Autoinhibicja
tych biatek moze by¢ rowniez zniesiona przez odpowiednie
biatka wigzgce sie z domenami bogatymi w proling. Biatka
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Scar/ WAVE nie posiadajg motywu GBD ani domeny wig-
zacej PIP0i sa posrednio aktywowane przez biatko Rac. Rac
aktywuje biatka Scar/WAVE (Rys. 2a) za posrednictwem
biatka IRSp53 [30], bedacego substratem receptora insuliny
albo przy udziale biatka adaptorowego Nck, indukujac dy-
socjacje kompleksu biatek PIR121, Napl25 i HSPC300, ktory
inaktywuje biatko WAVE [31]. Sugeruje sie, ze biatka Scar/
WAVE i kompleks Arp2/3 wigza sie do bokdéw filamentéw
i tam formujac zarodzie polimeryzacji, tworzg kolejne odga-
tezienia filamentow [32].

Polimeryzacje aktyny kontroluje rdéwniez miozyna
| przez wigzanie biatek z rodziny WASp i kompleksu
Arp2/3 [33], U nizszych Eukaryota (Acanthamoeba castellanii
i Dictyostelium discoideum) miozyny | sg regulowane przez
fosforylacje reszty serynowej lub treoninowej ciezkiego
fancucha w obrebie gtowki [34], Jednym z regulatoréw
miozyn jest kluczowy efektor biatek Cdc42 i Rac -
serynowo/treoninowa kinaza PAK (ang. p2l-activated
kinase), ktora jest kinazg ciezkiego taricucha amebowych
izoform miozyny | [34], Fosforyluje ona i aktywuje miozyny
I. Wszystkie kinazy z rodziny PAK, podobnie jak inne biatka
aktywowane przez Rac i Cdc42 majg w poblizu konhca
N motyw CRIB (ang. Cdc42/Rac interactive binding), znany
rowniez pod nazwg PBD oraz ewolucyjnie konserwatywna
domene katalityczng w rejonie konca C. Kinazy z rodziny
PAK petnig istotne funkcje w regulacji nie tylko proceséw
zwigzanych z ruchliwos$cig komorek, ale takze morfogeneza,
mitoza, angiogenezg czy przezywaniem komorek [35],
Zidentyfikowane w komoérkach A. proteus biatko Rac [8]
takze zaangazowane jest w regulacje procesu nukleacji.
Blokada amebowego biatka Rac powoduje zwolnienie
tempa polimeryzacji aktyny [36],

Formowanie struktur cytoszkieletalnych (wiazek, sieci)
polega na wigzaniu filamentdw aktynowych przez biatka
sieciujgce. Regulacja aktywnosci tych biatek, a takze regu-
lacja ilosci miejsc dostepnych dla polimeryzacji wpltywajg
na geometrie cytoszkieletu i wyznaczaja jego funkcje. Poli-
meryzacji aktyny towarzyszy stale jej depolimeryzacja od
strony korica ostrego i zjawisko, polegajgce na przenoszeniu
uwalnianych monomeréw na koniec kolczasty przy btonie
plazmatycznej. Za ten etap dynamicznych przemian w ob-
rebie filamentu aktynowego odpowiedzialne jest mate biat-
ko - profilina wystepujace we wszystkich komorkach eu-
kariotycznych [37]. Szybkos$¢ depolimeryzacji aktyny oraz
ilos¢ dostepnych koncéw kolczastych determinujg tempo
polimeryzacji aktyny, a tym samym efektywnos$¢ tego pro-
cesu [38], Widocznym tego efektem jest ekspansja krawedzi
komorki.

Za depolimeryzacje filamentéw aktynowych odpowie-
dzialne sg biatka nalezace do rodziny ADF/kofilina (ang. ac-
tin depolymerizingfactor). Biatka te znaleziono we wszystkich
badanych komérkach od pierwotniakéw do ssakow. Wiazg
sie one preferencyjnie z monomerami aktyny, a takze frag-
mentami filamentu zwigzanymi z ADP, a wiec zwiekszajg
szybkos$¢ uwalniania monomerdéw od strony korica ostre-
go [37, 38, 39]. Depolimeryzacja aktyny jest kontrolowana
zaréwno przez biatko Rac jak i Rho. Efektory tych bialek,
odpowiednio - kinaza PAK i kinaza zalezna od Rho, fos-
forylujg serynowo/treoninowg kinaze LIM, co zwieksza jej
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zdolnos¢ do fosforylacji i inaktywacji kofiliny (Rys. 2a i 2b)
[35, 40, 41, 42]. Fosforylacja przez kinaze LIM reszty sery-
nowej w rejonie N-korca kofiliny blokuje wigzanie sie tego
biatka z monomerami-ADP. Hamowana w ten sposob de-
polimeryzacja jest jednym z czynnikdw czasowo stabilizujg-
cych struktury cytoszkieletalne: podbtonowg sie¢ aktynowg
w lamellipodiach czy pseudopodiach lub wtékna napreze-
niowe w cytoplazmie niektérych komarek.

Dla progresji frontu niezbedny jest réwniez brak
aktywnosci  kurczliwej cytoszkieletu przy krawedzi
wiodacej. Takie warunki zapewnia lokalizacja miozyny Il
poza strefg frontalng migrujgcej komorki oraz negatywna
regulacja miozyny przez biatka Rac i Cdc42. Efektorem
tego szlaku sygnatowego jest kinaza PAK, ktéra wplywa
zarébwno na stopien ufosforylowania lekkich tancuchéw
miozyny zmniejszajac jej aktywnos¢, jak tez fosforyluje
ciezki tancuch miozyny Il w C-koncowym rejonie pateczki
(Rys. 2a), co powoduje dezorganizacje filamentow
miozynowych i obnizenie aktywnosci tego biatka [1, 35],
W komoérkach uktadu immunologicznego brak aktywnosci
kurczliwej w rejonie frontu jest rowniez skutkiem lokalnego
hamowania aktywnosci biatka Rho [43, 44],

Mechanizm migracji ameb oraz matych szybko prze-
mieszczajacych sig komorek tkankowych, takich jak keraty-
nocyty czy leukocyty bazuje tylko na dynamice cytoszkiele-
tu aktynowego. W polaryzacji i ekspansji niektérych komo-
rek, np. Dictyostelium, czy fibroblastéw biorg udziat rowniez
mikrotubule. Ich ustawienie w szyku wyznaczajagcym pola-
ryzacje kontrolujg biatka z rodziny Rho. Zlokalizowane na
krawedzi wiodacej biatko IQGAP1, bedace efektorem Rac
i Cdc42 wchodzi w interakcje z CLIP170, jednym ze skiad-
nikéw kompleksu biatek konca plus mikrotubul i lokalizu-
je skierowany ku peryferiom komorki koniec mikrotubuli
[45], Z drugiej strony czasowe interakcje koncow plus mi-
krotubul z aktyng powodujg ich wzrost w strefie frontal-
nej, co z kolei lokalnie aktywuje biatko Rac, a wiec posred-
nio stymuluje polimeryzacje aktyny i ekspansje komorki.
Natomiast skracanie mikrotubul od strony korca minus,
w rejonie jadra komorkowego, powoduje aktywacje biatka
Rho [46], Gradient dynamiki mikrotubul jest wiec jednym
z czynnikéw uruchamiajgcych lokalnie wasciwe szlaki sy-
gnatowe niezbedne dla polaryzacji i migracji komorki.

Wyniki niektérych badan wskazuja, ze energia polimery-
zacji aktyny jest w stanie pokona¢ op6r mechaniczny btony
plazmatycznej i jest wystarczajgca dla ekspansji krawedzi
wiodacej [18, 38, 39], Wiadomo jednak, ze w wielu komor-
kach szybko$¢ progresji czota znacznie przewyzsza tempo
polimeryzacji aktyny. Wydaje sie, ze mechanizmy odpowie-
dzialne za wysuwanie frontu komérek migrujacych tzw. ru-
chem ameboidalnym sg rézne i zaleza od rodzaju komaérki.
W niektérych komérkach, np. u makrofagéw [47], D. disco-
ideum [48], czy u A. proteus [49] sita motoryczna dla ekspan-
sji krawedzi komorki jest generowana podstawowo przez
aktywnos$¢ kurczliwg systemu aktomiozynowego poza
frontem. Cykliczne ostabienia frontalnej Sciany komorki
przez odsuniecie sieci aktynowej od btony umozliwia jej
przesuniecie ku przodowi przez naptywajacg endoplazme.
Zachodzgca pomiedzy tymi cyklami polimeryzacja aktyny
i odbudowywanie sieci pod btong frontu wyznacza kieru-
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nek migracji i stanowi znacznie wolniejszy etap progresji. Za
ekspansje czota komarki czyni sie réwniez odpowiedzialny-
mi miozyny niekonwencjonalne, zlokalizowane w strefach
frontalnych migrujacych komaérek, a majace zdolnos¢ wiga-
zania filamentoéw aktynowych z bionag i przesuwania ich
wzgledem tej btony.

ADHEZJA

Wysuwana strefa frontalna komoérek jest stabilizowana
dzieki formowanym w tym rejonie strukturom adhezyw-
nym, ktérych budowa i funkcjonowanie zalezne sg od ro-
dzaju podtoza i srodowiska, w ktérym zyja komorki. Swo-
bodnie zyjgce komarki nie migruja po podtozu biatkowym
i nie majg specjalnych receptoréw adhezywnych, jakimi sa
integryny. Struktury adhezywne tych komorek sg bogate
w F-aktyne, obecne sa w nich biatka wigzace i regulujgce
aktyne [50, 51]. Formowanie i dezorganizacja miejsc adhezji
we wszystkich komdrkach przemieszczajgcych sie ruchem
ameboidalnym zwiazane jest z reorganizacjg cytoszkieletu
aktynowego oraz aktywnoscig kurczliwg systemu akto-
miozynowego, jednak mechanizmy kontrolujagce adhezje
i deadhezje w organizmach jednokomorkowych sa stabo
poznane.

Receptorami adhezywnymi biorgcymi udziat w migracji
petzajacych komdérek ssakéw sg integryny petnigce réwniez
funkcje biatek sygnatowych [52, 53, 54]. Regulujg m.in. eks-
presje gendw, proliferacje, wzrost komorek. Wspétdziatajg
z ogniwami szlakéw sygnatowych wigczanych zaréwno
przez aktywacje receptoréw dla czynnikéw wzrostu czy
insuliny, jak tez receptoréw zwigzanych z heterotrimerycz-
nymi biatkami G. Integryny sa, podobnie jak inne recepto-
ry biorgce udziat w adhezji, integralnymi proteoglikanami.
Ich czasteczki tworza heterodimery a/p, ktére wiaza rézne
biatka zewnatrzkomorkowej macierzy (kolagen, fibronekty-
na, laminina), zaleznie od rodzaju podjednostki a i formujg
rézne typy struktur adhezywnych, o czym decyduje pod-
jednostka p [55], Podjednostki pi np. biorg udziat w adhezji
wysuwanego frontu, podjednostki p2 i p3 formujg bardziej
stabilne struktury adhezywne, jakimi sg kontakty ognisko-
we (ang. focal adhesions) [43, 55].

Funkcjonalng jednostke adhezywng stanowi wielo-biat-
kowy kompleks, na ktéry sktadajg sie: receptory adhezyw-
ne, biatka zewnatrzkomoérkowej macierzy oraz kompleks
biatek cytoplazmatycznych, w skiad ktérego wchodzg biat-
ka regulatorowe i cytoszkieletalne, tworzgce szlaki sygna-
towe i regulujgce funkcje czgsteczek adhezywnych. Wiele
integryn jest stale aktywna i moze zwigza¢ sie z ligandem,
inne wymagajg dla aktywacji sygnatu wewnatrzkomorko-
wego. W aktywacji integryn biorg udziat biatka z rodziny
Rho oraz kinaza 3 fosfatyloinozytolu [43].

Zwiazanie Uganda, ktérym moze byé czasteczka adhe-
zywna na powierzchni komorek srédbtonka albo biatko ze-
whnatrzkomadrkowej macierzy, przez integryny pi, biorace
udziat we wstepnej adhezji komérek rozpoczynajacych mi-
gracje stymuluje, niezbedng dla aktywacji, asocjacje biatek
Cdc42 i Rac oraz kinazy PAK z btong i zmniejsza aktywnos$¢
biatka Rho [43], Te warunki promujg polimeryzacje aktyny
i ekspansje frontu (Rys. 2). Jednoczes$nie aktywne biatka
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Cdc42 i Rac indukuja agregacje czasteczek integryn i formo-
wanie u podstawy rosngcych lamellipodiéw tzw. komplek-
séw adhezywnych (ang.focal complex).

W regulacji aktywnosci biatek Cdc42/Rac oraz kinazy
PAK bierze udzial kompleks biatek zwigzany z paksyli-
ng - biatkiem sygnatowym struktur adhezywnych [55],
Kompleks ten oprocz paksyliny tworzg biatka adaptorowe
P95PKL i Nck, biatko GEF dla Cdc42/Rac - PIX oraz kinaza
PAK. PKL dziata jako adaptor pomiedzy paksyling i biai-
kiem PIX, Nck wigze sie z kinazg PAK [33]. Caty kompleks
podtrzymuje aktywno$¢ bialek Cdc42/Rac i kinazy PAK
zapoczatkowujgcg rozptaszczanie komorek, wysuwanie la-
mellipodium i formowanie miejsc adhezji w strefie frontal-
nej [56]. Hamowanie aktywnos$ci Rho zachodzi za pos$red-
nictwem aktywowanej przez integryny Kinazy c-Src, ktora
fosforyluje i aktywuje biatko przyspieszajace hydrolize GTP
- pI90RhoGAP [57],

Poza strefg frontalng w niektérych komorkach integryny
(i (Btworzg znacznie silniejsze i trwalsze miejsca kontak-
tu z podtozem zwane kontaktami ogniskowymi. Potgczone
sg one z biegngcymi przez cytoplazme wigzkami mikrofi-
lamentow powigzanymi krotkimi filamentami miozyny
Il. Skurcz tych struktur generuje izometryczne naprezenia
w komorce i stad ich nazwa widkna naprezeniowe. W na-
turalnym Srodowisku pojawiajg sie one w komérkach pod-
czas cytokinezy oraz w komoérkach biorgcych udziat w za-
bliznianiu ran: fibroblastach i komérkach nabtonkowych.
Sg to komorki, ktére migrujg bardzo wolno i dla ktorych
migracja nie jest warunkiem umozliwiajagcym wypetnianie
wyznaczonych im funkcji. Komérki ukfadu immunolo-
gicznego, ktére muszg szybko przemieszczaé sie do miejsc
infekcji sa ok. 10 razy stabiej zaadherowane, co umozliwia
im ok. 30 razy szybsze przemieszczanie sie. Kontakty ogni-
skowe wraz z witoknami naprezeniowymi wystepujg takze
powszechnie w kulturach komdrek. Warunki w hodowlach
pod pewnymi wzgledami sg podobne do tych, jakie wy-
stepuja w miejscach gojenia sie ran: ptaskie i niedajgce sie
modelowaé podtoze oraz wystepujgce w serum te same
czynniki, ktére podczas zabliZzniania ran aktywujg biatko
Rho. Kontroluje ono formowanie widkien naprezeniowych
i zwigzanych z nimi miejsc adhezji poprzez regulacje poli-
meryzacji aktyny oraz aktywnosci miozyny Il. W komplek-
sie bialek formujacych kontakty ogniskowe jest biatko sy-
gnatowe zyksyna, ktéra wigze jedno z biatek GEFRho (Vav)
i podtrzymuje aktywno$¢ Rho [55],

Efektorem Rho regulujgcym polimeryzacje aktyny jest
pl4OmDia (Rys. 2b). Stymuluje polimeryzacje aktyny bez-
posrednio [58], albo posrednio poprzez oddziatywanie
z mikrotubulami [59] czy przez interakcje z profiling [60],
wigzacg monomery aktynowe i promujgcg polimeryzacje.
mDia jest istotnym czynnikiem regulujgcym ilo$¢ i struktu-
re wiokien naprezeniowych. Formowanie widkien napreze-
niowych i kontaktéw ogniskowych jest zwigzane rowniez
z aktywacjg przez biatko Rho kinazy 5 fosfatydyloinozytolu
[61, 62, 63], ktdérej produktem jest PIP,, biorgcy udziat w re-
gulacji profiliny, zelsoliny, a takze biatek wiazacych aktyne
z btona, niezbednych dla formowania potgczern pomiedzy
widéknami naprezeniowymi i kontaktami ogniskowymi.
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Formowanie obu tych struktur wymaga réwniez aktywno-
sci kurczliwe;j.

KONTROLA KURCZLIWOSCI BAZUJE NA REGULACII AK-
TYWNOSCI MIOZYNY L.

Kluczowym regulatorem miozyny Il szlakéw sygnato-
wych zwigzanych z biatkiem Rho jest serynowo/treoninowa
Rho-kinaza zwana réwniez ROCK (Rys. 2b). Kinaza ta zosta-
fa odkryta i scharakteryzowana jako biatko posredniczace
w indukowanym przez Rho formowaniu witasnie widkien
naprezeniowych i kontaktéw ogniskowych. Znane sg dwie
izoformy tego biatka [42]: ROCK | (pl6OROCK) i ROCK I
(ROKa). Kinazy te wykazuja specyficzno$¢ tkankowa, a ich
funkcje i lokalizacja w komorkach sg rézne. Wiaczone sg
w kontrole wielu zjawisk zwigzanych z ruchliwoscig ko-
marek od skurczu mieéni gtadkich po migracje. Domene
katalityczng stanowi N-terminalny koniec czgsteczki, na
koncu C znajdujg sie: motyw wiazacy Rho (ang. RBD - Rho
binding domain) oraz domena homologiczna do plekstryny
(PH) odpowiedzialna za lokalizacje biatka. Kazda z domen
konca C moze niezaleznie wigza¢ sie z N koncem czagstecz-
ki i blokowac¢ jej aktywno$¢ katalityczng. Interakcja biatka
Rho z domeng GBD uwalnia domene katalityczng kinazy
i przywraca jej aktywnos¢ [64, 65], Kinazy Rho fosforylujg
liczne substraty (Rys. 2b), wséréd ktérych sg: wigzaca mio-
zyne podjednostka fosfatazy lekkich tarcuchéw miozyny
Il (MLCP - ang. myosin light chain phosphatase) oraz lekkie
fancuchy miozyny (MLC - ang. myosin light chain), kinaza
LIM, czy biatka z rodziny ERM (ang. ezrin-radixin-moesin)
i adducyna, wigzgce filamenty aktynowe odpowiednio
z biatkami btony plazmatycznej czy cytoszkieletem podbto-
nowym [41].

Fosforylacja fosfatazy, powodujaca hamowanie jej
aktywnosci, jak tez bezposrednia fosforylacja tancuchéw
regulatorowych miozyny Il przez kinazy Rho petnig wazng
role w regulacji kurczliwosci systemu aktomiozynowego.
Wzrost stopnia ufosforylowania miozyny umozliwia jej
interakcje z filamentami aktynowymi, co z kolei aktywuje
ATPaze miozynowsg i indukuje skurcz (Rys. 2b). Kinaza
Rho fosforyluje, w sposéb niezalezny od Ca2; te sama
reszte serynowa lekkich tancuchéw miozyny, co zalezna
od Ca2+kinaza lekkich tancuchéw miozyny (MLCK - ang.
myosin light chain kinase) [66]. Prawdopodobnie aktywacja
obu rodzajow kinaz jest niezbedna dla formowania widkien
naprezeniowych w migrujacych komérkach [42],

Istotne znaczenie dla formowania widkien naprezenio-
wych ma réwniez stabilizacja filamentow aktynowych,
ktéra jest osiggana w wyniku hamowania depolimeryzacji
aktyny. Jak juz wspomniano, ROCK fosforyluje i aktywu-
je kinaze LIM, ktdra fosforyluje i inaktywuje kofiline (Rys.
2b), biatko przyspieszajace odtgczanie monomerow aktyno-
wych od strony korca ostrego filamentdéw, a wiec biorgce
udziat w ich dezorganizacji.

Miejsca adhezji umozliwiajg komoérkom odbieranie infor-
macji z zewngtrzkomorkowej macierzy. Moga indukowaé
polaryzacje, zmiany morfologiczne podczas rdznicowania,
proliferacje komérek. Jednak dopiero precyzyjnie regulo-
wana dynamiczna reorganizacja miejsc adhezji umozliwia
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komoérce migracje. Podobnie jak ekspansje frontu biatka
z rodziny Rho kontrolujg réwniez dynamike adhezji mi-
grujacych komdrek, regulujac reorganizacje cytoszkieletu
aktynowego i aktywnos¢ kurczliwg systemu aktomiozyno-
wego.

DEADHEZIA | PRZEMIESZCZENIE SIE KOMORKI

Dezorganizacja miejsc adhezji i skurcz cytoszkieletu
kortykalnego poza strefg frontalng migrujagcych komorek
sg niezbedne dla ich przemieszczenia sie za wysuwanym
frontem. W deadhezji komorek biorg udziat r6zne procesy,
polegajgce na rozrywaniu potaczeh pomiedzy integrynami
i cytoszkieletem, m. in. proteoliza regulowana, fosforylacja
integryn oraz zmiany regulowane przez biatka z rodziny
Rho. Efekty aktywacji i hamowania tych biatek sg rézne
i zalezg od mechanizmu migracji i rodzaju komarki.

Zablokowanie szlaku sygnatowego Rho-ROCK, przez
farmakologiczny inhibitor kinazy zaleznej od Rho - Y-27632
w komorkach tkankowych powoduje obnizenie aktywnosci
miozyny Il. W silnie zaadherowanych i bardzo wolno mi-
grujacych komoérkach, takich jak fibroblasty, czy komoarki
glejaka C6 prowadzi to do dezorganizacji wtokien napreze-
niowych i czesciowo kontaktéw ogniskowych, czego wyni-
kiem jest zmiana ksztattu komérki oraz deadhezja. Rozpad
wibdkien naprezeniowych i zerwanie potaczen z podtozem
moze by¢ réwniez wynikiem negatywnej regulacji miozy-
ny Il (obnizenia jej aktywnosci) przez szlak sygnatowy Rac
- kinaza PAK (Rys. 2b) [67], Kinaza PAK fosforyluje kinaze
lekkich tancuchéw miozyny, lecz ta fosforylacja reduku-
je aktywnosc¢ tej kinazy, czego wynikiem jest zmniejszenie
stopnia ufosforylowania lekkich fancuchéw miozyny [68].

W migrujacych leukocytach natomiast dla oderwania
uropodu od podioza i przesuniecia ciata komorki za wy-
suwanym frontem niezbedna jest aktywacja szlaku Rho-
-ROCK, indukujgca skurcz sieci aktomiozynowej i dezorga-
nizacje miejsc adhezji [69]. Zahamowanie biatka Rho przez
C3 transferaze, powodujaca ADP-rybozylacje tego biatka,
lub kinazy zaleznej od Rho powoduje w tych komodrkach
akumulacje integryn i uniemozliwia deadhezje. Aktywacje
biatka Rho w uropodzie, powodujg integryny (32 [43], kt6-
re formujg agregaty adhezywne w migrujacych komérkach
uktadu immunologicznego. Genetyczny defekt, polegajacy
na zaburzeniu regulacji biatek z rodziny Rho uniemozliwia
migracje neuronéw. Komoérkom takim mozna przywrocié
zdolno$¢ do normalnej migracji hamujac szlak sygnatowy
Rho-ROCK, albo C3 transferazg albo Y-27632. W takich
warunkach zostaje przywrécona aktywnos$¢ biatek Rac
i Cdc42, ktére promuja polimeryzacje aktyny i ekspansje
frontu [70],

U A. proteus blokada szlaku sygnatowego Rho-ROCK,
odwrotnie niz w komorkach tkankowych, powoduje wzrost
aktywnosci amebowej izoformy miozyny Il [71], ktdra jest
prawdopodobnie negatywnie regulowana przez fosforyla-
cje ciezkiego tancucha, podobnie jak miozyna Il u Acantha-
moeba castellanii [72], Konsekwencjg blokady biatka Rho lub
kinazy Rho jest zahamowanie migracji na skutek silnego
skurczu catego cytoszkieletu kortykalnego, a jednoczesnie
zbyt silnej adhezji. Kontrola aktywnosci biatek z rodziny
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Rho, jak tez antagonizm pomiedzy szlakami Rac i Rho sg
wiec odpowiedzialne za czasowo-przestrzenna regulacje
procesow determinujacych kolejne etapy migracji, a co za
tym idzie witasciwg odpowiedz komorki na bodziec.
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The role of Rho family proteins in controlling the migration of crawling cells
Wanda Ktopocka , Jolanta Baranska
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ABSTRACT

Migration of crawling cells (amoebae and some kinds of the tissue cells) is a process related to the dynamic reorganization of actomyosin cyto-
skeleton. That reorganization engages actin polymeryzation and depolymeryzation, branching of actin network and interaction of myosin Il with
actin filaments. All those cytoskeleton changes lead to the cell progression, contraction and shifting of the uropod and the cell adhesion. Numero-
us external stimuli, which activate various surface receptors and signal transduction pathways, can promote migration. Rho family proteins play
an important role in the regulation of actin cytoskeleton organization. The most known members of this family are Rho, Rac and Cdc42 proteins,
present in all mammalian tissue cells. These proteins control three different stages of cell migration: progression of the frontal edge, adhesion
which stabilizes the frontal area, and deadhesion and shifting of the uropod. Cdc42 and Rac control cell polarization, lamellipodium formation
and expansion, organization of focal complexes. Rho protein regulates contractile activity of actomyosin cytoskeleton outside the frontal area,
and thus contraction and deadhesion of the uropod.
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Stowa kluczowe: cykl komérkowy, MDM?2,
pRb, p53, pl4 AF onkogeneza

Wykaz skrétéw: CBP - (ang. CREB-binding pro-
tein) biatko wigzace CREB (ang. CAMP-respon-
se element binding protein - biatko wigzace sie
z elementem odpowiedzi na cAMP); MDM2
- (ang. murine double minute gene) onkogen ko-
dujacy biatko MDM2; MTBP - (ang. MDM two
binding protein) biatko wigzace MDM?2 zdolne
do hamowania wzrostu i zatrzymania cyklu
komoérkowego w fazie G1 niezaleznie od p53;
MyoD - czynnik transkrypcyjny istotny w r6z-
nicowaniu fibroblastéw w komoérki miesnio-
we; Numb - regulator réznicowania komérek
nerwowych; PCAF - (ang. p300/CBP associated
protein) kompleks biatka p300 (koaktywator
transkrypcji) i CBP o aktywnosci acetylotrans-
ferazy histonowej, aktywujacy transkrypcje
gendéw, uczestniczacych w réznicowaniu ko-
morek, kontroli cyklu i apoptozie; TAFII70
- (ang. TBP-associated factor Il) podjednostka
podstawowego czynnika transkrypcyjnego
TFIID bedacego sktadnikiem kompleksu ini-
cjujacego transkrypcje z udziatem polimerazy
RNAII; TBP - (ang. TATA box- binding protein)
biatko wigzace sie z kasetg TATA; TSG101 -
(ang. tumor susceptibility gene) - gen podatnosci
na nowotwory produkujacy biatko TSG101,
ktére jest inhibitorem degradacji MDM2; Twist
- inhibitor réznicowania komoérek nerwowych,
miesniowych, kosci, hamuje aktywno$¢ acety-
lotransferazy histonowej p300 i PCAF.
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STRESZCZENIE

podstaw procesu onkogenezy lezy zmiana mechanizméw kontrolujgcych cykl komér-

kowy, ktéra prowadzi do zachwiania réwnowagi miedzy proliferacja, a apoptoza. Biat-
ko MDM2 blokuje zdolno$¢ p53 do aktywacji gendw zwiagzanych z naprawg lub apoptoza
komoérki, a takze doprowadza do jego degradacji przez ubikwitynacje. Hamuje réwniez wita-
$ciwosci supresorowe biatka pRb, poprzez uwolnienie czynnika transkrypcyjnego E2F1, kt6-
ry indukuje faze S - syntezy DNA. MDM2 wptywa takze na procesy réznicowania komérek
miesniowych i nerwowych. 110$¢ i stabilno$¢ polipeptydu MDM?2 jest regulowana przez p73,
p53, TSG101, pl4A¥Fi Sciezke Ras-Raf-MEK-ERK. Zmiany poziomu biatka MDM2 zaburzaja
kontrole cyklu komérkowego, co moze doprowadzi¢ do onkogenezy.

WPROWADZENIE

Cykl komorkowy wymaga Scistej kontroli. W kontroli tej uczestniczy wiele ge-
now i produktdéw ich ekspresji uwiktanych w sie¢ wzajemnych potaczen. Wazng
role odgrywa biatko MDM2, ktére poprzez oddziatywanie z biatkami p53, pRb,
p!'4A%F £2F1 uczestniczy w szlakach proliferacji i apoptozy komérek [1-3]. Biat-
ko MDM2 jest gtownym regulatorem biatka p53. Wykazuje ono réwniez nieza-
lezng od p53 funkcje, poprzez oddziatywanie z innymi biatkami odgrywajacy-
mi wazng role biologiczng: Numb, TSG101, czynnikami transkrypcyjnymi TBP
i Spl oraz rybosomalnym biatkiem L5 [3],

ODDZIALYWANIE BIALEK MDM2 | p53

Gen p53 jest zlokalizowany w ramieniu krétkim chromosomu 17 cztowieka
(17pl13.1). Biatko p53 zawiera domene trans-aktywujaca (N-koniec), domene
wiazacg DNA, miejsca oddziatywan typu biatko-biatko i sygnat lokalizacji jadro-
wej (NLS- ang. nuclear localization signal) na konicu C tancucha [4], Reguluje ono
dwa punkty kontrolne: przejscie cyklu z fazy G1 do S i z fazy G2 do M. Kontro-
luje wejscie w faze syntezy DNA, poprzez op6znienie tej fazy umozliwia repera-
cje uszkodzonego DNA. Przez to zapobiega sytuacji, w ktérej uszkodzony DNA
ulegtby powieleniu i przekazaniu komérkom potomnym. Z kolei zatrzymanie
cyklu w punkcie G2/M zapobiega utracie materiatu genetycznego, do ktérego
mogtoby dojs¢ w czasie mitozy, jezeli przedtem nastapitaby niekompletna repli-
kacja. W przypadku zbyt duzych uszkodzen biatko p53 kieruje komoérke na tory
apoptozy. W ten sposob przeciwdziata proliferacji komorek uszkodzonych [5].
p53 spetnia swoje zadanie poprzez funkcjonowanie jako czynnik transkrypcyj-
ny, aktywujacy ekspresje genow:

1. p21 - ktory zatrzymuje cykl komérkowy w fazie G1 i G2 przez hamowanie
kinaz zaleznych od cyklin [6],

2. Bax - indukujacego apoptoze [6],

3. GADD45 - (ang. growth arrest DNA damage inducible) uczestniczgcego w bloko-
waniu komoérek w fazie G1 i reperacji DNA [6],

4. Cykliny G [6],

Funkcja p53 moze zosta¢ zablokowana przez biatko MDM2. Hamowanie p53
przez MDM2 odgrywa wazng role we wczesnych stadiach rozwoju. Homolo-
giczna delecja genu MDM2 jest letalna we wczesnej fazie embriogenezy [7],

Biatko MDM2 cztowieka zbudowane jest z 491 aminokwaséw [3]. Jego N-
-koniec oddziatywuje z domeng aktywujgca p53 i w ten sposéb hamuje jego ak-
tywnos¢ jako straznika genomu [8,9]. MDM2 wigze te same sekwencje amino-
kwasowe p53, poprzez ktore p53 oddziatuje z podjednostkami podstawowego
czynnika transkrypcyjnego TFIID- (TAFII31 i TAFII70), inicjujacego transkrypcje
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[6]. To sugeruje, ze MDM2 wspo6tzawodniczy z czynnikiem
transkrypcyjnym TFIID w utworzeniu kompleksu z biat-
kiem p53 i blokuje zdolno$¢ p53 do aktywacji transkrypcji
[6],

C-koniec MDM2 jest ewolucyjnie konserwatywny i wy-
kazuje aktywnos$¢ ligazy ubikwitynujacej biatko supresoro-
we p53 [3]. Zatem MDM2 nie tylko hamuje zdolno$¢ p53 do
aktywaciji transkrypcji genéw, zwigzanych z naprawg DNA
lub z apoptoza, ale takze sprzyja jego proteolitycznej degra-
dacji [1-3],

Polipeptyd MDM2 ma zdolno$¢ do przemieszczania sie
miedzy jadrem a cytoplazma komdrki dzieki sekwencji
NES (sygnat eksportu jgdrowego), umozliwiajgcej opusz-
czenie jadra i sygnatowi lokalizacji jadrowej (NLS), pozwa-
lajgcemu na wejscie do jadra przez pory jadrowe. Migracja
biatka MDM2 do cytoplazmy komdrki jest wymagana dla
degradacji p53 w proteasomie 26S- wieloczasteczkowym
kompleksie przeksztatcajgcym ubikwitynowane biatka do
oligopeptydoéw [6].

Transport biatek zawierajgcych sekwencje NES (w tym
MDM?2) z jadra do cytoplazmy, hamuje leptomycyna B (my-
kotoksyna), co moze zwieksza¢ poziom biatka p53, poprzez
hamowanie jego degradacji [10,11].

W komérkach nieuszkodzonych poziom p53 jest niski
z powodu degradacji przez MDM2. W odpowiedzi na wie-
le typoéw uszkodzen DNA poziom biatka p53 podnosi sie
w wyniku:

1. blokowania tworzenia kompleksu MDM?2-p53 (fosforyla-
cja SerXi Ser3 biatka p53 w miejscu wigzacym MDM?2 unie-
mozliwia tworzenie tego kompleksu) [6].

2. zmniejszania ilosci MDM2 (poprzez degradacje biatka
MDM2 i spadek poziomu mRNA MDM2) [6],

3. zablokowania przemieszczenia MDM2 z jagdra do cyto-
plazmy (poprzez aktywacje p53, ktéry reguluje prawdopo-
dobnie transport MDM?2) [11],

Fosforylacja p53 (Ser3 przez kinaze zalezng od cyklin
- H-CDK?7 [6] i acetylacja p53 przez p300, aktywuje ten po-
lipeptyd do wigzania ze specyficznymi sekwencjami DNA
i inicjuje transkrypcje gendw zwigzanych z reperacjg uszko-
dzen, blokowaniem cyklu komoérkowego, apoptozag oraz
genu MDM2 [3,6], Zaobserwowano gromadzenie sie biatka
MDM2 bezposrednio po uszkodzeniu komérki [3]. Nie wia-
domo jednak, czy jest to tylko wynikiem dziatania sprzeze-
nia zwrotnego ujemnego, czy tez biatko p53 reguluje two-
rzenie okreslonej izoformy biatka MDMZ2, ktéra uczestniczy
w naprawie komorki [3].

Reasumujac: oddziatywanie miedzy genem supresoro-
wym p53 a onkogenem MDM2 ma posta¢ sieci ujemnego
sprzezenia zwrotnego (Rys. 1) [12], Mozliwe jest zabloko-
wanie tworzenia kompleksu MDM?2-p53 [6] oraz wywota-
nie apoptozy zaleznej od p53 poprzez:

1. zastosowanie monoklonalnych przeciwciat anty-MDM2
2. fosforylacje miejsc serynowych N-konhca tancucha p53
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Rysunek 1. Kontrola fazy G1-S przez p53, pRb, E2F1 i MDM2. Czynnik wzrostu
EGF aktywuje $ciezke Ras-Raf-MEK-ERK, a ta aktywuje kompleks cykliny D-
-CDK4/6, ktory fosforyluje pRb. Kompleks D-CDK4/6 jest hamowany przez plé.
Rys. zmodyfikowany na podstawie [3],

3. zmniejszenie poziomu MDM2 przez zastosowanie anty-
sensowych konstruktow [6]

ZWIAZEK MIEDZY pRB, E2F1 | MDM2

MDM2 reguluje aktywno$¢ biatka pRb i czynnika trans-
krypcyjnego E2F1 [13] (Rys. 1). Gen Rb zostat odkryty
w siatkdwczaku (retinoblastoma) w 1986 r. przez laborato-
rium Weinberga jako pierwszy gen supresorowy [14], Zbu-
dowany z 200 kpz gen Rb [4] koduje duzg rodzine biatek
0 masie czasteczkowej od 105 dol30 kDa [3]. Produkt tego
genu w formie hipofosforylowanej jest zdolny do hamowa-
nia transkrypcji genéw zaangazowanych w replikacje DNA.
Flamuje przejscie komorki z fazy G1 do S poprzez wiazanie
sie z rodzing czynnikéw transkrypcyjnych E2F. Pod wpty-
wem bodzcéw stymulujacych, np. czynnika wzrostu, do-
chodzi do aktywacji kaskady kinaz biatkowych Sciezki Ras-
-Raf-MEK-ERK [3]. To prowadzi do fosforylacji pRb przez
kompleks cykliny D1-CDK4/6 (CDK-kinaza zalezna od
cyklin) w fazie G1 i uwolnienia czynnika transkrypcyjnego
E2F1, ktéry aktywuje geny wazne dla zainicjowania fazy S:
reduktazy dihydrofolianowej, syntazy tymidylanowej, poli-
merazy DNA, reduktazy rybonukleotydowej [3,4],

Czynnik transkrypcyjny E2F nalezy do duzej rodzi-
ny biatek oznaczonych od E2F1 do E2F6. E2F1 moze by¢
uznany za gen supresorowy, poniewaz jego brak u myszy
zwieksza liczbe nowotwordéw [3,15], co jest zwigzane z in-
dukowaniem przez niego apoptozy w komorkach z niepo-
hamowanym wzrostem na drodze zaleznej i niezaleznej od
p53. E2F1 moze zatem uczestniczyé w procesie wzrostu ko-
moérek i w apoptozie.

Nadekspresja MDM2 zwigksza aktywno$é biatka E2F1.
Moze to by¢ spowodowane bezposrednig stymulacjg E2F1
przez MDM2 lub wystepowaniem przeszkdd w wigzaniu
E2F1 przez pRb. Polipeptyd MDM2, wiazac sie z pRb, ha-
muje jego zdolno$¢ do blokowania E2F1 [13],

Biatko MDM2 w kompleksie z p53 zwieksza aktywnosé

E2F1 poprzez degradacje biatka p53, ktére z kolei hamuje
domene aktywujgcg E2F1 i wigzanie E2F1 z DNA. Zaobser-
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wowano, ze w komérkach z nadekspresja MDM?2 aktywa-
cja E2F1 wystepuje przy réwnoczesnym spadku poziomu
biatka p21. W zwigzku z tym mozna stwierdzi¢, ze MDM2
aktywuje E2F1 przez hamowanie zaleznej od p53 transkryp-
cji p21 (inhibitora kompleksu cdk-cykliny, fosforylujgcego
pRb) [16].

Biatko MDM2, podobnie jak duzy antygen T wirusa 40
(T SV40), inaktywuje dwdch ,,str6zow" cyklu komérkowe-
go p53 i pRb. Szczeg6towe badania wykazaty jednak istnie-
nie znacznie bardziej skomplikowanej zaleznosci miedzy
p53, pRb, E2F1 a MDM2 [3]. Zaobserwowano, ze przy bra-
ku p53, MDM2 moze hamowaé proapoptotyczny efekt E2F1
i jednoczesnie stymulowac synteze DNA przy wspotpracy
z E2F1. Zalezy to od poziomu czynnika transkrypcyjnego
E2F1. Biatko MDM2 obniza ilo$¢ E2F1 do poziomu umozli-
wiajacego przejscie z fazy G1 do S [17]. Réwniez antyapop-
totyczna i promujgca wzrost rola MDM2 moze zaleze¢ od
czynnika E2F1, ktéry z kolei moze decydowac o niezaleznej
od p53 onkogennej witasciwosci MDM2 [3].

ODDZIALYWANIE p73 | MDM2

Pierwsze dane wskazujgce na supresorowy charakter
genu p73 uzyskali Brown i wsp. [18]. Zaobserwowali oni
zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 w komor-
kach NIH3T3 z nadekspresja MDM2, pozbawionych p53.
To zwrdcito uwage na kontrole cyklu przez inne geny.
Biatko p73 wykazuje wysoki stopien podobieristwa do p53
[19,20], cho¢ rzadko kodujacy je gen ulega mutacji w nowo-
tworach cztowieka [3]. Brak genu p73 u myszy wywotuje
zaburzenia neurologiczne, hormonalne i odczyny zapalne
[19]. Biatko p73, podobnie jak p53, jest indukowane pod
wptywem uszkodzern DNA. Dochodzi wtedy do jego fos-
forylacji przez kinaze tyrozynows [20]. W odpowiedzi na
uszkodzenia DNA, przy braku p53, p73 aktywowany przez
E2F1 moze indukowac apoptoze [3,20]. Nadekspresja p73
w komdrkach nowotworowych z brakiem p53 prowadzi do
zatrzymania proliferacji [3], Interesujgce, ze MDM2 oddzia-
tujac z p73 nie prowadzi do jego degradacji, ale stabilizuje
i wzmacnia jego funkcje jako supresora wzrostu [3] (Rys.
2). Zahamowanie transkrypcyjnej aktywnosci p73 przez
MDM2 wymaga znacznie wyzszego poziomu tego biatka,
w poréwnaniu z blokowaniem p53 [20], Molekularny me-
chanizm chronigcy p73 przed degradacjg nie jest znany.
Gu i wsp. [21] okreslili sekwencje, ktére wystepujg w p53,
a brak ich w p73. Istotng przyczyng moze by¢ réwniez nie-
zdolno$¢ p73 do przemieszczania sie z jadra do cytoplazmy
komorki w wyniku braku czynnych sekwencji sygnatu
eksportu jadrowego (NES). Biatko p73 w komorkach z eks-
presja MDM?2 kumuluje sie w jadrze [21]. W komorkach po-
zbawionych p53, polipeptyd p73 zwieksza ilos¢ i stabilnos¢
biatka MDM2 (Rys. 2), ale nie wiadomo, czy bezposrednie
oddziatywania miedzy p73 a MDM2 odpowiedzialne sg
za stabilizacje MDM2 [20]. Wang i wsp. [20] wykazali, ze
poziom p53 moze by¢ zmieniony przez wspotdziatanie
z MDM2 i p73. Jest to prawdopodobnie spowodowane
zwiekszeniem proteolizy p53. Stwierdzono, ze MDM2 ma
wieksze powinowactwo do p53 niz do p73.
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HAMOWANIE pl4AF PRZEZ TWIST, MDM2, EID1 DRO-
GA REGULACIJI FUNKCJI p53

Gen INK4A koduje dwa biatka. Eksony la, 2 i3 tego genu
kodujg biatko pl6 (specyficzny inhibitor kinaz CDK4/6 fos-
forylujacych pRb), a eksony 1(3, 2 i 3 - biatko pl4AF(ang.
alternatwe reading frame). Biatko p14 AF nie wykazuje homo-
logii strukturalnej z plé, ale petni podobnga do niego funkcje
- zatrzymuje cykl komérkowy w fazie G1 lub G2 [1,22,23].
Biatko plé wptywa na cykl komérkowy zaleznie od pRb
w postaci hipofosforylowanej, a biatko pl4 AFniezaleznie
od pRb. Stwierdzono, ze mimo inaktywacji pRb przez onko-
proteine E7 brodawczaka (papilloma), pl4AFreguluje cykl
komoérkowy [3]. Myszy pozbawione genu pl4 AR rozwijaty
sie prawidlowo, wykazujac predyspozycje do réznych ty-
poéw nowotwordw [3] czesciej, niz gdy brakowato tylko p53,
lub p53 i MDM2 [24], Homologiczna delecje eksonu 1(3 ge-
nu INK4A, kodujacego pl4AF znaleziono w glioblastoma
i anaplastycznych astrocytach [25]. Gen INK4A jest aktywo-
wany w odpowiedzi na onkogeny. Onkogen Ras aktywuje
ekspresje plé oraz pl4AFi w ten sposdb zatrzymuje cykl
komérkowy. Inne onkogeny, jak c-myc (homologiczny
z v-myc wirusa mieloblastozy ptakow), czynnik transkryp-
cyjny E2F1 i E1A (biatko adenowirusa), aktywujg ekspresje
p 14 A% ale nie pl6 [26].

N-koniec biatka pl4 AF wigze sie z MDM2 [3,25]. Kom-
pleks pl4AFz MDM2 w jadrze zapobiega oddziatywaniu
MDM2 z p53, chronigc w ten sposdb p53 przed transportem
Z jadra do cytoplazmy komorki [23], Biatko pl4 AF hamuje
takze aktywno$¢ MDM2 jako ligazy ubikwitynowej w sto-
sunku do p53, a tym samym zapobiega degradacji biat-
ka p53, zwigksza jego poziom i stabilno$¢ oraz aktywuje
jego funkcje supresorowa [3]. MDM2 za$ hamuje zdolnos¢
pl4AF do zatrzymania cyklu komoérkowego (Rys. 2). Poli-
peptyd MDM2, wg Webera i wsp. [24], jest negatywnym re-
gulatorem pl4 A% podobnie jak Twist, nalezacy do rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych zawierajgcych motyw helisa -

Zahamowanie
cyklu komérkowego
lub apoptoza

/ \ PCAF i
p73 p53 *e— p300 1
MDM2 H pLl4AF|- - EIDL

Twist

E2F1

p300
pRb

hamowanie

pobudzanie

Rysunek 2. Schemat wspoétdziatania pl4 i MDM2. MDM2, Twist i EID1 sg nega-
tywnymi regulatorami pl4 A= MDM2 przy wspoétudziale p300 i pRb degraduje
Twist i EID1 w procesie ubikwitynacji. EID1 i Twist hamujg aktywno$¢ acetylo-
transferazy histonowej p300 i PCAF, ktéra odgrywa waznga role w procesie acety-
lacji p53. Rys. zmodyfikowany na podstawie [3,24,26-29].
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petla - helisa HLH (ang. heliks-loop-heliks) [27]. Twist blokuje
zatrzymanie cyklu komdérkowego zalezne od p53 poprzez
hamowanie aktywacji gendéw uczestniczacych w reperacji
uszkodzonego DNA, np. p2l, a takze jest inhibitorem za-
leznej od p53 apoptozy komorek. Wplyw tego biatka na
cykl komdérkowy moze wynika¢ ze zmniejszenia poziomu
pl4A¥ chronigcego p53 przed degradacjg [27], Komorki,
w ktérych Twist ulega ekspresji, zachowywalty sie podobnie
jak komaérki z brakujacym eksonem 1(3 genu INK4A, kodu-
jacego pl4AF- byly oporne na zatrzymanie cyklu komorko-
wego i apoptoze zalezng od p53 [27].

Jak dotad nie ma bezposrednich dowodoéw na to, ze obni-
zenie poziomu pl4A¥Fjest wystarczajace do zmiany aktyw-
nosci p53 [27], poniewaz moze by¢ ona zmieniona poprzez
oddziatywanie z kofaktorami p300, CBP (ang. CREB-bind-
ing protein) i P/CAF (ang. p300 /CBP associated protein). Sg
to biatka o aktywnosci acetylotransferazy, majgce zdolnos¢
do acetylacji histonéw i czynnikoéw transkrypcyjnych [3,28],
Biatko Twist hamuje aktywnos$¢ acetylotransferazy p300 i P/
CAF [3,28]. Wiaze sie ono z domenami HAT (acetylotrans-
ferazy histonowej), p300 i P/CAF. HAT zawiera 4 motywy
oznaczone od A do D [28], Motywy A i B obejmujg miejsca
wigzania acetylo-CoA. Czynnik transkrypcyjny Twist blo-
kuje prawdopodobnie wigzanie acetylo-CoA do motywu
A'i B. Wykazano réwniez, ze HAT, p300 i P/CAF zawierajg
unikatowy motyw E [28], Prawdopodobnie Twist wigzac sie
do motywu E, hamuje p300 i P/ CAF i w ten sposéb blokuje
réznicowanie miesni, kosci i komoérek nerwowych [28],

Inhibitorem réznicowania jest rowniez biatko EID1 (ang.
EIA - like inhibitor ofdifferentiation), ktére podobnie jak Twist
przejawia zdolno$¢ do hamowania aktywnosci acetylo-
transferazy kofaktora p300 [29], Biatko EID1 blokuje zalezne
od pRb réznicowanie, ale nie wpltywa na zatrzymanie cyklu
zalezne od pRb. Biatka pRb i p300 odgrywajg wazng role
w procesie degradacji EID1 na drodze ubikwitynacji. Do C-
-konhca EID1 wiaza sie biatka p300 i pRb, ktore majg zdolnos¢
oddziatywania z ligazg ubikwitynowg MDM?2 [29]. Miejsca
wigzace p300 i pRb na MDM2 zostaty scharakteryzowane
przez Browna i wsp. [18] jako domeny ID1 i ID2.

Podsumowujgc: ubikwitynacja biatka EID1 jest zwigzana
z MDM2, ale zachodzi przy wspétudziale p300 i pRb. EID1
moze hamowa¢ transkrypcje pl4AF podobnie jak Twist.
Usuniecie EID1 na drodze ubikwitynacji prawdopodobnie
aktywuje pl4AF[3],

ODDZIALYWANIE MDM2 Z INNYMI BIALKAMI

Biatko MDM2 oddziatuje in vivo i in vitro niezaleznie od
p53 z biatkami: Numb, TSG101, MTBP, TBP, Spl i L5 (Rys. 3).
Polipeptyd MDM2 za pomocg N-kohca taczy sie z biatkiem
Numb o masie czasteczkowej 65 kDa, zwigzanym z btong
cytoplazmatyczna. Jest to regulator réznicowania, ktéry od-
grywa wazng role w procesie rozwoju uktadu nerwowego
[30], Gen Numb zlokalizowany jest w rejonie 14q24.3, ktory
jest zwigzany z chorobg Alzheimera [30], Uszkodzenie tego
rejonu moze by¢ przyczyng rozwoju choréb neurodegene-
racyjnych.
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Rysunek 3. Wptyw MDM2 na procesy réznicowania i cykl komoérkowy, niezalez-
nie od p53. Rys. zmodyfikowany na podstawie [3,30 -34]..

Biatko MDM2 degraduje Numb, a przez to hamuje r6z-
nicowanie komorek [30], Ponadto MDM2 uczestniczy row-
niez w degradacji innego biatka - TSG101, kodowanego
przez gen supresorowy tsglOl [31], Gen ten znajduje sie na
chromosomie 11 (pllpl5.2-pl5). Jego brak u myszy zwiek-
sza podatnos¢ na rozwoj nowotwordéw. Polipeptyd TSG101
(o masie czasteczkowej 42.8 kD) odgrywa bardzo wazng
role w utrzymaniu stabilnosci genomu i w regulacji cyklu
komorkowego. Przeciwdziata ubikwitynacji MDM2, pod-
nosi jego poziom, stabilnos¢ i przedtuza okres poéttrwania
do 28 minut (okres potowicznego rozpadu prawidiowego
biatka MDM2 wynosi okoto 15-20 minut). TSG101 dopro-
wadza do nagromadzenia MDM2 - negatywnego regulato-
ra p53, a biatko MDM2 na zasadzie sprzezenia zwrotnego
zmniejsza poziom TSG101 poprzez zwigkszenie jego degra-
dacji [31],

Polipeptydem zdolnym do hamowania wzrostu i zatrzy-
mania cyklu komérkowego w fazie G1 niezaleznie od p53
jest MTBP (ang. MDM two binding protein). Jest to biatko
0 masie czasteczkowej 104 kDa, kodowane przez gen Mtbp
zlokalizowany na chromosomie 8 (8g24.1-g24.2). Gen ten
ulega ekspresji w réznych tkankach, wykazujgc najwyzszy
poziom w grasicy, jadrach i jajnikach. Biatko MDM2, two-
rzac kompleks z MTBP, hamuje jego funkcje jako supresora
wzrostu [3], Nalezy podkresli¢, ze miejsca wigzania tego
supresora do MDM2 nie sg specyficzne, poniewaz w tym
samym obszarze (167-304) moga przytaczy¢ sie inne biatka
supresorowe: pRb i pl9, podstawowe czynniki transkryp-
cyjne TFIl lub koaktywatory transkrypcji p300 [32], MTBP
moze wspotzawodniczy¢ z tymi biatkami o wiagzanie sie
z MDM2. W miejscu wigzania sie MTBP do MDM2 znajdujg
sie sekwencje NFS i NES, co moze wpltywaé na lokalizacje
1funkcje tego supresora [32].

Ponadto MDM2 oddziatuje in vivo i in vitro z:
1. podjednostka czynnika transkrypcyjnego TFIl wigzaca
sie z kasetq TATA- TBP (ang. TATA-binding protein), ktora
odgrywa wazna role w inicjacji transkrypcji i funkcjonowa-

niu polimerazy RNA [3].
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2. podjednostka czynnika transkrypcyjnego TFU wspétdzia-
fajaca z TBP - TAFI1250 (ang. TBP- associated factor). TAFII-
250 jest wymagany do transkrypcji cykliny A [33]. Oddziaty-
wanie MDM2-TAFII1250 prowadzi do aktywacji promotora
cykliny A, natomiast delecja miejsc wiazacych TAFII250 na
MDM2 znosi te aktywacje. Niski poziom biatka MDM2 ak-
tywuje promotor cykliny A poprzez usuniecie represorow
jej transkrypcji, natomiast wysoki- wywotuje efekt przeciw-
ny. MDM2 poprzez regulacje promotora cykliny A (cyklina
ta jest odpowiedzialna za przejscie komorki z fazy G1 do S i
z S do G2 i ulega ona degradacji w koncu fazy G2 [33]) oraz
oddziatywanie z E2F1 wptywa na proces replikacji DNA
[3], p53 hamuje ekspresje cykliny A, ale MDM2 hamuje p53,
a aktywuje promotor cykliny A [33],

MDM2 bezposrednio wigze czynnik transkrypcyjny Sp
1 (ang. specificity protein 1) i w ten sposob hamuje jego zdol-
nos¢ do wigzania sie z DNA. pRb uwalnia Spl z kompleksu
Spl-MDM2 i przywraca jego zdolnos¢ do wigzania z DNA.
Ten mechanizm jest wazny dla koncowego procesu réz-
nicowania [34] (Rys. 3). Polipeptyd MDM2 moze tworzy¢
kompleksy z biatkiem rybosomalnym L5 i podjednostka
5S rRNA [3], Jednak rola MDM2 w regulacji biosyntezy
biatek nie jest znana. Biatko L5 ma zdolnos$¢ przemieszcza-
nia sie miedzy jadrem a cytoplazma i moze odgrywac role
w transporcie MDM2 miedzy tymi przedziatami komorki.
Biatko MDM2 oddziatywuje z RNA, ale fizjologiczne zna-
czenie tych interakcji nie zostato jeszcze wyjasnione [3]

Czynnik wzrostu

(EGF)
-------- 1 hamowanie R?S
...... » aktywacja I
Raf
MEK
, P21
Cyklina D ERK p27
CDK 4/6 \V/ \
. 1 ”ml— p14 iRF MDM2
Tb [E2F| ¢ \ /
p53

MDM2 poprzez oddziatywanie z tymi biatkami przeciw-
dziata mechanizmom kontroli wzrostu, uczestniczy w pro-
cesie rozwoju i réznicowania komorek.

MDM2 A SCIEZKA Ras-Raf-MEK-ERK

Gen MDM2 jest regulowany przez Sciezke Ras-Raf-MEK-
-ERK, niezaleznie od p53 [35]. Przenoszenie sygnatow na
tej Sciezce jest aktywowane przez czynniki wzrostu oraz
hormony i uczestniczy w proliferacji komorki [36], Schemat
transdukcji sygnatdw na $ciezce Ras-Raf-MEK-ERK mozna
przedstawic¢ na przyktadzie naskorkowego czynnika wzro-
stu EGF (ang. epidermal growth factor). Przyfgczenie EGF do
zewnatrzkomérkowej domeny receptora EGF wywotuje di-
meryzacje czasteczek receptorowych i zmiany konformacyj-
ne domeny wewnatrzkomdrkowej receptora, co prowadzi
do autofosforylacji jego reszt tyrozynowych. Do fosfotyro-
zynowych miejsc receptora EGF przylgczajg sie biatka ada-
pterowe. Biatka te rozpoznajg zaktywowang forme recep-
torowej kinazy tyrozynowej, dzieki obecnosci domen SH2
(Src Homology 2 - domeny homologiczne z domeng 2 kina-
zy Src -wirusa miesaka Rousa - ang. sarcoma), wigzacych sie
z ufosforylowanymi tyrozynami w poblizu karboksylowe-
go konca aktywnego receptora.

Biatkami adaptorowymi sg Grb (ang. growth factor, recep-
tor binding protein), SOS (ang. Son of sevenless) i Ras. Biatka
Ras sg pokrewne z biatkami G. Naleza do nadrodziny ma-
tych biatek GTP-azowych. Sg one aktywowane po zwigza-
niu GTP, a nieaktywne po zwigzaniu sie z GDP (z uwagi na

uszkodzenie

komorki
-------- 1 hamowanie Ras
------ » aktywacja
Raf
MEK
ERK

Pzl pl4AF MDM2
p27
/ | /
Cyklina D p53
CDK 4/6

| Rb |[E2F |- » | Rb |E2F|
\

zahamowanie
cyklu

Rysunek 4. Rola $ciezki Ras-Raf-MEK-ERK w regulacji cyklu komérkowego, a) Proliferacja komérki. Sciezka Ras-Raf-MEK-ERK aktywuje pl4AR MDM?2 i kompleks
cykliny D-CDK4/6, a hamuje inhibitory kinaz zaleznych od cyklin p21, p27, pl6. Poziom p53 jest niski, poniewaz jest zachowana réwnowaga miedzy degradacjg p53
przez MDM2 a stabilizacjg przez p |4 AR Biatko pRb jest ufosforylowane, a uwolniony czynnik E2F1 moze aktywowac p 14 AR Rys. zmodyfikowany na podstawie [39], b)
Uszkodzenie komérki. Sciezka Ras-Raf-MEK-ERK jest hiperaktywna, aktywuje inhibitory kinaz zaleznych od cyklin p21, p27, pl6. Dzieki temu zablokowana jest fosfory-
lacja pRb (nieaktywna CDK4/6) i biatko to jest zdolne do zahamowania cyklu. Biatko p53 jest stabilizowane przez pl4 ARF, ale nie jest degradowane przez MDM2. W ten
spos6b p53 jest rowniez zdolne do zahamowania cyklu komérkowego. Rys. zmodyfikowany na podstawie [39].
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to, ze same hydrolizujg GTP, nastepuje ich szybka autoinhi-
bicja) [37], Przytgczenie sie kompleksu Grb2-SOS do miejsc
fosfotyrozynowych receptora EGF stymuluje przemiane
GDP w GTP, co powoduje zmiany konformacyjne w biatku
Ras. Umozliwia to zwigzanie sie z kinazg Raf-1 z duzym po-
winowactwem, rekrutujac ja z cytosolu do btony komorko-
wej, gdzie ma miejsce wieloetapowy proces aktywacji Raf-1.
Proces ten obejmuje defosforylacje miejsc inhibitorowych
przez fosfatazy biatkowe 2A (PP2A-ang. protein phosphatase
2A) oraz fosforylacje miejsc aktywnych przez kinazy: PAK
(ang. p21-activated kinase, kinaza aktywujaca biatko p21), ki-
nazy tyrozynowe z rodziny Src oraz nierozpoznane dotad
inne kinazy [38]. Zaktywowana kinaza Raf-1 oddziatywu-
je z MEK i fosforyluje jej dwie reszty serynowe. Nastepnie
zaktywowane biatko MEK fosforyluje, a tym samym akty-
wuje, kinaze ERK (ang. extracellular regulated kinases) [36,38],
Kaskadowy proces fosforylacji doprowadza do aktywacji
kolejnych etapéw pobudzania i przekazywania sygnatow
do jadra komdrkowego. ERK moze aktywowaé czynniki
transkrypcyjne regulujace produkty biatkowe onkogendw:
c-fos, c-jun, c-myc, MDM2 i biatko p 14 AF[37,39],

Sciezka Ras-Raf-MEK-ERK reguluje ekspresje genu
MDM?2 i w rezultacie podnosi poziom biatka MDM2. Pod
wptywem sygnatu mitogennego dochodzi do aktywacji nie
tylko MDMZ2, ale i pl4 AF(Rys. 4a). Oba te biatka majg wptyw
na poziom p53. MDM2 degraduje p53, a pl4 A - bedac in-
hibitorem MDM2 - zapobiega tej degradacji. Poziom p53
jest zatem zalezny od rownowagi miedzy aktywacjg p 14 AF
a MDM2 przez Ras-Raf-MEK-ERK. W komérkach dzielg-
cych sie poziom p53 jest niski. Zachowana jest réwnowaga
miedzy degradacjg p53 ajego stabilizacjg [39], W komorkach
spoczynkowych $ciezka Ras-Raf-MEK-ERK jest nieaktyw-
na. ERK nie aktywuje kompleksu cykliny D/Cdk4/6 i nie
dochodzi do fosforylacji pRb. Poziom biatka p53 jest niski
ze wzgledu na degradacje p53 przez MDM?2 [39]. W przy-
padku uszkodzenia komorki sciezka Ras-Raf-MEK-ERK jest
hiperaktywna (Rys. 4b) i aktywuje inhibitory cyklino-zalez-
nych kinaz: p21, p27, pl6. W ten spos6b utrzymuje biatko
pRb w formie hipofosforylowanej, zdolnej do blokowania
cyklu komoérkowego. Réwniez aktywne i stabilne biatko
p53 prowadzi do naprawy komdrki lub apoptozy. Stabili-
zacja p53 jest zapewniona dzieki indukcji pl4A¥ przez Ki-
naze ERK. W przypadku utraty pl4A¥dochodzi do zmian
poziomu p53. Woéwczas MDM2 jest aktywowane przez ERK
i doprowadza do degradacji p53 [39],

Podsumowujac, aktywacja Sciezki przenoszenia sygna-
téw Ras-Raf-MEK-ERK odgrywa wazng role w onkogene-
zie, poniewaz ma wptyw na poziom i aktywnos$¢ biatek:
p53, pRb, pl4AF MDM2, ktére odgrywaja kluczowa role
w regulacji cyklu komérkowego [38,39],

UDZIAL MDM2 W ONKOGENEZIE

Biatko MDM2 odgrywa istotng role w kontroli cyklu ko-
maérkowego poprzez oddziatywanie z p53, pRb, E2F1, p73,
pl4AF W zwigzku z tym zmiana poziomu tego biatka moze
doprowadzi¢ do onkogenezy. Nadekspresje MDM?2 zaob-
serwowano w ostrych biataczkach, przewlektej biataczce
szpikowej, chtoniakach i szpiczakach [40]. Nadmiar MDM2
z jednej strony nasila aktywacje E2F1, ktory ufatwia przej-
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$cie z fazy G1 do S, a z drugiej zwieksza degradacje biatka
p53, hamujac jego funkcje supresorowa (aktywacje genow
zaangazowanych w proces naprawy komorki lub apopto-
ze), co przyczynia sie do intensywnego wzrostu i zwieksza
przezycie komdrek nowotworowych [40], W liniach bia-
taczkowych nie tylko dochodzi do zwigkszenia ilosci biatka
MDM2, ale i jego trwatosci, co moze doprowadzi¢ do za-
chwiania réwnowagi i niekontrolowanego wzrostu zmie-
nionych komdrek. U podstaw tego zjawiska lezy zmieniona
degradacja biatka MDM2 w proteasomie [41].

Ampifikacje genu MDM2 i zmiany Sciezki pl4 AF/p53/
MDM2 znaleziono w glejakach (glioma, glioblastoma),
miesakach mézgu i gwiazdziakach anaplastycznych [42].
W miegsakach kosci [43], raku watrobowo-komérkowym,
obok amplifikacji genu MDM2, wystepuja punktowe mu-
tacje i insercje, ktére pociagaja za soba zmiany transkrypcji,
a tym samym doprowadzajg do powstania biatka o innych
wiasciwosciach, a nawet do zatrzymania jego syntezy [44],
Na tej podstawie mozna stwierdzié, ze nie tylko nadekspre-
sja, ale rowniez brak biatka MDM2 moze mie¢ wpltyw na
proces onkogenezy.

W biataczkach [45], raku piersi [46], mieSniakomiesaku
prazkowokomérkowym (agresywnym nowotworze tkanek
miekkich) [47] znaleziono réznej dtugosci mMRNA MDM?2
i potwierdzono obecnos¢ biatek o roznej masie, ktére moga
mie¢ odmienne funkcje biologiczne oraz zmieniong zdol-
nos¢ blokowania p53. Wystepowanie zmian w transkrypcji
oraz w translacji genu MDM2 u pacjentéw z biataczkami,
chtoniakami, szpiczakami, nowotworami moézgu i miesaka-
mi, zwigzane jest ze ztym rokowaniem, skréceniem czasu
przezycia oraz opornoscig na chemioterapie [40,42], Kondo
i wsp. [48] zaobserwowali, ze biatko MDM2 indukuje eks-
presje genu MDR1 (opornosci wielolekowej), co prowadzi
do zwiekszenia ilosci jego produktu- glikoproteiny P w linii
komorek glioblastoma U87-MG. Leczenie antysensowymi
konstruktami MDM2 hamuje produkcje glikoproteiny P, co
podkresla role MDM2 w rozwoju opornosci wielolekowe;.

Biatko MDM2 moze by¢ réwniez wskaznikiem oceny
stopnia ztosliwosci nowotworéw. Blokuje ono bowiem
czynnik transkrypcyjny MyoD, a tym samym przyczynia
sie do powstania niezréznicowanych form migéniakomiesa-
ka prazkowokomérkowego opornego na leczenie [49],

PODSUMOWANIE

MDM2 uczestniczy w kontroli cyklu komdérkowego i w
réznicowaniu komérek nerwowych i miesniowych. Zmiany
poziomu biatka MDM2 moga przyczynic¢ sie do zachwiania
rownowagi cyklu komdérkowego i ucieczki spod mechani-
zmow kontrolujgcych, co moze doprowadzi¢ do nowotwo-
rzenia. W zwigzku z tym celem dalszych badan powinno
by¢ sprawdzenie skutecznosci antysensowych oligonukle-
otydow blokujacych synteze MDM2 oraz poznanie mecha-
nizmow regulujgcych MDM2, a w szczeg6lnosci hamuja-
cych jego zdolno$¢ do indukcji fazy S.

Nalezy sobie postawi¢ pytanie, dlaczego p53 - straznik

genomu - nie hamuje biatka MDM2, a nawet zwigksza jego
poziom po uszkodzeniu komoérki. By¢ moze biatko MDM?2
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ma dualistyczna nature: uczestniczy w naprawie komaorki
oraz w indukcji cyklu komoérkowego, poniewaz wystepuje
w wielu odmianach, réznigcych sie od siebie wiasciwoscia-
mi. Dlatego dalszy kierunek badan powinien zmierza¢ do
zbadania réznych izoform tego biatka. Biatko MDM2 ma
zdolno$¢ hamowania p53, ale takze wykazuje niezalezng
od p53 funkcje: indukuje synteze DNA poprzez aktywacje
E2F1, cykliny A i degradacje supresorow MTBP, TSG101.
Nalezy réwniez zbada¢, czy istniejg drogi przeciwdziata-
jace ekspansji MDM2 i dlaczego komorki z nich nie korzy-
stajg oraz pozna¢ czynniki doprowadzajgce do amplifikacji
czy nadekspresji bez zwielokrotniania kopii genu MDM2.
Przedmiotem dalszych badah powinno by¢ szczegotowe
poznanie regulacji tego genu na poziomie mRNA i okresle-
nie wiasciwosci odmian tego biatka.
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ABSTRACT

The basis of oncogenesis underlies the modification of the control of the cell cycle, which leads to disturb balance between proliferation and
apoptosis. The MDM2 protein supresses the ability of p53 to activate genes responsible for repairing or apoptosis, but also promotes p53 de-
gradation by ubiquitination. MDM2 inhibits tumor supressor property of pRb, by releasing E2F1, which stimulates DNA synthesis in S-phase.
MDM2 influences on the neuronal and muscle differentiation. Quantity and stability of the MDM2 protein is regulated by p73, p53, TSG101,
pl4AFand Ras-Raf-MEK-ERK pathway. Changes of the level of the MDM2 can disturb control of cell cycle and contribute to oncogenesis.
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STRESZCZENIE

yndekany (45-20 kDa) to rodzina proteoglikanéw btonowych. Zbudowane sg z krotkiej

domeny cytoplazmatycznej, domeny btonowej i domeny kontaktujacej sie ze srodowi-
skiem zewnetrznym, ktéra posiada zwigzane kowalencyjnie tancuchy glikozaminoglikanu
siarczanu heparanu i tancuchy glikozaminoglikanu siarczanu chondroityny. Syndekany
majg zdolno$¢ wigzania licznych ligandéw obecnych w macierzy zewnatrzkomérkowej:
czynnikéw wzrostu, enzymoéw, biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej (fibronektyna, lami-
nina), a takze wiruséw i toksyn. Za posrednictwem domeny cytoplazmatycznej syndekany
tacza sie z biatkami cytoszkieletu oraz biatkami bioracymi udziat w przekazywaniu sygnatu.
Syndekany obok integryn sa gtébwnymi receptorami w tworzeniu potaczen komoérka - ma-
cierz zewnatrzkomérkowa. Zmiany w ich ekspresji wptywaja na adhezje oraz migracje ko-
moarek, organizacje ptytek przylegania i cytoszkieletu. Syndekany sg zaangazowane w pro-
cesy réznicowania komdrek i regeneracji tkanek.

WPROWADZENIE

Syndekany (45-20kDa) stanowig rodzine transbtonowych proteoglikanéw
siarczanu heparanu typu 1 [1-7], Zbudowane sa z krétkiej domeny cytoplazma-
tycznej, domeny btonowej oraz domeny zewnatrzkomérkowej, z ktérg zwigzane
sg kowalencyjnie fanicuchy glikozaminoglikanu siarczanu heparanu lub glikoza-
minoglikanu siarczanu chondroityny. Obecno$¢ fancuchow glikozaminoglikanu
siarczanu heparanu warunkuje szereg funkcji syndekanéw w komorce. Wigzg
one liczne ligandy obecne w macierzy zewnatrzkomoérkowej: czynniki wzrostu,
enzymy, biatka macierzy zewnatrzkomaérkowej, wirusy, toksyny, a takze bakte-
rie. Syndekany biorg udziat w procesach adhezji komdrkowej, przekazywaniu
sygnatu oraz regulacji metabolizmu lipidéw poprzez wigzanie lipoprotein [8],
U ssakOw znane sa cztery syndekany, natomiast u Drosophilia melanogaster i Ce-
anorlmbditis elegans jeden [9]. Syndekany 1-3 sg specyficzne dla niektérych tka-
nek, natomiast syndekan-4 jest syntetyzowany w wiekszosci z nich [10], Synde-
kan-1 wystepuje w komoérkach nabtonka. Syndekan-2 obecny jest w komdérkach
mezenchymy, jest on réwniez syntetyzowany w komdrkach miedzybtoniaka
cztowieka (nowotwdér optucnej i otrzewnej) [11]. Zaréwno syndekan-1 jak i -3
ulega ekspresji w tkance nerwowej [12].

W adhezje i migracje komorek zaangazowany jest przede wszystkim synde-
kan-4 [13-15]. Wystepuje on obok integryn na terenie ptytek przylegania - miejsc
adhezji komorek do macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) (Rys. 1) [16,17].

Z badanh przeprowadzonych na myszach z uszkodzonym genem syndeka-
nu-4 wynika, iz zwierzeta takie rozwijajg sie i rozmnazajg prawidtowo [18]. Po-
jawiajg sie jednak u nich pewne zaburzenia w rozwoju naczyh krwionosnych
tozyska oraz nerek. Zaobserwowano réwniez nieprawidtowosci w gojeniu sie
ran i angiogenezie [19,20],

BUDOWA SYNDEKANOW

Wszystkie syndekany to integralne biatka btonowe, z N-kohcem (ektodo-
meng) zawierajagcym miejsce wigzania dla od 3 do 5 fancuchéw glikozamino-
glikanu siarczanu heparanu i siarczanu chondroityny (Rys. 2). Syndekany maja
pojedyncza hydrofobowg domene transbtonowa i krétka C-koncowg domene
cytoplazmatyczng. Geny, kodujgce poszczegélne syndekany, znajdujg sie na
roznych chromosomach, ale wykazujg bardzo podobng organizacje, co suge-
ruje, ze powstaty one przez duplikacje genu prekursora [21]. tancuchy gliko-
zaminoglikanu siarczanu heparanu maja zdolno$¢ wiazania licznych ligandéw
obecnych w macierzy zewnatrzkomoérkowej. Natomiast rdzen biatkowy synde-
kan6w odpowiedzialny jest za zjawiska zwiazane z adhezjg komdérek, tgczenie
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Rysunek 1. Schemat budowy ptytki przylegania. Ptytki przylegania stanowia
region w obrebie btony komérkowej (BK), gdzie cytoszkielet oddziatuje z ma-
cierzg pozakomoérkowa (ECM). W sktad ptytek przylegania wchodzg: integryny
(zbudowane z podjednostek a i p - kolor czerwony i pomaranczowy), synde-
kan-4 (S-4), filamenty aktynowe (FA), liczne biatka stanowiace tgcznik pomiedzy
cytoszkieletem a btong komoérkowa: talina (TA), winkulina (Win), a-aktynina
(a-akt), tensyna (Ten) oraz caty szereg biatek regulatorowych, ktére przez fosfo-
rylacje, defosforylacje i proteolize regulujg strukture, funkcje i dynamike plytek
przylegania. Ze wzgledu na przejrzysto$¢ ryciny nie pokazano bezposrednich
powiazan biatek cytoszkieletu z syndekanem-4. GF- czynniki wzrostu.

sie z biatkami macierzy zewnatrzkomaorkowej, receptorami
btonowymi oraz oddziatywania z innymi komdérkami. Do-
mena cytoplazmatyczna biatka wigze sie miedzy innymi
z biatkami cytoszkieletu (aktyna, a-aktyning) i biatkami za-
angazowanymi w przekazywanie sygnatu (P-kateninami,
CASK (wapniowo/kalmodulino zalezna biatkowa kinaza
serynowa), biatkiem cytoszkieletu 4.1) [12],

DOMENA ZEWNATRZKOMORKOWA

Poszczegolne syndekany bardzo réznig sie budowa do-
meny zewnatrzkomoérkowej. tancuchy glikozaminoglika-
nu siarczanu heparanu sg przyfgczane do biatka podczas
obrobki post-translacyjnej poprzez region tgczacy: ksyloza

- galaktoza - galaktoza - kwas glukuronowy, przy udziale
enzymow: ksylozylotransferazy, galaktozylotransferazy | i
Il [22,23], tancuchy glikozaminoglikanu siarczanu hepa-
ranu wigza sie z biatkami macierzy zewnatrzkomaorkowej:
domeng Hepll fibronektyny, lamining, witronektyng i kola-
genem, a takze z licznymi czynnikami wzrostu i ich recep-
torami, inhibitorami proteaz, enzymami i toksynami (Tab.
1) [24,25], Liczne wirusy, bakterie i pasozyty (Herpes Simplex
Virus, Neisseria gonorrhoea, Bordetella pertussis, Plasmodium
falciparum) wykorzystujg taricuchy siarczanu heparanu jako
miejsca przyczepu [8,26]. Wykazano na przykiad, iz wia-
zanie Neisseria gonorrhoeae do syndekanu-1 lub -4 indukuje
dalsze sygnaty umozliwiajgce wejscie bakterii do komorek
gospodarza [8].

tancuchy glikozaminoglikanu siarczanu heparanu syn-
dekanu-4 mogg réwniez wigzac¢ sie z bogatg w reszty cy-
sternowe domeng transbtonowej metaloproteazy ADAM12
[25,27]. Adhezja komdérek do podioza zsyntetyzowanego
z bogatych w reszty cysteinowe fragmentow ADAMI12,
prowadzi do aktywacji PKCa oraz biatka Rho i jest regulo-
wana przez sygnat pochodzacy zaréwno od syndekanu-4,
jak i od podjednostki pi integryny [28]. Mc Fali i Rapraeger
wykazali, ze cze$¢ biatkowa domeny zewnagtrzkomaérkowej
syndekanu-4 moze oddziatywac z innymi biatkami [29], Za-
wiera ona region CBD (ang. cell binding domain), ktéry praw-
dopodobnie oddziatuje z innymi receptorami bltonowymi
[15].

Domeny zewnatrzkomorkowe syndekanu-1 i -4 moga
by¢ proteolitycznie odcinane tuz przy btonie komérkowej
przez metaloproteazy wrazliwe na TIMP-3 (tkankowy in-
hibitor metaloproteaz - 3) [30,31]. Traktowanie komoérek
inhibitorami metaloproteaz powoduje zahamowanie od-
cinania tych domen. Proces ich proteolizy jest regulowa-

Tabela 1. Niektére biatka wigzace sie z fancuchami siarczanu heparanu syndekanéw wg Tumova i wsp. [90]

Ligand biatkowy Dziatanie

czynniki wzrostu i cytokiny FGF-2 dimeryzacja, ochrona przed degradacja i stymulacja interakcji z receptorem kina-
FGF-1 zy tyrozynowe;j
HGF wigzanie czynnikéw wzrostu

interferony

interleukina-8

PDGF-AA

dimeryzacja i modulowanie proceséw proteolitycznych

ochrona przed degradacja , wigzanie chemokin i zapobieganie dyfuzji

akumulowanie i wydzielanie PDGF-AA, moze wptywac na wigzanie receptora

przez wypieranie innych ligandéw z HS,

czynnik ptytkowy 4
biatka wirusow glikoproteina C
enzymy lipaza lipoproteinowa

inhibitory proteaz antytrombina Il

biatka ECM laminina

fibronektyna
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stymulowanie aktywnosci czynnika ptytkowego 4

wigzanie HSV (ang. herpes simplex virus ) do komorki gospodarza

stabilizacja dimeréw LPL, unieruchamianie, internalizacja, transport

zmiany konformacyjne inhibitora proteaz, zwiekszenie aktywnos$ci antytrombiny

adhezja do ECM

adhezja, formowanie ptytek przylegania
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MACIERZ ZEWNATRZKOMORKOWA KOMORKOWA

Rysunek 2. Schemat budowy syndekanu-4. Domena zewnatrzkomoérkowa - ko-
lor zielony i pomaranczowy, domena btonowa - kolor niebieski, domena cytopla-
zmatyczna - kolor czerwony, zielony, z6ty.

ny i moze by¢ indukowany przez szereg réznych czyn-
nikéw np. aktywatory: PKC, kinaz tyrozynowych i kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenem (MAP) [8]. Odci-
nanie domen zewnatrzkomérkowych jest bardzo istot-
ne z dwdch powodoéw. Po pierwsze, syndekany poprzez
swoje fancuchy siarczanu heparanu tgcza sie z licznymi
biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej, odciecie domen
zewnatrzkomoérkowych  uniemozliwia tworzenie tych
wigzan i ufatwia migracje komérek. Po drugie, uwolnio-
ne domeny zewnatrzkomoérkowe wigzg czynniki wzrostu,
proteazy i inhibitory proteaz obecne w macierzy zewnatrz-
komarkowej [32,33], Przyktadowo z powierzchni ludzkich
komorek biataczkowych JIN3 i RPMI8226 odcinane sg do-
meny syndekanu-1. Zjawisko to jest stymulowane przez
aktywatory PKC, nie jest natomiast hamowane przez inhi-
bitory, zwigzanych z macierzg zewngtrzkomoérkowa, sery-
nowo/cysternowych metaloproteaz. Poniewaz jedynie inhi-
bitor BB-94 istotnie hamuje proteolize domen syndekanu-1,
prawdopodobnie odbywa sie ona przy udziale metalopro-
teaz transbtonowych posiadajgcych domene dezintegryno-
wa ADAM [34],

DOMENA TRANSB:ONOWA

W obrebie domeny blonowej znajduje sie zachowana
w ewolucji sekwencja aminokwasow, ktéra jest odpowie-
dzialna za oligomeryzacje syndekanu oraz za oddziatywa-
nie z innymi biatkami i lokalizacje syndekanu w ptytkach
przylegania [14].

DOMENA CYTOPLAZMATYCZNA

Domena cytoplazmatyczna zawiera dwa rejony iden-
tyczne we wszystkich syndekanach, proksymalny CI i C-
-kohcowy rejon C2, rozdzielone przez rejon V o zmiennej
dla poszczegdlnych typow syndekanow dtugosci i sekwen-
cji aminokwasowej. Pierwszy z rejonoéw - Cl, zawiera ob-
szar 10 zachowanych w ewolucji aminokwasow (RM(R/
K)KKDGEGSY). Domena Cl moze wigza¢ biatko 4.1 (za
posrednictwem biatka CASK [36-37]), ezryne, radyksyne,
moezyne (nalezace do grupy biatek zwigzanych z elemen-
tami cytoszkieletu - ERM (ang. Ezrin Radixin Moesin proteins)
oraz syndesmos [38]. Syndesmos oddziatuje z domeng ClI
i V syndekanu-4 i razem z nim wystepuje w ptytkach przy-
legania. Nadekspresja syndesmosu w fibroblastach mysich
3T3 powoduje, iz komorki lepiej przyczepiajg sie do podto-
za, tworzg liczniejsze widkna aktynowe i sg rozciggniete na
wiekszej powierzchni [38]. Domena Cl syndekanu-3 moze
rowniez wigzac kinaze Src i biatko kortaktyne, ktéra odzia-
tuje z podbtonowymi mikrofilamentami aktynowymi i mi-
krotubulami [8]. Rejon C2 domeny cytoplazmatycznej moze
poprzez sekwencje EFYA wigza¢ biatka zawierajace dome-
ny PDZ typu Il [39], Do takich biatek nalezy: syntenina [40],
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CASK [37,41,42], synektyna (nazywana réwniez SEMCAP-1
lub GIPC) [43], synbindyna [44], Rejon C2 wigze rowniez
biatka: PSD-95 (ang. post-synaptic density 95), Dig (ang. discs
large), ZO-1 (ang. zonula occludens-1) [45]. Rejon V zawie-
ra specyficzng sekwencje aminokwasowg (FGKKPIYKK),
ktora wigze aktywng PKCa i 4,5-difosforan fosfatydyloino-
zytolu (PIP,). Syndekan-4 jest zaangazowany w aktywacje
biatka Rho, tgczy sie réwniez z paksyling i a-aktyning, po-
przez ktére moze tworzy¢ potgczenia z cytoszkieletem i ki-
nazg ptytek przylegania FAK [36],

DIMERYZACJA | FOSFORYLACJA SYNDEKANU-4

Wspotwystepowanie syndekanu-4 z integrynami w ob-
rebie ptytek przylegania jest zalezne od aktywacji PKCa
i PKCO [12,46] (Rys. 3). W domenie cytoplazmatycznej syn-
dekanu-4, w rejonie V znajdujg sie dwie pary lizyny, pomie-
dzy ktorymi zlokalizowana jest sekwencja: prolina-izoleu-
cyna-tyrozyna. W tym regionie przytgczany jest PIP,, a na-
stepnie PKCa [35,47-49], Wigzanie PIP, umozliwia najpierw
dimeryzacje, a potem tworzenie oligomeréw syndekanu-4
w btonie komérkowej. Obecno$é PIP, stabilizuje oligomery
[50], Do dimer6w syndekanu-4 wigzana jest PKCa, w obre-
bie sekwencji LGKKPIYKK [51]. PKCa faczy sie z syndeka-
nem-4 poprzez swojg domene katalityczna, natomiast PIP,
wigze domene regulatorows kinazy [47], Aktywacja kinazy
na tej drodze jest niezalezna od poziomu Ca2 co jest przy-
padkiem szczegélnym dla rodziny cPKC (ang. conventional
PKC), do ktorej nalezy PKCa. Wszelkie mutacje w obre-
bie domeny V syndekanu-4 zakdcajg tworzenie dimerow
i przytaczanie oraz aktywacje PKCa [35]. Natomiast trak-
towanie komoérek aktywatorami PKC indukuje transport
syndekanu-4 do btony komdrkowej i powstawanie licznych
ptytek przylegania [24], Tworzgace sie dimery syndekanu-4
wigzg syndesmos oraz pozostate biatka kompleksu: synte-
ning, synbindyne, biatka cytoszkieletu i inne [12].

Horowitz i Simons wykazali, ze w komodrkach 3T3 oligo-
mery domeny cytoplazmatycznej syndekanu-4 sg wymaga-
ne do aktywacji PKCa [52,53], Pokazali, ze fosforylacja reszt
serynowych domeny C2 przez kinaze PKCé (wystepujgca
przy braku stymulacji czynnikami wzrostu), blokuje zdol-
nos¢ domeny cytoplazmatycznej do oligomeryzacji i powo-
duje brak aktywacji PKCa. Fosforylacja syndekanu-4 przez
PKCO na Seri8uniemozliwia wigzanie PIP, w wyniku czego
nie sg tworzone dimery syndekanu-4, a PKCa nie jest przy-
fagczana i aktywowana [52-54], Fosforylacja syndekanu-4
nastepuje po dodaniu FGF-2 do komérek, ktéry prawdo-

Rysunek 3. Proces dimeryzacji syndekanu-4 (S-4). Syndekan-4 w ptytkach przy-
legania wystepuje obok integryn (kolor czerwony i pomarafnczowy) i jest zwigza-
ny z PKCa i PIP,.. Fosforylacja syndekanu-4 przez PKC6 uniemozliwia tworze-
nie jego dimeréw. Ufosforylowany syndekan-4 dziata jako receptor czynnikéw
wzrostu. R-FGF - receptor FGF, SYN - syndesmos.
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podobnie wigze sie z fancuchami siarczanu heparanu syn-
dekanu-4 i poprzez swdj receptor aktywuje PKCO. Trakto-
wanie komoérek czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF-2)
prowadzi do wzrostu zdolnosci komoérek do migracji, po-
niewaz komorki nie tworzg potaczen syndekan-4-macierz
zewnatrzkomorkowa [55].

SYNDEKAN-4 - UDZIAL W ADHEZJI KOMORKOWE]

Adhezja komoérkowa jest zapoczatkowana przez inte-
gryny, ale rowniez zalezna jest od syndekanu-4 [56]. Inte-
gryny wiazg sie z biatkami macierzy zewngatrzkomarkowe;.
Jednym z takich biatek jest fibronektyna, z ktérg integryny
wigza sie poprzez jej fragment RGD, znajdujacy sie w ob-
rebie domeny CBD (ang. celi binding domain). Syndekan-4
takze tgczy sie z licznymi biatkami macierzy zewnatrzko-
morkowej. Wigzanie syndekanu-4 z fibronektyng zachodzi
przez jej domene Hepll (ang. Heparin binding domain II)
[57], Wykazano, iz komorki miesni gladkich aorty szczura
(RASMCs, ang. rat aortic smooth muscle cells) przyczepiajg sie
do podtoza zbudowanego z fragmentéw fibronektyny pie-
rwszego typu poprzez integryne a5pi i syndekany, i jest to
zwigzane z aktywacja kinazy ERKI1/2 [58].

Fibroblasty wysiane na podtoze pokryte fragmentami fi-
bronektyny, zawierajgcymi domene CBD, przyczepiajg sie
do podtoza, chociaz nie formujg typowych ptytek przylega-
nia i nie rozciggajg sie na podiozu. Tworzenie wiasciwych
ptytek przylegania i aktynowych witokien naprezeniowych
jest stymulowane przez aktywacje biatka Rho (traktowa-
nie kwasem lizofosfatydowym, LPA) lub aktywacje PKC
estrami forbolu lub reakcja komoérek z przeciwciatami
przeciwko domenie zewngtrzkomoérkowej syndekanu-4.
Wytworzenie typowych ptytek przylegania zalezne jest od
syndekanu-4, ktéry indukuje fosforylacje tyrozyny 397 i ak-
tywacje kinazy ptytek przylegania (FAK), na drodze zalez-
nej od biatka Rho [59,60]. Wytworzenie polaczeh z macierzg
zewnatrzkomadrkows jest niezwykle istotnym zjawiskiem.
Przyktadowo komoérki REF (ang. rat embryo fibroblasts)
majg zdolno$¢ do przyczepiania sie do fragmentéw CBD
fibronektyny przez integryny, nie tworzac potaczen, w kto-
rych bierze udziat syndekan-4. Jednak po 8h komérki REF
odczepiajg sie od podioza i wiaczany jest program apop-
tozy, zwigzany ze spadkiem aktywnosci/stabilnosci kinazy
tyrozynowej ppl25FAK [61].

Fibroblasty myszy z uszkodzonym genem syndekanu-4
wykazujg mniejsza zdolno$¢ do migracji i adhezji. Komorki
takie przyczepiajg sie do podtoza zbudowanego z fragmen-
tow fibronektyny zawierajacych region Hepll, ale nie two-
rza ptytek przylegania, ani nie reorganizujg cytoszkieletu
[57]. Zdolne sg jednak do adhezji przy udziale integryn, do
catego biatka fibronektyny.

Nadekspresja syndekanu-4 prowadzi do zmian w organi-
zacji ptytek przylegania oraz zdolnosci komérek do migraciji.
Transfekcja komoérek CHO-K1 (ang. Chinese hamster ovan/)
cDN A kodujgcym catg czgsteczke syndekanu-4 powodowata
wzrost liczby plytek przylegania. Komorki miaty ksztatt
charakterystyczny dla fibroblastow i wykazywaty mniejszg
zdolno$¢ do migracji [14,15]. Natomiast transfekcja tych
samych komérek cDNA syndekanu-4, pozbawionego calej
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domeny cytoplazmatycznej, lub antysensownym konstruk-
tem, prowadzita do spadku liczby ptytek przylegania [14],
Na znaczacy udziat domeny wewnatrzkomadrkowej synde-
kanu-4 w organizacji ptytek przylegania wskazujg réwniez
wyniki prac, w ktérych wykazano, ze mutacje w regionie
V domeny cytoplazmatycznej syndekanu-4 uniemozliwiajg
komoérkom tworzenie tych struktur. Nadekspresja synde-
kanu-4 pozbawionego wytgcznie regionu V prowadzita do
spadku liczby ptytek przylegania. Podobnie nadekspresja
biatka pozbawionego domeny C2 byla przyczyng zmniej-
szenia zdolnosci do adhezji, jednak brak domeny EFYA
w obrebie rejonu C2, wiazacej biatka zawierajgce domene
PDZ, nie hamuje powstawania ptytek przylegania [15] .

Rowniez wptyw nadekspresji biatek zwigzanych z do-
meng cytoplazmatyczng syndekanu na adhezje komorek
byt przedmiotem szeregu badan. Nadekspresja synteniny
powodowata, iz komérki byly bardziej rozciggniete na
podtozu. Wzrost syntezy synektyny redukowat zdolnos$é
komérek do migracji. W srodowisku pozbawionym surowi-
cy nadekspresja syndesmosu w komérkach 3T3 prowadzita
do rozciggania sie komoérek i tworzenia wiekszej ilosci
widkien naprezeniowych na podtozu z fibronektyny [15],

Syndekany sa receptorami dla integryn w procesie ad-
hezji (Rys. 1). W tworzeniu plytek przylegania niezbedny
jest sygnat pochodzacy od integryn, ktoére wigza sie z
domeng CBD fibronektyny, i sygnat pochodzacy od syn-
dekanu-4 wigzacego sie z domeng C-konicowa fibro-
nektyny Hepll. Wytworzenie potaczen syndekan-4-ma-
cierz zewnatrzkomoérkowa zwigzane jest z aktywacja
PKCa i biatka Rho, a dalej kinazy ptytek przylegania FAK
[15,59,60], W obrebie ptytek przylegania syndekany wigzg
sie z biatkami cytoszkieletu. Syndekany-2 i -3 wigzg sie
bezposrednio z aktyna, a syndekan-4 z a-aktyning i prawdo-
podobnie za jej posrednictwem réwniez z mikrofilamentami
aktynowymi [15].

Do tej pory nie zostata wyjasniona rola tancuchow
siarczanu heparanu w tworzeniu sie ptytek przylegania.
Wiadomo, ze zmutowane komorki CHO niesyntetyzujgce
fancuchow glikozaminoglikanu nie sg zdolne do
wytwarzania ptytek przylegania i witokien naprezeniowych
na fibronektynie. Natomiast komorki te mogg tworzy¢
ptytki przylegania, kiedy zostang transfekowane cDNA
syndekanu-4, mimo iz biatko nie zawiera zwigzanych
tancuchow siarczanu heparanu [62], Sugeruje to, iz tancuchy
HS odgrywajg drugorzedowg role w organizacji ptytek
przylegania, a najwazniejsza jest tutaj oligomeryzacja
samego biatka.

Na terenie plytek przylegania wystepuje gtéwnie
syndekan-4; ani nadekspresja syndekanu-2, ani jego
mutacje nie powoduja zadnych zmian w plytkach
przylegania [14], Jedynie w linii komorkowej raka ptuc P29
wykazano, iz syndekan-2 przyczepia sie poprzez taricuchy
siarczanu heparanu do domeny Hepll fibronektyny
i razem z integryng a5pi indukuje tworzenie widkien
naprezeniowych [63]. Réwniez transfekcja komorek COS-7
syndekanem-1 powoduje, iz komorki przyczepiajg sie
do podtoza i rozciggaja, ale nie tworza typowych ptytek
przylegania [45]. W komérkach COS-1 i 3T3 nadekspresja
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syndekanu-2 wywotuje wydtuzanie sie fillopodidéw, co
jest zwigzane z aktywacjg Cdc42 [45]. Na uwage zastuguje
rowniez fakt, iz poza tworzeniem potgczen komérka-
macierz zewnagtrzkomoérkowa, syndekany biorg udziat
w formowaniu potgczen komorka-komorka. Wstepne
wyniki badan wykazuja, iz syndekany wystepujg
wspdlnie z kadherynami (biatkami tworzacymi potgczenia
miedzykomaérkowe) w miejscach adhezji komoérka-komaérka
[64]. °

SYNDEKANY JAKO KORECEPTORY

Syndekany w komdrce mogg funkcjonowac jako kore-
ceptory (Rys. 3) [12,24,64], Syndekany wiaza FGF, VEGF,
FIB-EGF (wiagzacy heparyne naskorkowy czynnik wzrostu),
HGF, PDGF (ptytkopochodny czynnik wzrostu) i inne czyn-
niki wzrostu, interferon-y i chemokiny (Tab. 1) [2,5,65,66].
Syndekany zwigkszajg lokalnie stezenie czynnikéw wzro-
stu przez wiagzanie ich w okolicy wystepowania recepto-
row. Syndekany moga takze zmienia¢ konformacje czynni-
kéw wzrostu, zwiekszajac ich powinowactwo do receptora.
Syndekany moga oddziatywac bezposrednio z receptorami
dla czynnikéw wzrostu [64], tak jak ma to miejsce w przy-
padku FGF, gdzie syndekan nie tylko wigze sam czynnik
wzrostu, ale réwniez jego receptor [65]. Przytaczenie FGF-2
do syndekanu jest niezbedne do wytworzenia kompleksu
z receptorem FGF-2. Syndekan-1 bierze udziat w przeka-
zywaniu sygnatu przez FGF-2 i FGF-8 oraz inne czynniki
wzrostu wigzgce sie z siarczanami heparanu, a takze biatka
regulatorowego Wnt-1 - p kateniny [8,32,67-73].

Do tej pory nie wiadomo, na jakiej drodze syndekany
biorg udziat w przekazywaniu sygnatu oraz jaka jest rola
tancuchoéw siarczanu heparanu i czy czynniki wzrostu sa
wigzane specyficznie przez poszczeg6lne syndekany [74],
Kombinacja cytoplazmatycznej domeny syndekanu-4, PIP,
i PKCa stanowi potencjalny kompleks sygnatowy. Synde-
kany wigza sie z biatkiem CASK (LIN-2 u Caenorhabditis
elegans), syntenina, biatkiem cytoszkieletu 4.1 i p-kateni-
nami [15,37,41,42], Wszystkie z wymienionych biatek od-
grywajg role czynnikéw regulujacych transkrypcje [15].
Pojawiajg sie réwniez doniesienia o lokalizacji synde-
kanu-1 w jadrze komorkowym i wrzecionie mitotycznym
(wspotwystepowanie z tubuling) w dzielgcych sie komar-
kach nabtonka linii STAV-AB [75].

SYNDEKANY W PROCESACH ROZNICOWANIA | REGE-
NERACJI

Integryny wspolnie z syndekanem-4 indukujg procesy
zwigzane z adhezjg i migracjg komorek, regulujg oddziaty-
wania z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej i czynni-
kami wzrostu. Syndekany biorg udziat w procesach rézni-
cowania komoérek i regeneracji tkanek [12,76]. Po uszkodze-
niu skory [77] lub naczyh krwionos$nych [78] obserwowano
wzrost ekspresji syndekanu-1 i -4 [15].

Syndekan-1 pojawia sie w zarodku myszy juz na etapie
czterech komaérek [79], Wptywa on na prawidtowy fenotyp
komérek nabtonka, biorac udziat w organizacji szkieletu
aktynowego i regulujac ekspresje E-kadheryn [6,8,80]. Od-
grywa réwniez role w rozwoju zebdéw, trzustki i koriczyn
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[81,82,83], Myszy z uszkodzonym genem syndekanu-1 roz-
wijaja sie i rozmnazajg normalnie, ale zaobserwowano u nich
nieprawidtowosci podczas gojenia sie ran [45], Syndekan-2
ulega ekspresji w osteoblastach i bierze udziat w przekazy-
waniu sygnatu przez GM-CSF (czynnik pobudzajacy kolo-
nie granulocytéw i makrofagéw) [84], Syndekan-3 odgrywa
réwniez bardzo wazng role w rozwoju szkieletu i kohczyn
[85].

Syndekany majg istotny udzial w rozwoju i réznico-
waniu sie komdrek miesniowych, a takze w zachowaniu
w miesniach dorostych osobnikéw puli niezréznicowanych
mioblastow. Ich obecnos$é jest niezbedna w przekazywaniu
sygnatu od FGF i HGF. Sygnat przekazywany przez HGF
prowadzi do migracji mioblastow z somitéw do korniczyn,
a nastepnie do tworzenia miotub drugorzedowych. FGF
reguluje wzrost i r6znicowanie sie wczesnych mioblastow
zarodkowych i p6zniej dojrzatych mioblastow w miesniach.
Ekspresja syndekanu-3 i -4 jest ograniczona w dojrzatych
miegéniach do komérek majgcych zdolno$¢ do miogenezy,
tzn. do komorek satelitowych, obecnych pomiedzy biong
podstawng a sarkolemma dojrzatych wiokien migsniowych
[76]. Obserwowano hamowanie ekspresji syndekanu-1,
-2 i -3 podczas réznicowania sie mioblastow [65,76,86,87].
Wykazano takze ekspresje syndekanu-4 w réznicujgcych
sie mioblastach i wptyw TPA (12-O-tetradekanol 13-acylo-
forbol, ester forbolu), oraz kalfostyny C (odpowiednio akty-
wator i inhibitor PKC) na jego lokalizacje [88],

Syndekany obecne sg takze w tkance nerwowej. Synde-
kan-2 ulega ekspresji w synapsach, natomiast syndekan-3
w aksonach [41]. Syndekan-3 wigze HB-GAM (wigzaca
heparyne czasteczka zwigzana z czynnikami wzrostu), kto-
ry ulega ekspresji miedzy innymi w rozwijajacym sie mo-
zgu i odgrywa bardzo wazng role we wzroscie neuronow.
Przekazywanie sygnatu przez HB-GAM odbywa sie po-
przez kinaze Src. Syndekan-3 i -4 wystepujag w komaorkach
Schwanna otaczajgcych komorki nerwu kulszowego szczura
[89], Syndekan-3 poczatkowo zlokalizowany jest w bliskim
sgsiedztwie kanatéw sodowych, a u dorostych osobnikéw
razem z syndekanem-4 w przewezeniach Ranviera.

Syndekany odgrywaja rowniez role w adhezji komérek
nowotworowych, przez co wptywaja na rozwdj i inwazyj-
nos¢ nowotwordéw [45]. Spadek ekspresji syndekanu-1 ob-
serwuje sie w nowotworach nabtonka, szyjki macicy, ptuc
i szpiczakach. Z drugiej strony, w niektorych typach nowo-
tworéw obserwuje sie wzrost ekspresji syndekanu-1, doty-
czy to nowotworu trzustki, zotadka, sutka. Podwyzszony
poziom syndekanu-2 wystepuje w komorkach nowotworu
ptuc i okreznicy. Wzrost syntezy syndekanu-4 jest obserwo-
wany w komérkach raka watroby i nabtonka surowiczego
[45].
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ABSTRACT

Syndecans are transmembrane proteoglycans expressed on adherent cells. They are a family of four proteins, which participate in cell-matrix
adhesion, the regulation of growth factors (FGFs, VEGF, HGF) binding and signaling. The extracellular domain of syndecans contains heparan
sulfate and chondroitin sulfate glycosaminoglycan chains. Syndecans have transmembrane region and a short cytoplasmic domain. The cyto-
plasmic domain attaches activated protein kinase Ca, phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphate, syntenin, p-catenin and many others molecules.
Syndecans bind numerous ligands, which are present in extracellular matrix: growth factors, enzymes, extracellular matrix molecules (fibronec-
tin, laminin). They form connections with actin cytoskeleton. The changes in syndecan expression influence on cell adhesion and migration,
structure of focal contacts and cytoskeleton. Syndecans participate in cell differentiation and tissue regeneration.
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STRESZCZENIE

eny regulowane przez czynnik transkrypcyjny NFkB sg bardzo r6znorodne. Nalezg do
Gnich geny kodujace biatka, kontrolujace odpowiedZz immunologiczng organizmu i sta-
ny zapalne, geny antyapoptotyczne i geny kodujace biatka regulujace proliferacje komarki,
a takze biatka hamujace aktywno$¢ NFkB. Czynnik transkrypcyjny NFkB, obecny niemal
w kazdej komoérce, ulega aktywacji w odpowiedzi na sygnaty zewnatrzkomoérkowe takie jak
interleukiny i czynniki wzrostu, infekcje wirusowe i bakteryjne oraz czynniki fizyczne (np.
UV). Konstytutywna aktywacja NFkB przyczynia sie do rozwoju nowotworéw m.in. poprzez
zwigkszanie proliferacji komoérek, hamowanie apoptozy, metastaze komérek nowotworo-
wych i angiogeneze. Z kolei catkowite zahamowanie aktywno$ci NFkB moze prowadzié¢
do braku odpornosci immunologicznej. Dimeryczne biatka, objete wsp6lng nazwg czynnik
transkrypcyjny NFkB, wykazuja duza specyficznos¢ i selektywno$¢ dziatania. Dzigki temu
nie wszystkie geny zalezne od NFkB i nie w kazdej komorce ulegaja ekspresji. W artykule
przedstawiono specyficznos¢ i selektywnos$¢ dziatania czynnikéw transkrypcyjnych NFkB
jako wynik kombinacji wielu mechanizmoéw regulacyjnych.

WPROWADZENIE

Czynnik transkrypcyjny NFkB zostat odkryty w 1986 przez Sena i Baltimora
[1] jako biatko jadrowe wigzgce sekwencje wzmachiajgcg w promotorze genu
kodujgcego tancuch lekki - kappa immunoglobuliny po stymulacji limfocytow
B za pomocag lipopolisacharydoéw (LPS). Stad nazwa NFkB (ang. Nuclear Factor
kappa B). Wkrotce potem okazato sie, ze biatko to wystepuje powszechnie, a nie
tylko w limfocytach B, oraz ze jego funkcja regulatorowa nie ogranicza sie jedy-
nie do genu kappa. Czynnik transkrypcyjny NFkB jest zaangazowany w odpo-
wiedz immunologiczng organizmu i stany zapalne, organogeneze, wzrost ko-
morki i rozwoj nowotworu, jest zdolny do indukcji genéw, ktérych produkty
biatkowe kontrolujg proliferacje i wptywajg na apoptoze.

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFkB wystepuje w odpowiedzi na sy-
gnaty zewnatrzkomoérkowe takie jak interleukiny i czynniki wzrostu, mitogeny,
infekcje wirusowe i bakteryjne oraz dziatanie czynnikéw fizycznych, na przy-
ktad promieniowania ultrafioletowego (Tab. 1). Mechanizm aktywacji czynni-

Tabela 1. Aktywatory NFkB i geny regulowane przez ten czynnik transkrypcyjny
Niektore czynniki stymulujace NFkB
cytokiny, mitogeny, czynniki wzrostu IL-1, TNF-a, IFN-y, estry forbolu, PDGF, VEGF

mikroorganizmy i czasteczki z nich
pochodzace

LPS, dwuniciowe RNA, Chlamydia pneumoniae,
Plasmodium falciparum

czynniki fizyczne promieniowanie y i UV, szok termiczny

trombina, homocysteina, metale cigzkie (Ni,
Co), leptyna, komplement, stres oksydacyjny
Niektére geny regulowane przez NFkB
. . - IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a, G-CSF, M-CSF,
interleukiny iczynnik, kolon,zaq, GM_CSp, M aM , rANTES, MGSA

. . Selektyna E, ICAM-1, VCAM-1, MAdCAM-1,
czasteczki adhezyjne RAGE

geny zwigzane z apoptoza A20, Al, XIAP, c-1API, C-IAP2

geny zwigzane z odpowiedzig MHC-i, MHC-II, IRF-1

immunologiczng
inne iNOS, COX-2, czynnik tkankowy, PAI-1, IkBo,
MnSOD, MMP-2, MMP-9, PTX3
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ka transkrypcyjnego NFkB przez czynnik martwicy nowo-
tworu (TNF-a) zostat szczeg6towo opisany w ,,Postepach
Biochemii" [2]. Wiele nowych oddziatywan molekularnych
istotnych dla transdukcji sygnatu TNF-a/NFkB zostato od-
krytych dzieki zastosowaniu RNAI i metod proteomicznych

(31,
RODZINA NFkB/IkB

Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych NFKB obejmuje
wszystkie biatka bedace homo- i heterodimerami zbudo-
wanymi z dwoch sposrdd pieciu podjednostek: RelA (p65),
RelB, c-Rel, NFkBI (p50) i NFkB2 (p52). N-koncowy frag-
ment podjednostek biatka NFkB, nazywany rejonem ho-
mologii Rei (okoto 300 aminokwasdw), jest odpowiedzial-
ny za asocjacje z biatkiem inhibitorowym IkB, dimeryzacjg,
lokalizacje jadrowa i wigzanie z DNA. W oparciu o sposob
syntezy i zdolnos$¢ do aktywacji transkrypcji, biatka NFkB
podzielono na dwie grupy. Pierwsza grupa obejmuje pod-
jednostki RelA (p65), c-Rel i RelB, ktore sa syntezowane
w formie dojrzatej i zawierajg w koncu karboksylowym do-
mene odpowiedzialng za aktywacje transkrypcji. W drugiej
grupie sg biatka NFkBI i NFkB2, ktére sg syntezowane jako
wysokoczgsteczkowe biatka prekursorowe (odpowiednio
pl05 i plOO) z powtdrzeniami ankirynowymi w C-koricu.
Zalezna od ubikwitylacji degradacja proteolityczna korca
ankirynowego przeksztatca pl05 w p50 oraz plOO w p52
(Rys. 1). Obie podjednostki, p50 i p52, nie maja domen zdol-
nych do aktywacji transkrypcji. Czynnik transkrypcyjny
NFkB w wiekszosci niestymulowanych komérek pozosta-
je w nieaktywnym kompleksie z jednym z biatek inhibito-
rowych: 1kBo IkB|3 IkBy (C-koncowa cze$¢ pl05, kodowa-
na réwniez przez osobny gen), 1kBe, Bcl-3, pl05, plOO lub
IkB~. Biatka inhibitorowe majg wiele cech wspo6lnych m.in.
strukture przestrzenng (powtérzenia ankirynowe w C-kon-
cu) i wykazujg selektywno$¢ w stosunku do biatek NFkB.
Stymulacja komorek wiacza szlaki sygnalizacji wewnatrz-
komoérkowej, ktdre ostatecznie prowadzg do aktywacji spe-
cyficznej kinazy nazywanej IKK, fosforylujgcej biatka inhi-
bitorowe IkB [2], IKK jest kompleksem ztozonym z trzech
podjednostek: IKKa (IKK1), IKKp (IKK2) i IKKy (NEMO).
Dwie pierwsze podjednostki maja domeny Kkatalityczne,
NEMO jest podjednostkg regulatorowa. Ponadto w skiad
kompleksu wchodza inne biatka m.in. Cdc37 i Hsp90 [4],
Substratem kinaz IKKp i IKKa sa dwie reszty serynowe,
odpowiednio w domenie regulatorowej biatek IkB i plOO.
Fosforylacja uruchamia poliubikwitylacje z udziatem spe-
cyficznej ligazy ubikwityny E3 [5]. Po ubikwitylacji biatka
IkB sa degradowane przez proteasom 26S. Uwolniony czyn-
nik transkrypcyjny NFkB przemieszcza sie do jadra, wigze
sie z DNA i aktywuje transkrypcje.

SPECYFICZNOSC | SELEKTYWNOSC DZIALANIA NFkB

Aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych NFkB nie wy-
maga syntezy biatka. 1lo$¢ NFkB (podjednostki p65) wy-
nosi okoto 125 000 czasteczek w komorce [6]. Oznacza to,
ze uruchomienie szlaku sygnatowego NFkB umozliwia
szybkie wigczanie transkrypcji genéw docelowych. Biatka
NFkB wykazuja duza specyficznosé i selektywnos$é dziata-
nia. Dzieki temu nie wszystkie geny zalezne od NFkB i nie
w kazdej komorce ulegajg ekspresji. W jaki sposéb osiaga-
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Rysunek 1. R6zne dimery NFkB sa selektywnie aktywowane. W odpowiedzi na
szereg czynnikéw prozapalnych (TNF-a, interleukina 1, lipopolisacharydy, dwu-
niciowy RNA) podjednostka IKKp kompleksu kinaz IKK fosforyluje dwie reszty
serynowe inhibitora IkB, co prowadzi do jego poliubikwitylacji i proteolitycznej
degradacji. Uwolniony NFkB jest heterodimerem zbudowanym z p65 i p50 lub c-
-Rel. Alternatywna droga aktywacji uruchamiana jest przez RANKL, Blysczy LT
a/p. Podjednostkg IKKa fosforyluje heterodimer plOO/RelB prowadzac do jego
proteolitycznego przeksztatcenia w aktywny czynnik transkrypcyjny p52/RelB.

na jest specyficznos¢ i selektywnos$¢ dziatania czynnikéw
transkrypcyjnych NFkB obecnych w kazdej komérce? Jest
ona wynikiem kombinacji wielu mechanizméw regulacyj-
nych (Rys. 2).

LOKALIZACIA WEWNATRZKOMORKOWA

Przez wiele lat uwazano, ze w komdrkach spoczynkowych
nieaktywny kompleks NFkB/1kB pozostaje w cytoplazmie,
poniewaz biatko 1kB przestania sekwencje lokalizacji jagdro-
wej (NLS; ang. nuclear localization sequence) znajdujgca sie
w domenie homologii Rei biatka NFkB i dopiero degradacja
inhibitora odstania sekwencje pozwalajacg na import NFkB

I.  Selektywna aktywacja

réznych dimeréw NFkB VI. Ekspresja biatek

hamujacych NFkB

V. Kooperatywne wigzanie
innych czynnikéw transkrypcyjnych

Il. R6zne dimery wigza o O

rézne sekwencje DNA @}.
Ill. Modyfikacje kowalencyjne M [ P300/CBP/
NFkB » P} -
RNAE 3 7

V. Dostepnos$¢ koniecznych
kooaktywatoréw

Rysunek 2. Mechanizmy odpowiedzialne za specyficzno$¢ i selektywnos$¢ od-
powiedzi z udziatem NFkB. Selektywna aktywacja réznych dimeréw NFkB (I)
powoduje, ze do jadra komérkowego wedruja dimery o réznej specyficznosci
w stosunku do miejsc wigzacych w rejonach regulatorowych genéw (11). Zdol-
noé$¢ do wigzania DNA oraz do aktywacji transkrypcji jest requlowana przez mo-
dyfikacje kowalencyjne NFkB, gtéwnie przez fosforylacje (I11). Zréznicowana eks-
presja genéw zaleznych od NFkB w réznych komdrkach jest réwniez efektem ko-
niecznoéci kooperatywnego wigzania innych czynnikéw transkrypcyjnych (IV).
Wspétzawodnictwo o koaktywatory konieczne do uruchomienia transkrypcji
ostatecznie decyduje o wyborze genéw, ktére ulegng ekspresji w danej komérce
iw danych warunkach (V). NFkB aktywuje szereg genéw, w tym geny kodujace
biatka hamujace aktywno$¢ NFkB, np. IkBo (VI). Negatywne sprzezenie zwrotne
decyduje o tym, ktére dimery NFkB pozostang w nieaktywnym kompleksie.
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Cytoplazma

IxBa | IxBB

Rysunek 3. Regulacja lokalizacji jadrowej nieaktywnych komplekséw NFkB/IKB.
Lewa strona rysunku dotyczy kompleksu NFkB/IkBo. Kompleks wedruje w spo-
s6b ciagty z cytoplazmy do jadra komérkowego i z powrotem. Za wedréwke do
jadra odpowiedzialna jest gtéwnie sekwencja lokalizacji jadrowej (NLS) podjed-
nostki p50, ktéra nie jest catkowicie przestonieta przez biatko inhibitorowe IkBci.
Sekwencje eksportu jadrowego (NES) obecne w IkBo i p65 sa odpowiedzialne za
dominujacy w komérkach spoczynkowych proces przenoszenia kompleksu do
cytoplazmy. Ponadto, do jadra komoérkowego wedrujg nowosyntezowane czg-
steczki IkBci, ktére wiazac biatko NFkB usuwija je z promotoréw genéw i prze-
nosza do cytoplazmy. Prawa strona rysunku dotyczy kompleksu NFkB/IkBP.
W komérkach spoczynkowych, w obecnosci biatka KB-Ras, sekwencje NLS obu
podjednostek sg maskowane, a wigc kompleks pozostaje w cytoplazmie. Usunieg-
cie xB-Ras prowadzi do odstonigcia NLS podjednostki p50, co umozliwia we-
drowke kompleksu do jadra komérkowego. Kompleks ten ma zdolno$¢ wigzania
sie z DNA, ale nie moze aktywowac transkrypcji.

do jadra komérkowego. Sprawa lokalizacji jadrowej biatka
NFkB okazuje sie by¢ bardziej ztozona (Rys. 3). Okazalto sie,
ze nowosyntezowane czasteczki IkBci mogg przemieszczaé
sie do jadra. Mechanizm przemieszczania sie biatka I1kBci
do jadra nie jest catkowicie poznany, aczkolwiek badania
sugerujg udziat sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS), ktora
wystepuje w koricu ankirynowym czasteczki [7], Rowniez
kompleks NFkB/.lkBo moze wedrowaé¢ do jgdra komor-
kowego. Tu badania wskazujg na dodatkowy udziat NLS
jednej z dwoch podjednostek NFkB pozostajacych w kom-
pleksie z IkBci [8]. Tak jest w przypadku kompleksu 1kBu
Z NFkB zawierajgcym podjednostke p50. Sekwencja NLS
podjednostki p50 nie jest do konca maskowana przez biatko
inhibitorowe [9], Badania immunofluorescencyjne potwier-
dzity, ze kompleksy NFkB/IkBo w sposob ciagty wedruja
dojadra i z powrotem [10]. Powr6t do cytoplazmy jest moz-
liwy, gdyz czasteczki IkBci posiadajg bogatg w reszty leucy-
ny sekwencje eksportu jgdrowego (NES; ang. nuclear export
sequence) [11]. Ponadto, eksport kompleksu z jadra do cyto-
plazmy jest wzmacniany przez obecno$¢ NES w domenie
aktywacji transkrypcji podjednostki p65 [12]. Jednak gtow-
ng lokalizacjg kompleksu NFkB/1kBo jest cytoplazma, gdyz
NES jest dominujaca w stosunku do NLS. Transport przez
btone jadrowg w obu kierunkach jest mozliwy dla komplek-
sOw NFkB/1kBo ale jest bardzo ograniczony w przypadku
komplekséw zawierajgcych IkBP. Nie tylko brak jest se-
kwencji eksportu jadrowego w tym biatku inhibitorowym
[9,13], ale réwniez IkB(3 skuteczniej przestania sekwencje
lokalizacji jadrowej w obu podjednostkach biatka NFkB. Do
catkowitej blokady NLS przyczynia sie wigzanie niewiel-
kiego biatka KB-Ras z sekwencjg znajdujaca sie w obszarze
powtdérzen ankirynowych 1kB(3 oraz fosforylacja 1kB(3 na C-
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-koncu [14]. Stwierdzono réwniez, ze biatko KB-Ras blokuje
degradacje IkBP [15]. W komérkach spoczynkowych kom-
pleksy NFkB/1kBP pozostajg w cytoplazmie. Nie wiadomo,
co decyduje o wyborze inhibitora przy tworzeniu kom-
pleksu z NFkB. Niewatpliwie ma to znaczenie regulatoro-
we. Degradacja IkBci prowadzi bowiem do gwattownej, ale
przejsciowej aktywacji NFkB [16]. Natomiast inhibitor I1kBP
wydaje sie byé obecny w kompleksach, z ktérych czynnik
NFkB uwalniany jest w formie aktywnej przez dtuzszy czas.
Dotyczy to m.in. rozwoju komorek limfoidalnych, funkcjo-
nowania komorek srédbtonka i komdrek mozgu oraz wielu
stanéw patologicznych i infekcji wirusowych [17-19], W ni-
niejszej pracy pominieto role pozostatych inhibitorow 1kB
w komorkowej lokalizacji biatka NFkB [20], Ponadto, nie
wszystkie podjednostki NFkB i nie w kazdym typie komo-
rek sg wydajnie kontrolowane przez inhibitory IkB. Przy-
ktadem moze by¢ podjednostka RelB, ktorej stata aktywnosé
jest istotna dla rozwoju komorek limfoidalnych [21].

SELEKTYWNA AKTYWACIA DIMEROW NFkB

Odpowiedz z udzialem biatek NFkB wystepuje prak-
tycznie we wszystkich typach tkanek. Jednakze w poszcze-
g6lnych tkankach wybiorczej aktywacji z rézng Kkinetyka
ulegajg rézne dimery NFkB [22], Najbardziej rozpowszech-
nionym biatkiem NFkB jest heterodimer p50/p65(RelA).
Pozostaje on w kompleksie z IkB i ulega wczesnej aktywa-
cji na przyktad po stymulacji TNF-a. W spoczynkowych
komorkach B stale aktywne sg kompleksy NFkB zawiera-
jace podjednostki RelB i c-Rel [21]. Podczas stymulacji np.
z udziatem CD40 w ciggu 2 godzin w jgdrze pojawiajg sie
heterodimery zawierajgce podjednostke p65. W innych ty-
pach komdrek tzw. wczesnej aktywacji czesto ulegajg dime-
ry zawierajace podjednostke p65, natomiast p6znej aktywa-
cji biatka z udziatem c-Rel. U podstaw réznicy w skiadzie
pojawiajgcego sie w jadrze kompleksu lezy m.in. fakt, ze
ekspresja genu c-rel zalezy od NFkB. Waznym mechani-
zmem regulacyjnym jest aktywowanie okreslonych podjed-
nostek NFkB przez okre$lone podjednostki kompleksu IKK
(Rys. 1). Podjednostka IKK(3 jest aktywna w odpowiedzi na
szereg czynnikow prozapalnych np. TNF-a, interleukine-1,
lipopolisacharydy i dwuniciowy RNA, natomiast podjed-
nostka IKKa jest uruchamiana przez RANKL (ang. receptor
actinator of NFicB-ligand) czy Blys/BAFF (ang. B lymphocyte
stimulator). IKKp przez fosforylacje 1kB indukuje jego de-
gradacje i translokacje do jadra komérkowego uwolnionego
biatka NFkB zawierajacego podjednostki p65, p50 lub c-Rel.
IKKa razem z kinazg NIK (ang. NFicB-inducing kinase) jest
konieczna do proteolitycznego przeksztatcenia heterodi-
meru plOO/RelB w aktywny czynnik transkrypcyjny p52/
RelB. W zaleznosci od skiadu podjednostkowego biatko
N FkB moze mie¢ r6zng funkcje. Podjednostki p50 i p52 jako
homodimery sg represorami [23], gdyz nie majg domeny
aktywujgcej transkrypcje. W kompleksie z innymi podjed-
nostkami np. p65 lub RelB sg aktywatorami. Podjednostka
RelB nie tworzy homodimeréw. Heterodimery RelB z pod-
jednostkami p50 lub p52 sg aktywatorami, natomiast hete-
rodimer RelB z p65 jest represorem, gdyz nie ma zdolnosci
wigzania DNA [24],

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

SPECYFICZNOSC W STOSUNKU DO SEKWENCII WIAZA-
CYCH

Czynnik transkrypcyjny N FkB wigze dziesiecionukleoty-
dowa sekwencje: 5'-GGGRNNTYCC-3' (R=puryna, Y=piry-
midyna, N=dowolna zasada). Przykiady sekwencji wigza-
cych dimery NFkB zawiera tabela 2. Analiza komplekséw
nukleoproteinowych wykazata, ze obie podjednostki od-
dziatujg z DNA, przy czym okreslone konfiguracje podjed-
nostek NFkB wykazuja pewng selektywno$¢ w stosunku do
sekwencji nukleotydowych [22, 25, 26]. Sekwencje catkowi-
cie zgodne z powyzszg sekwencjg wigzane sg zwykle przez
heterodimer p50/p65. Miejsca NFkB w promotorach wielu
genoéw aktywowanych w komoérkach srodbtonka i mono-
cytach (np. IL-8, ICAM-1), jesli zamiast guaniny w pozycji
pierwszej majg cytozyne, adenine lub tymine, to wigza he-
terodimer c-Rel/p65. Tak jest rdwniez w przypadku genu
kodujacego czynnik tkankowy [27], W badaniach in vitro
zmiana sekwencji nukleotydowej miejsca wiazania ozna-
czata zmiane efektu biologicznego mierzonego poziomem
ekspresji genu [28], Badania z zastosowaniem metod kry-
stalograficznych wykazaty, ze miejsca kB o réznej sekwencji
powodujg powstawanie réznych konformacji w regionie
homologii Rei (RHR) bialtka NFkB, odpowiedzialnym za
tworzenie dimerdw i wigzanie z DNA [26, 29-32], Kazda
z konformacji NFkB, powstata po zwigzaniu okreslonej se-
kwencji kB, moze tworzy¢ specyficzny kompleks aktywu-
jacy transkrypcje. Oznacza to, ze sekwencja nukleotydowa
miejsca kB wplywa posrednio na zdolnos$¢ biatka NFkB do
aktywacji transkrypcji. Na przyktad, heterodimer p50/p65
wigzat trzy r6zne sekwencje kB: 5-GGGACTTTCC-3' (pro-
motor HIV-1), 5-GGGACTCCTC-3' (promotor aktywatora
plazminogenu typu urokinazowego, uPA), 5'-GGGAAAT-
TCC-3' (promotor interferonu [3 IFN[3) z bardzo zblizonym
powinowactwem, ale wydajnos$¢ transkrypcji wymienionych

Tabela 2. Sekwencje rozpoznawane przez NFkB w regionach regulato-
rowych wybranych genéw

Gen zalezny od NFkB Sekwencja wigzaca NFkB

sekwencja konsensowa GGGRNNTYCC
HIV-1 GGGACTTTCC
wirus cytomegalii CGGACTTTCC
GGGGATTTCC
adenowirus GGGACTTTCC
GGGAAGTACC
SV 40 GGGACTTTCC
IFNp GGGAAATTCC
GM-CSF GGGAACTACC
G-CSF GGGGAATCTC
M-CSF GGGACTTTCC
IL-2 GGGATTTCAC
IL-8 TGGAATTTCC
TNF-a GGGGCTTTCC
uPA GGGAAAGTAC
czynnik tkankowy CGGAGTTTCC
receptor limfocytéow T p GGGAGATTCC
ELAM-1 GGGGATTTCC

R=puryna, Y=pirymidyna, N=dowolna zasada. Czerwong czcionka
zaznaczono zasady tworzace o$ kompleksu biatko/DNA. Czcionka
zielong zaznaczono zasady, ktére nie pokrywaja sie z sekwencjg kon-
sensowg NFkB.

Postepy Biochemii 51 (1) 2005

genow byta rézna [26]. R6znice w wydajnosci transkryp-
cji sg konsekwencja niewielkich réznic w orientacji domen
w biatku p50/p65 oraz zmian w strukturze przestrzennej
DNA w miejscu wigzania biatka. Wykazano, ze poszczegol-
ne miejsca wigzania NFkB moga wydajnie uczestniczy¢ we
wigczaniu transkrypcji tylko w swoim natywnym otocze-
niu. Oznacza to, ze jedno miejsce kB nie moze by¢ zastgpio-
ne miejscem o innej sekwencji bez wptywu na wydajnos¢
transkrypcji [28], Miejsce HIV-kB nie moze funkcjonalnie
zastgpi¢ miejsca kB w promotorze interferonu p chociaz do
obu miejsc czynnik transkrypcyjny NFkB wykazuje takie
samo powinowactwo. Miejsce kB  promotora interferonu
P wigze dodatkowo czynnik transkrypcyjny HMG I(Y) (ang.
high mobility group protein 1(Y)), co wydaje sie bardzo istotne
dla utworzenia kompleksu kompetentnego transkrypcyjnie.
Badania z zastosowaniem metod krystalograficznych wyka-
zaly, ze HMG I(Y) wigze sie z sekwencjg bogatag w reszty AT
w bruzdzie mniejszej miejsca kB w promotorze interferonu
p wywotujgc zmiany konformacyjne w zwigzanym biatku
NFkB, umozliwiajagce utworzenie efektywnego transkryp-
cyjnie kompleksu zawierajgcego ponadto czynniki trans-
krypcyjne IRF-1 oraz ATF2/c-Jun. Natomiast miejsce kB
z promotora HIV-1 nie posiada sekwencji bogatej w reszty
AT (Tab. 2) i nie moze wigza¢ HMG(Y), a wiec wstawione
W miejsce kB w promotorze interferonu p uniemozliwia
utworzenie aktywnego kompleksu [26].

MODYFIKACJE KOWALENCYINE

Na aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego NFkB majg
wptyw modyfikacje kowalencyjne czasteczki biatka. Mogg
one wyraznie zwiekszy¢ powinowactwo do okreslonej se-
kwencji DNA miejsca wiazacego lub zdolnosé do aktywaciji
transkrypcji. Modyfikacje kowalencyjne biatka NFkB uwaza
sie za jeden z dwoch gtéwnych mechanizméw kontroluja-
cych aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego NFkB. Drugim
mechanizmem kontroli jest opisane wcze$niej uwolnienie
czynnika NFkB > kompleksu z inhibitorem 1kB poprzez fos-
forylacje inhibitora. Badania in vitro sugeruja, ze fosforylacja
podjednostek p50 i p65 zwieksza powinowactwo tych bia-
tek do okreslonych sekwencji wigzacych [33,34], Wiekszos¢
podjednostek NFkB posiada miejsce rozpoznawane przez
kinaze biatkowag A (PKA). Znajduje sie ono w odlegtosci
okoto 25 aminokwasoéw od sekwencji NLS w obrebie do-
meny homologii Rei (Ser-276). W procesie fosforylacji p65
moze réwniez uczestniczy¢ kompleks kinaz fosforylujacych
kB (IKK) aktywowanych za pomocg TNF-a. Fosforylacji
pod wptywem IKK ulega reszta seryny w pozycji 536 w C-
-kohcowym fragmencie domeny aktywacji transkrypcji [35].
W czasie stymulacji IL-1, na fosforylacje p65 posrednio majg
wptyw kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K) i kinaza biatko-
wa B (Akt). Aktywowana przez PI3K kinaza Akt uruchamia
kinaze IKKa, ktora z kolei fosforyluje reszte seryny 536 pod-
jednostki p65 [36], Zdolno$¢ podjednostki p65 do aktywacji
transkrypcji wzrasta rowniez po fosforylacji reszty seryny
w pozycji 529 z udziatem seryno-treoninowej kinazy CKII
(ang. casein kinase 1) [37,38]. CKII jest aktywna w wigkszosci
komorek, ale mozliwosé fosforylacji podjednostki p65 jest
blokowana w komérkach spoczynkowych przez oddziaty-
wanie p65 z I1kBo. Dopiero uwolnienie NFkB > kompleksu
z inhibitorem umozliwia indukowang fosforylacje z udzia-
tem CKII. Podobny mechanizm regulacji wystepuje w przy-
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padku dziatania kinazy PKC. Fosforylowana podjednostka
p65 oddziatuje z podstawowymi czynnikami transkrypcyj-
nymi tj. TBP, TFIIB i TAF105 [39],

Biatko NFkB, a w szczegdlnosci p65 ulega réwniez in-
nej modyfikacji kowalencyjnej - acetylacji. Wydaje sie, ze
fosforylacja p65 umozliwia przytgczanie do NFkB biatek
o aktywnosci acetylaz, HAT (ang. histone acetyl transferase).
Wykazano, ze PKA fosforylujgc reszte seryny w pozycji 276
wywotuje wzrost aktywnosci transkrypcyjnej p65 przez
wzmochienie oddziatywania z transkrypcyjnym aktywato-
rem CBP (c-AMP responsive element binding protein)/p300 [22,
40], a takze z innym biatkiem o aktywnosci acetylotransfe-
razy - aktywatorem p/CAF (ang. CBP associatedfactor) [41].
Acetylacja p65 negatywnie wptywa na wydajnos¢ oddzia-
tywania z 1kBo [42]. Dopiero deacetylacja p65 z udziatem
deacetylazy histonowej 3 (HDAC3) umozliwia przytaczenie
IkBci i eksport do cytoplazmy i w konsekwencji hamowanie
aktywnosci NFkB.

ODDZIALYWANIA Z INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYP-
CYINYMI

Ro6zne podjednostki NFkB stymulujg transkrypcje w r6z-
ny sposob, poniewaz istnieje niewielka homologia ich do-
men odpowiedzialnych za aktywacje transkrypcji. O tym,
ze poszczeg6lne podjednostki moga uczestniczy¢ w akty-
wacji réznych genéw S$wiadczg doswiadczenia, w ktérych
inaktywacja genow (ang. knockouts) kodujacych podjednost-
ki NFkB dawata rézne fenotypy [43]. Nastepny poziom re-
gulacji polega na oddziatywaniu za pomocg domeny akty-
wagcji transkrypcji z innymi czynnikami transkrypcyjnymi,
takimi ktore sg specyficzne tylko dla danej tkanki lub poja-
wiajg sie w jadrze komdérkowym w odpowiedzi na sygnat
przekazywany przez okres$lony szlak sygnalizacji komor-
kowej. Na przyktad, podjednostka p65 oddziatuje z podjed-
nostka c-Jun biatka AP-1 [26, 44], czynnikiem transkrypcyj-
nym C/EBPbeta (ang. CCAAT/enhancer binding protein beta)
[45], Sp! (ang. specificity protein 1) [46] i IRF-1 (ang. interferon
regulatory factor-T) [47]. Efektem tych oddziatywan jest ko-
operatywne wigzanie DNA powodujace podwyzszenie po-
ziomu transkrypcji, a wiec jest to dodatkowy poziom spe-
cyficznosci odpowiedzi z udziatem NFkB. Niektore z tych
oddziatywan mozliwe sg w obrebie miejsca wiazania NFKB,
jak na przykiad opisane wczesniej oddziatywanie p50/p65
z HMG I(Y) w promotorze interferonu [3 Podobng sytuacje
obserwujemy w promotorze interleukiny-2 (IL-2), w kté-
rym z tzw. elementem CD28, CD28RE (ang. CD28 response
element) wigza sie homodimer c-Rel i HMG I(Y) umozliwia-
jac synergistyczng aktywacje genu IL-2 [48].

Wiele genéw ulega ekspresji tylko wowczas, gdy wszyst-
kie wymagane czynniki transkrypcyjne sg zwigzane z re-
jonem regulatorowym tworzac ztozone kompleksy. Przy-
taczenie wylgcznie NFkB moze by¢ niewystarczajace, aby
wystapita ekspresja genu na poziomie potrzebnym do re-
alizacji okreslonej funkcji w komaérce. W ten sposéb aktyw-
no$¢ NFkB jest zintegrowana z r6znymi szlakami sygnaliza-
cji wewnatrzkomarkowej i to, ktére geny ulegaja aktywacji
zalezy od typu komorki ijej otoczenia. Kompleksy aktywne
transkrypcyjnie stanowig réwniez baze dla kowalencyj-
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nych modyfikacji histonéw, wywotujacych lokalne zmiany
w strukturze chromatyny.

AKTYWACIJA GENOW Z UDZIALEM NFkB WYMAGA WIE-
LU KOAKTYWATOROW

Biatka jgdrowe zwane koaktywatorami peinig w pro-
cesie transkrypcji dwie bardzo istotne funkcje: modyfiku-
ja chromatyne oraz tgczg ze sobg czynniki transkrypcyjne
rozpoznajgce specyficzne sekwencje nukleotydowe, z pod-
stawowymi czynnikami transkrypcyjnymi. Aktywacja ge-
néw z udziatem czynnika transkrypcyjnego NFkB wymaga
szeregu koaktywatorow. Inaktywacja CBP (ang. cyclic AMP
response element binding protein; [CREB]- binding protein), ko-
aktywatoréw grupy pl60 lub biatka p/CAF uniemozliwia
aktywacje transkrypcji zalezng od NFkB. Interesujgca wy-
daje sie obserwacja, ze zaden z tych koaktywatorow osob-
no nie jest wystarczajacy, aby in vivo powstat funkcjonalny
kompleks.

ROZNE PODJEDNOSTKI BIALKA NFkB - ROZNE KOAKTY-
WATORY

Homodimer p50 nie przyigcza koaktywatorow. Kom-
pleks koaktywatoréw charakterystyczny dla p50/p65 jest
zblizony do kompleksu, jaki powstaje z receptorami jg-
drowymi. Aktywacja transkrypcji z udziatem p65 wyma-
ga przylaczenia CBP lub jego homologu strukturalnego
p300 [49,50]. Dla ekspresji genéw zaleznej od heterodime-
ru p50/p65 istotne sg trzy regiony CBP. Rejon N-koricowy
CBP oddziatuje z podjednostka p65. Fosforylacja biatka p65
z udziatem PKA wzmacnia to oddziatywanie [40,51], CBP
za posrednictwem rejonu N-koricowego moze oddziatywac
z réznymi czynnikami transkrypcyjnymi, przez co uwaza
sie, ze biatko to funkcjonuje jako integrator sygnatow na
poziomie transkrypcji przez koordynacje réznych szlakéw
sygnalizacji wewnagtrzkomoérkowej. Wspétzawodnictwo
0 CBP pomiedzy réznymi czynnikami transkrypcyjnymi
moze regulowac aktywacje transkrypcji z udziatem biatka
NFkB zawierajgcego w swoim sktadzie podjednostke p65
[6]. Drugi krytyczny rejon CBP to segment C/H3, ktéry
oddziatuje z adenowirusowg onkoproteing EI A [52], poli-
merazg RNA Il [53] oraz p/CAF. p/CAF zostat znaleziony
w kompleksie sktadajgcym sie z ponad 20 biatek [54], Ak-
tywator ten ma w rejonie N-koricowym unikalng domene,
ktéra moze oddziatywa¢ z wieloma biatkami jadrowymi,
w tym CBP, SRC-1 / NCoA-1 oraz z receptorami jadrowy-
mi. Trzeci wazny fragment CBP znajduje sie w rejonie C-
-koncowym biatka i oddziatuje z koaktywatorami z rodziny
pl60 np. z bialkiem SRC-1 / NCoA-1 (ang. steroid receptor
coactivator 1/ nuclear receptor coactivator-1). Oddziatywanie
to odbywa sie za posrednictwem dwdch domen helikalnych
zawierajgcych sekwencje LXXLL [55], Biatko SRC-1/NcoA-1
oddziatuje rowniez z podjednostka p50, ale tylko, jesli jest
ona skfadnikiem heterodimeru NFkB [56]. Prawdopodob-
nie przytgczenie koaktywatora SRC-1 do podjednostki p50
umozliwia zwigzanie CBP. Z kolei oddziatywanie CBP
z podjednostkg p65 wzmacnia wigzanie SRC-1/NCoA-1
z p50 i CBP. RAwniez inne biatka z grupy pl60 uczestniczg
w ekspresji genow zaleznej od NFkB np. GRIP-1 (ang. gluco-
corticoid receptor interaction protein-1) oraz TIF-2 (ang. trans-
criptional intermediate factor-2) [57].
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KOAKTYWATORY PRZYLACZANE PRZEZ NFkB REGU-
LUJA TRANSKRYPCJE PRZEZ INTEGRACJE SYGNALOW
I MODYFIKACIJE STRUKTURY CHROMATYNY

Jedng z gtéwnych modyfikacji chromatyny pozwalajg-
cych na specyficzng ekspresje gendw jest reakcja acetylacji
grupy £-aminowej reszt lizyny histonéw. Powoduje ona
ostabienie oddziatywania elektrostatycznego pomiedzy
biatkami histonowymi i DNA, co w konsekwencji oznacza
rozluznienie chromatyny w miejscach modyfikowanych
i umozliwia przytaczenie czynnikéw transkrypcyjnych.
CBP oraz p/CAF [58,59] maja domene HAT o bardzo duzej
aktywnosci, natomiast SRC-1 ma niska aktywnos$¢ HAT [60],
CBP moze oddziatywa¢ z biatkami rodziny pl60 oraz biat-
kiem p/CAF, co sugeruje mozliwo$¢ powstania kompleksu
ze zwielokrotniong aktywnoscia HAT. Tymczasem okazu-
je sie, ze poszczeg6lne czynniki transkrypcyjne wymagajg
aktywnosci HAT okreslonego koaktywatora. Np. czynnik
transkrypcyjny CREB wymaga aktywnosci HAT koaktywa-
tora CBP [61], podczas gdy czynnik transkrypcyjny MyoD
[62], niektdre receptory jadrowe oraz czynnik transkrypcyj-
ny NFkB wymagajg aktywnosci HAT biatka p/CAF [57].
Wynika z tego, ze istnieje selektywnos¢ nie tylko na pozio-
mie wyboru koaktywatora, ale rowniez na poziomie wyko-
rzystania okres$lonych funkgcji tych biatek.

POWSTAWANIE KOMPLEKSU AKTYWNEGO TRANS-
KRYPCYJNIE ZALEZNEGO OD NFkB

Najlepiej poznanym przykiadem kompleksu aktywnego
transkrypcyjnie (ang. enhanceosome) jest kompleks opisany
dla genu IFN-p [63]. Przyktadem kompleksu, ktérego po-
wstanie wydaje sie zaleze¢ od NFkB jest kompleks tworzo-
ny w regionie regulatorowym genu kodujacego inhibitor
apoptozy Bfl-1/Al [64] (Rys. 4). Wczesniej wykazano, ze
czynniki indukujace NFkB wywotujg wzrost ekspresji genu
bfl-1 w réznych komérkach [65], Pojedyncze miejsce kB jest
odpowiedzialne za powstawanie kompleksu przez koope-
ratywne wigzanie NFkB (p50/c-Rel), a nastepnie C/EBPp
i AP-1, a takze HMGI-C, koaktywatoréw transkrypcji (p300,
TAFI11250), czynnikéw modyfikujgcych chromatyne BRG-1
(SWI/SNF) oraz czynnikdw tzw. maszynerii podstawowej,
TBP i TFIIB (Rys. 4). Wykazano, ze dla stabilnosci powsta-
tego kompleksu istotna jest orientacja miejsca kB. Przenie-
sienie miejsca kB na drugg strone helisy DNA destabilizuje
kompleks. Chociaz kontakt AP-1 i C/EBPp z DNA nie jest
absolutnie konieczny przy tworzeniu kompleksu in vitro, to
jednak zaréwno oddziatywania biatko-biatko jak i biatko-
-DNA wydajg sie by¢ konieczne dla powstania kompleksu
zdolnego do optymalnej aktywacji ekspresji genu bfl-1 in
vivo. Jednoczesne zaangazowanie NFkB, AP-1 i C/EBPp
w ekspresje genu bfl-1 odgrywa istotng role w hamowaniu
apoptozy komorek uktadu immunologicznego.

HAMOWANIE AKTYWNOSCI NFkB

W komdrkach istnieje wiele negatywnych sprzezen
zwrotnych gwarantujacych, ze aktywacja NFkB, a w szcze-
golnosci aktywacja dimeréw z udziatem podjednostki p65,
jest przejsciowa i samoograniczajagca sie. NFkB aktywuje
geny, ktére kodujg biatka bedace inhibitorami aktywnosci
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NFkB np. 1kBci [66], Pozwala to na ponowng synteze inhibi-
tora po jego degradacji. Biatko 1kBo ma sekwencje lokaliza-
cji jadrowej i sekwencje eksportu, a wiec moze przemiesz-
cza¢ sie do jadra komérkowego, usuwaé¢ NFkB z regio-
now regulatorowych gendw i przenosi¢ je do cytoplazmy
[10,67], Nie bez znaczenia dla mechanizméw regulacyjnych
ma ilo$¢ 1kBo oraz lokalizacja komorkowa tego inhibitora.
Wydaje sig, ze zaréwno ilos¢ jak i lokalizacja sg charakte-
rystyczne dla typu komorki i stanu, w jakim znajduje sie
komérka. W spoczynkowych neutrofilach bardzo duzo cza-
steczek IkBo wystepuje w jadrze komorkowym, natomiast
w monocytach i w wielu innych komoérkach inhibitor ten,
wystepujacy w mniejszej ilosci, zlokalizowany jest gtéwnie
w cytoplazmie [68,69], W odpowiedzi na czgsteczki zapalne
IkBo moze by¢ degradowany zaréwno w cytoplazmie jak
i jadrze komoérkowym [69].

Efekt hamujacy moga wykazywacé niektére podjednostki
NFkB. Powstanie homodimeréw p50 lub p52, po pierwsze
usuwa te podjednostki z puli podjednostek, ktére moga
tworzyé aktywne dimery NFkB, po drugie wigzac miejsca
kB homodimery blokujg ekspresje genéw, ze wzgledu na
brak domen aktywacji transkrypcji zaréwno w p50 jak i w
p52. Podobnie RelB usuwa z puli podjednostke p65 tworzac
z nig heterodimer, ktéry z kolei nie ma zdolnosci wigzania
DNA. Wykazano, ze aby otrzyma¢ odpowiedz z udziatem
aktywowanych komérek T konieczna jest proteolityczna
degradacja RelB [70],

Istotng role w hamowaniu aktywacji transkrypcji z udzia-
tem NFkB odgrywaja korepresory o aktywnosci HDAC.
HDAC1 bezposrednio oddziatuje z domeng homologii Rei
podjednostki p65, co ogranicza ekspresje genoéw zaleznych
od NFkB np. IL-8. HDAC?2 nie wiaze NFkB bezposrednio,
ale reguluje aktywnos$¢ NFkB poprzez asocjacje z HDAC1
[71], Inne biatko z grupy deacetylaz histonowych, HDAC3

a
ac 4 ac 4

Rysunek 4. Regulacja ekspresji bfl-1/Al przez kompleks zalezny od NFkB. W ko-
morkach w stanie spoczynku biatka histonowe w regionie regulatorowym bfl-1/
Al nie sg acetylowane i gen nie ulega ekspresji. W wyniku stymulacji komdrek
np. przez cytokiny czynnik transkrypcyjny NFkB (p50/c-Rel) wedruje do jadra,
wigze sie z regionem regulatorowym genu zapoczatkowujac powstanie kom-
pleksu aktywnego transkrypcyjnie. Przytaczane sag inne czynniki (AP-1, C/EBPp,
HMGI), co z kolei powoduje rekrutacje koaktywatoréw zdolnych do acetylacji
histondw i wigzania czynnikéw tzw. maszynerii podstawowej. Powstanie tego
ztozonego kompleksu uruchamia ekspresje bfl-1/Al. Bfl-1/Al odgrywa istotna
role w ochronie komérek uktadu immunologicznego przed apoptoza.
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deacetyluje podjednostke p65, co umozliwia przytaczenie
IkBo i eksport do cytoplazmy [42]. Represja z udziatem
HDAC wydaje sie by¢ istotnym mechanizmem hamowania
aktywnosci transkrypcyjnej NFkB w jadrze komorkowym.

Istniejg rowniez mechanizmy, ktore ograniczajg roz-
przestrzenianie sie odpowiedzi z udzialem czynnika trans-
krypcyjnego NFkB. Przeciwzapalna cytokina IL-10 hamuje
zarowno aktywnos$¢ IKK jak i wigzanie NFkB - DNA [72],
Podobnie indukowana przez NFkB ekspresja genu koduja-
cego cyklooksygenaze 2 (COX-2) powoduje powstawanie
pochodnej prostaglandyny, ktdra z kolei hamuje aktywnos$¢
IKK [73], Receptory glukortykoiddéw, dziatajace przeciwza-
palnie i antyproliferacyjnie, wptywajg réwniez na aktyw-
nos¢ czynnika transkrypcyjnego NFkB. Odbywa sie to przez
indukcje ekspresji 1kBo [74,75] lub przez bezposrednie
oddziatywanie z NFkB [76]. Stwierdzono réwniez, ze jed-
na z domen receptorow glukokortykoidéw odpowiedzial-
na za dimeryzacje i wigzanie z DNA moze wigza¢ domene
dimeryzacji p65 [77]. Ponadto, receptory glukokortykoidéw
wspotzawodnicza z NFkB o CBP/ p300, przez co zmniejsza-
jg aktywacje transkrypcji z udziatem NFkB.

Innym mechanizmem ograniczajacym aktywno$¢ NFkB
jest oddziatywanie z biatkiem p202a indukowanym przez
interferon a. Interesujacy jest fakt, ze interferon a moze
rowniez aktywowaé¢ NFkB przez uruchamianie degradacji
IkBo Aktywacja NFkB rozpoczyna sie juz po kilku minutach
od stymulacji interferonem i trwa okoto 4 godzin [78], Nato-
miast hamowanie aktywnosci NFkB przez biatko p202a na-
stepuje po kilkunastu godzinach i utrzymuije sie przez okoto
48 godzin [79], Biatko p202a jest zaangazowane w prolifera-
cje i apoptoze, a takze w proces r6znicowania prowadzacy
do powstania komdérek miesniowych. Hamuje aktywnos¢
wielu czynnikéw transkrypcyjnych np. zdolnos$¢ do wia-
zania sie z DNA biatek c-Fos, c-Jun, E2F1, E2F4, MyoD i c-
-Myc. w przypadku NFkB, biatko p202a wigze sie z podjed-
nostkami p50 i p65 i hamuje wigzanie z DNA aktywnego
transkrypcyjnie heterodimeru p50/p65 oraz homodimeru
p65 oraz wzmacnia wigzanie z DNA nieaktywnego homo-
dimeru p50 [80].

UWAGI KONCOWE

Geny regulowane przez czynnik transkrypcyjny NFkB
sg bardzo réznorodne. Nalezg do nich geny kodujgce biatka
kontrolujgce odpowiedZ immunologiczng organizmu i sta-
ny zapalne, geny antyapoptotyczne i geny kodujgce biatka
regulujgce proliferacje komorki, a takze biatka hamujace
aktywnos$¢ NFkB [81]. Zaburzenia w mechanizmach regu-
lacyjnych, ktére kontrolujg specyficznos¢ i zakres odpowie-
dzi z udziatem NFkB sg przyczyng powstawania i rozwoju
szeregu choréb np. autoimmunologicznych. Konstytutyw-
na aktywacja dimeréw NFkB jest istotnym elementem pro-
cesOw zwigzanych z rozwojem nowotwordéw m.in. poprzez
zwiekszenie proliferacji komérek, hamowanie apoptozy,
metastaze komorek nowotworowych i angiogeneze. Z kolei
catkowite zahamowanie aktywnosci NFkB moze prowadzi¢
do braku odpornosci immunologicznej [82]. Z tego powo-
du konieczne jest zbadanie réznych drég aktywacji NFkB,
w roznych typach komoérek oraz okreslenie ich roli w po-
wstawaniu i rozwoju chordéb tak, aby w kazdym przypadku
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mozna bylo ustali¢ najbardziej korzystng strategie lecze-
nia. Poszerzenie wiedzy o mechanizmach dziatania biatek
NFkB, biorgc pod uwage ich specyficzno$¢ i selektywnosc,
moze doprowadzi¢ do odkrycia nowych lekéw, ktére beda
stosowane w leczeniu stanéw zapalnych lub bedg wspieraé
terapie przeciwnowotworowa.
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Specificity and selectivity of the NFKB response
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ABSTRACT

NFkB target genes are very diverse. This transcription factor regulates expression of the genes which are involved in immunity and inflamma-
tion, cell proliferation and apoptosis, as well as genes that encode negative regulators of NFkB. Detected in the cytoplasm of almost all cell types,
NFkB is activated in response to several external stimuli, including interleukines, growth factors, viral and bacterial infections, and physical
factors (e.g. UV light). Constitutively activated NFkB has been associated with many aspects of tumour development, including promoting cancer
cell proliferation, preventing apoptosis, and increasing a tumour's angiogenic and metastatic potential. The inhibition of NFkB activity, in turn,
may affect the induction of genes that are required for immunity. Dimeric NFkB proteins, show high specificity and selectivity. This is why not
all NFKB-dependent genes are expressed in every cell. In this review, specificity and selectivity of the NFkB response are presented as a result of
a combination of many regulatory mechanisms.
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Insulinopodobny czynnik wzrostu i biatka z nim wspoétdziatajgce

STRESZCZENIE
Insulinopodobny czynnik wzrostu - IGF-l1 jest matym 70-aminokwasowym peptydem
o dziataniu mitogennym, bioragcym udzial w procesach wzrastania, kancerogenezy,

apoptozy, gojenia ran i wielu innych. Jest sktadnikiem tzw. 'osi somatotropowej GH-IGF',
w skiad ktérej wchodzi rowniez wiele innych czynnikéw. Jest ona odpowiedzialna za re-
gulacje proces6w metabolicznych, a jej wtasciwe funkcjonowanie warunkuje homeostaze
organizmu. Niniejsza praca przedstawia syntetyczny przeglad literatury dotyczacej budowy,
funkcji oraz ekspresji IGF-1, a takze biatek wptywajacych na regulacje jego aktywnoS$ci, syn-
tezy i krazenia.

WPROWADZENIE

Wozrost jest zmiang makroskopowa, ktérg mozna zaobserwowaé u wszyst-
kich organizmoéw zywych, polegajacg na zwiekszaniu sie liczby oraz wymiaréw
komorek. Reguluje go szereg czynnikdw wewnetrznych, takich jak hormony,
czasteczki sygnatowe, biatka regulatorowe, enzymy oraz czynniki srodowisko-
we, jak réowniez dostarczane z pozywieniem: pierwiastki, witaminy czy amino-
kwasy. Nieprawidiowosci zwigzane z zaburzeniami wzrastania wptywaja na
metabolizm organizmu i sg przyczyna licznych schorzen. Gtéwnymi regulatora-
mi procesu wzrastania sg hormon wzrostu i insulinopodobny czynnik wzrostu
IGF-1 [1-3].

Linearny wzrost organizmu cztowieka zachodzi podczas jego rozwoju. Pro-
ces ten wynika z kostnienia srédchrzestnego w ptytkach wzrostu kosci dtugich
i jest gtdwnie regulowany przez ogélnoustrojowe hormony i czynniki para- i au-
tokrynne.

Wsrod czynnikéw wplywajacych na wzrost cztowieka, poza hormonem wzro-
stu i IGF-I, wazng role odgrywajg: hormony podwzgo6rza stymulujgce lub hamu-
jace wydzielanie hormonu wzrostu, biatka wigzgce hormon wzrostu, receptor
hormonu wzrostu, biatka wigzace insulinopodobne czynniki wzrostu oraz ich
receptory. Poza tym istotny wpltyw majg inne hormony, takie jak androgeny,
estrogeny, hormony tarczycy, insulina, glukokortykosteroidy, hormon adreno-
kortykotropowy, oraz leptyna i dieta [4].

WPLYW HORMONU WZROSTU NA METABOLIZM ORGANIZMU

Hormon wzrostu (GH) reguluje postnatalny rozwoj organizmu poprzez od-
dzialywanie na liczne procesy komérkowe odpowiedzialne za wzrost i metabo-
lizm tkanki tluszczowej, miesni szkieletowych oraz kosci. Biatko to ma wptyw
na katabolizm tluszczéw (poprzez indukcje lipolizy w adipocytach), oksydacje
lipidéw i weglowodandw, wzrost zuzycia glukozy oraz efekt przeciwinsulino-
wy w mies$niach [5,6]. Ponadto reguluje stezenie krazacych we krwi wolnych
kwaséw ttuszczowych i ketokwaséw, stanowigcych dostepne zrodto energii
podczas hipoglikemii. U chorych z niedoborem hormonu wzrostu podawanie
hormonu prowadzi do spadku poziomu triglicerydéw w surowicy i wzrostu po-
ziomu lipoprotein o wysokiej gestosci - HDL oraz cholesterolu [7], Lipoproteiny
0 niskiej gestosci - LDL i cholesterol u os6b zdrowych byty zredukowane o 10-
-30% [8], Egzogenny hormon wzrostu zmniejsza ttluszczowa, a zwieksza bez-
ttuszczowg mase ciata [9]. Dziatania te zachodzg przy wspotdziataniu hormonu
wzrostu i IGF-I.
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Wykaz skréotow: ADAMY - (ang. a disintegrin and me-
talloproteinase 9) - metaloproteaza; ALS - (ang. acid-la-
bile subunit) - podjednostka kwasowolabilna; C/EBP
- (ang. CCAAT/enhancer binding protein) - czynnik
transkrypcyjny; ERK 1/2 - (ang. extracellular-signal
regulated kinase) - kinaza regulowana sygnatem ze-
wnatrzkomérkowym; FEIL - (ang. four-and-a-half
LIM domains) - biatko zawierajace 4,5 domeny LIM;
GH - (ang. growth hormone) - hormon wzrostu; GHR
- (ang. growth hormone receptor) - receptor dla hor-
monu wzrostu; HDL - (ang. high density lipoprotein)
- lipoproteina o wysokiej gestosci; HNF 1/3 - (ang.
hepatocyte nuclearfactor 1/3) - czynnik transkrypcyjny;
HS3D - (ang. 3 hypersensitive DNA-se site) - miejsca
wrazliwe na trawienie DNA-za; IGF-I/1l - (ang. in-
sulin-like growth factor-1/1) - insulinopodobny czyn-
nik wzrostu 1/11; IGF-I/11R - (ang. insulin-like growth
factor-I/11 receptor) - receptor insulinopodobny czyn-
nika wzrostu I/11; IGFBP - (ang. insulin growth factor
binding protein) - biatka wigzace IGF; IR - (ang. insulin
receptor) - receptor insulinowy; 1RBP - (ang. insulin-
responsive binding protein) - biatko wiazace wrazliwe
na insuline; IRS-1/2 - (ang. insulin receptor stubstrate
1/2) - substrat receptora insulinowego 1 /2; LDL
- (ang. low density lipoprotein) - lipoproteina o niskiej
gestosci; M-6-P - mannozo-6-fosforan; MAP - (ang.
mitogen-activated protein) - biatko aktywowane przez
czynniki mitogenne; MAPK - (ang. MAP kinase)
- kinaza MAP; MEK - (ang. mitogen-activated protein
kinase kinase) - kinaza kinazy MAP; PGE, - (ang. pros-
taglandin £,) - prostaglandyna E,; PKA/PKC - (ang.
protein kinase A/C) - kinaza biatkowa A/C; RGD
- motyw aminokwasowy: arginina, glicyna, aspara-
ginian; rhGHR - (ang. recombinant human growth fac-
tor) - rekombinowany hormon wzrostu cztowieka;
RXRalfa - receptor kwasu retinowego; SH2 - (ang. src
homology 2) - domena kinaz tyrozynowych odpowie-
dzialna za oddziatywania kinazy na substrat; TGF
- (ang. transforming growth factor) - transformujacy
czynnik wzrostu; TSH - (ang. tyroid stymulating hor-
mone) - hormon stymulujacy gruczot tarczowy; 5'/3'
UTR - (ang. 5/3" untranslated region) - 5'/3' region
nieulegajacy translacji.
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0OS SOMATOTROPOWA HORMON WZROSTU - INSULI-
NOPODOBNY CZYNNIK WZROSTU

Hormon wzrostu wywiera wigkszo$¢ swoich efektéw
metabolicznych poprzez indukcje syntezy insulinopodob-
nych czynnikéw wzrostu: IGF-1 i IGF-1l. Aktywnos$¢ hor-
monu wzrostu i IGF-1 stanowi tzw. 0§ somatotropowg (Rys.
1), ktérej sktadnikami sg takze liczne czynniki wydzielane
przez komorki watroby oraz innych tkanek, w tym takie jak
receptor hormonu wzrostu (GHR), biatka wigzace hormon
wzrostu (GHBP) oraz wigzace insulinopodobne czynniki
wzrostu (IGFBP), jak rowniez ich specyficzne receptory.
Centrum kontrolujgcym jest podwzgoérze. O$ somatotropo-
wa odgrywa kluczowag role w regulacji proceséw metabo-
licznych, w ktérej biorg udziat takze insulina, leptyna, glu-
kokortykoidy i hormony tarczycy [10].

Ekspresje IGF-I i wielu IGFBP reguluje hormon wzrostu.
Dotychczas jednak tylko w promotorze genu jednego z bia-
tek osi somatotropowej - ALS (podjednostki kwasolabilnej)
zidentyfikowano element wrazliwy na ten hormon [11].
Badania z wykorzystaniem hybrydyzacji in situ wykazaty,
ze mRNA dla IGF-I, IGFBP-3 i ALS nie wystepujg w tych
samych komorkach watroby. W hepatocytach ulega eks-
presji mMRNA kodujacy IGF-I i ALS, zas mRNA dla IGFBP-3
byt identyfikowany wytgcznie w przylegtych komérkach
nabtonkowych zatoki watrobowej. W komérkach sinuso-
idalnych nabtonka watroby, w przeciwienstwie do hepato-
cytéw nie stwierdzono obecnosci mMRNA GHR, natomiast
w hepatocytach nie ulega ekspresji gen receptora IGF-1 [12],

INSULINOPODOBNE CZYNNIKI WZROSTU - IGF

Insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF), nazywane
rowniez somatomedynami, nalezg do peptydéw spokrew-
nionych z insuling. Znane sg dwa polipeptydy IGF-1 i IGF-II
o budowie podobnej do proinsuliny, ktére moga reagowac
krzyzowo z receptorami insuliny.

Oba czynniki IGF (I i Il) sa zbudowane z pojedynczych
tancuchoéw peptydowych, strukturalnie podobnych do in-

R
IGF+ ALS/ IGF- GH
watrobowy IGFBP3
A/P
E AP Dziatanie
bez posrednictwa
IGF-l

Wzrost za posrednictwem IGF-I
niezalezny od GH
- wzrost somatyczny embrionalny
iwczesny ponatalny
- cykliczny wzrost jajnikéw, macicy

Ponatalny wzrost
GH-zalezny

Rysunek 1. Model dziatania osi somatotropowej GH-IGF, wg [13] zmodyfikowa-
ne. A/P - dziatanie autokrynne lub parakrynne, E - dziatanie endokrynne.
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suliny. W czgsteczce dojrzatych peptyddéw mozna wyrdznié
cztery domeny wysoce zachowawcze wsrod biatek ssakéw
i innych kregowcow [14], oznaczone odpowiednio: B, C, A i
D, liczac od konca N do C-korca czasteczki, podobnie jak
w insulinie. W rejonie C-kohcowym czgsteczki prekursoro-
wej wystepuje bardziej zmienny fragment E, wycinany pod-
czas dojrzewania tych biatek [15]. Gen kodujacy IGF-I znaj-
duje sie na dtugim ramieniu chromosomu 12 (12¢22-24.1),
a IGF-II na krotkim ramieniu chromosomu 11 (lIpl5.5).

IGF-I jest zbudowany z 70 aminokwasow. Jego prekursor
wystepuje w dwéch formach: IGF-1A (zawierajacej 153 ami-
nokwasy) i IGF-IB (zawierajacej 195 aminokwasow). IGF-II
jest zbudowany z 67 aminokwaséw i wykazuje 65% homo-
logii z IGF-I [16], W budowie przestrzennej obu bialek moz-
na rozréznié trzy prawoskretne helisy a i dwie struktury @
W czasteczce wystepujg trzy mostki dwusiarczkowe. Bial-
ka te sg syntetyzowane gtownie w watrobie, a takze w fi-
broblastach, mioblastach, chondroblastach, osteoblastach,
w komorkach mézgu, w nabtonku przewodu pokarmowe-
go i nerek, w tkance ttluszczowej. Poziom ich w surowicy
krwi (zwilaszcza IGF-1) jest zalezny od stezenia hormonu
wzrostu. Kragzace w krwiobiegu insulinopodobne czynniki
wzrostu sg gtéwnie zwigzane z biatkami IGFBP. Czynniki
te oddziatujag na komorki poprzez specyficzne receptory
btonowe i moga aktywowac replikacje DNA, transkrypcje
RNA, synteze biatek, np. kolagenu i proteoglikanéw, regu-
lowaé¢ podziat i wzrost komérek, w tym chondroblastéw
i chondrocytow. IGF-1 jest rowniez odpowiedzialny za wig-
czanie siarczanow do chrzastek i kosci, ma wpltyw na mi-
neralizacje kosci i zwieksza resorpcje fosforanéw w nerkach
[17].

IGF-I

Badania na transgenicznych myszach pozbawionych
genu kodujacego IGF-I wykazaty, ze biatko to ma wazny
wplyw na pre- i postnatalny wzrost i rozwdéj organizmu
[18]. IGF-I petni istotng role w regulacji wzrostu kosci na
dtugos¢. Jego brak lub niedobdér w organizmie powoduje
np. niskorosto$¢ u cztowieka i zwierzat [19]. Wykazano, ze
poziom IGF-l1 w osoczu cztowieka jest skorelowany z roz-
miarami ciata. Dlatego podawanie egzogennego rhlGF-I
zwieksza zarowno mase ciala i wzrost. Stwierdzono, ze
hormon wzrostu jest bardziej efektywny w stymulowaniu
wzrostu, np. w kosciach, podczas gdy IGF-1 w nerkach i $le-
dzionie [20], co sugeruje, ze IGF-1 moze dziata¢ w niektérych
tkankach niezaleznie od hormonu wzrostu i jego receptora.
Potwierdzajg to obserwacje prowadzone na myszach, wy-
kazujace, ze zwierzeta te pozbawione GHR sa ptodne, za$
przy braku IGF-I nie [21],

IGF-1 najprawdopodobniej sam (bez stymulacji ze strony
hormonu wzrostu) jest takze zdolny do indukowania rézni-
cowania sie mioblastow w dojrzate komaérki [22], W tkance
ttuszczowej biatko to za posrednictwem specyficznych re-
ceptoréw insuliny wywiera efekty podobne do tego hormo-
nu. Dziatanie to jest jednak 16 razy stabsze. IGF-1 powoduje
zahamowanie lipolizy, nasilenie transportu glukozy do adi-
pocytéw ijej utlenianie oraz zmniejsza uwalnianie wolnych
kwasow ttuszczowych. Moze rowniez by¢ odpowiedzialne
za hipoglikemie. Metaboliczne efekty dziatania IGF-1 przez
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receptory insulinowe sg przeciwstawne skutkom wywoty-
wanym przez hormon wzrostu. Nie wyjasniono dotychczas
zwigzkéw pomiedzy wptywem IGF-1 i hormonu wzrostu
na homeostaze ptynéw ustrojowych. Stwierdzono jedynie,
ze IGF-I nasila produkcje estrogendw w jajnikach, zas w ko-
markach tarczycy dziata synergistycznie z TSFI, stymulujac
proliferacje komorek pecherzykowych.

Fizjologiczne znaczenie endokrynnego wydzielania IGF-I
badano na zwierzetach pozbawionych genu IGF-I1 w watro-
bie, ktora jest gtdbwnym miejscem jego syntezy. Wykazano,
ze poziom IGF-1 w surowicy krwi obwodowej spadt o okoto
75%, a wzrost zwierzat byt mozliwy tylko dzigki 6-krotne-
mu zwigkszeniu produkcji hormonu wzrostu przez przy-
sadke (na zasadzie sprzezenia zwrotnego) [23], Myszy cal-
kowicie pozbawione genu IGF-I rodzity sie z mniejsza masg
urodzeniowa, stanowigcg okoto 60% masy myszy dzikich,
a ich wzrost postnatalny byt ostabiony. W 7 tygodniu zy-
cia postnatalnego zwierzeta te byly nieptodne, a ich masa
ciala stanowita juz tylko 30% masy zwierzat zdrowych [24],
Stwierdzono, ze u szczuréw chorych na cukrzyce poziom
krazacego IGF-1 jest zredukowany i powraca do normy po
leczeniu insuling [25]. IGF-1 wzmaga takze wychwyt gluko-
zy do tkanek obwodowych. Jest to efekt insulinopodobny,
ktéory moze zachodzi¢ za posrednictwem receptora IGF-I
lub insulinowego [13].

Pierwsze badania dotyczace roli IGF-I w cyklu komérko-
wym sugerowaly, ze biatko to przyspiesza przejscie z fazy
Glcyklu do fazy S i byto ono okreslane jak czynnik pro-
gresji fazy Gr Najnowsze badania wskazujg, ze proces ten
jest znacznie bardziej ztozony. Komérki pozbawione genu
IGF-1 prawidtowo przechodzg z fazy G! do S cyklu komaér-
kowego, jednak spowolniony jest czas ich wejscia z fazy G,
doM [26], Wydtuzenie czasu trwania wszystkich faz cyklu
komérkowego obserwowano takze w fibroblastach zarod-
kéw mysich z delecjg genu receptora IGF-I [27], IGF moga
promowa¢ progresje cyklu komaérkowego albo przez bez-
posrednig asocjacje z innymi czynnikami wzrostu, albo po-
Srednio przez interakcje z czynnikami odpowiedzialnymi
za rozwdj i promocje kancerogenezy, takimi jak hormony
steroidowe i integryny.

Wozrost proliferacji komérek w odpowiedzi na IGF-I,
obserwowano dla keratynocytéw, osteoblastéw, komérek
miesni gtadkich i miesni szkieletowych, komorek nerek,
komorek pecherzykowych tarczycy, chondrocytow, komo-
rek nabtonka macicy czy prekursoréw erytrocytow. IGF-I
stymuluje rowniez rdéznicowanie i przezycie neurondw.
W dojrzatej tkance moézgowej jest on neuromodulatorem
regulujgcym plastyczno$é synaptyczng, jak rowniez bierze
udziat w odpowiedzi komorek tkanek nerwowych na ich
uszkodzenie [28]. Udowodniono réwniez antyapoptotycz-
ne dziatanie IGF-1 [13].

GEN KODUJACY IGF-I

W poréwnaniu z relatywnie prostg budowg peptydu
IGF-I, struktura jego genu oraz kontrola ekspresji jest bar-
dzo skomplikowana. Gen ten jest zachowany ewolucyijnie,
zajmuje obszar okoto 90 kbp i sktada sie z 6 eksonéw prze-
dzielonych bardzo dtugimi (1,9 do 50 kb) sekwencjami nie-
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kodujacymi (Rys. 2). Zgodnie z obecng nomenklatura ekso-
ny 1i 2 sg alternatywnymi eksonami liderowymi, ktére ule-
gaja rozszczepieniu do eksonu 3 dajac klase transkryptéw
odpowiednio 1i2 [29], Eksony 3 i 4 kodujg dojrzaty peptyd
IGF-1, za$ alternatywnie sktadane eksony 5 i 6 kodujag pep-
tyd E, obecny w czasteczce prekursorowej (odpowiednio Eb
i Ea w czgsteczkach pretGF-IB i pretGF-1A), razem z przy-
legajacym do genu rejonem 3'UTR [20]. Transkrypcja genu
IGF-I jest pod kontrolg dwéch promotoréw: gtéwnego,
umiejscowionego przed eksonem 1 - oznaczanego Pl IGF-I
oraz z promotora P2 IGF-1, ktéry wystepuje przed eksonem
2. Jego transkrypty stanowia tylko nieznaczng cze$é ogol-
nej puli transkryptéw IGF-1. W poczatkowym okresie post-
natalnym, kiedy IGF-I bierze udziat w regulacji proceséw
wzrostowych organizmu, transkrypty z Pl stanowig ponad
90%, natomiast w wieku dorostym stosunek ten sie zmienia
na korzys¢ transkryptow klasy 2, ktére np. w komérkach
dorostych szczuréw stanowia juz ok. 35% mMRNA IGF-I
[30-32], O réznorodnosci transkryptéw genu IGF-l1 decy-
duje rowniez obecno$¢ licznych miejsc inicjacji transkrypcji
w obu promotorach oraz wykorzystanie wielu miejsc polia-
denylacji wystepujgcych w rejonie eksonu 6.

W komorkach watroby znaleziono takze tzw. forme
C IGF-1, w ktorej ulegajg transkrypcji eksony 3, 4, 49 pz eks-
onu 5 i ekson 6, przy czym ekson 6 jest krotszy niz w formie
A, poniewaz w wyniku insercji wprowadzony zostat dodat-
kowy kodon stop. Transkrypt taki stanowi 10% ilosci trans-
kryptu formy IGF-1A [15].

REJONY REGULATOROWE GENU IGF-I

Regulacja ekspresji IGF-1 odbywa sie gtéwnie na pozio-
mie transkrypcji oraz translacji i jest pod kontrolg czynni-
kéw specyficznych dla danej tkanki lub etapu rozwoju or-
ganizmu.

Transkrypcja genu IGF-1 zachodzi z dw6ch rejonéw pro-
motorowych Pl i P2 IGF-l. Mechanizm molekularny odpo-
wiedzialny za ich aktywnos¢ jest stabo poznany. Obydwa
promotory majg liczne miejsca inicjacji transkrypcji [33,34].

Promotor PIl. Rejon promotorowy Pl w genomie czto-
wieka sktada sie z 322 nukleotydéw zlokalizowanych rejo-
nie 5'UTR eksonu 1 (+1 - +322) oraz 1630 nukleotydowego
obszaru regulatorowego (-1630 - - 1) [32], Odcinek 322 nt
jest najbardziej zachowawczg czescig genu i wykazuje ho-
mologie rzedu 95% z odpowiednimi fragmentami genéw
szczurzego i kurzego [32,35], Sugeruje sie, ze ten zachowa-
ny w ewolucji fragment 5'UTR petni wazng funkcje w kon-

Gen IGF-I
Poly A Poly A

Pl P2

Ekson 2 Ekson 3 Ekson 4 Ekson 5 Ekson 6

Rysunek 2. Gen IGF-1 z miejscami promotorowymi Pl i P2 oraz miejscami po-
liadenylacji.
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troli biosyntezy IGF-1 w trakcie translacji [36], 5'UTR jest
niezbedny dla transkrypcji podstawowej w liniach komaér-
kowych produkujgcych IGF-1. W promotorze Pl brak jest
typowych dla promotoréw sekwencji TATA, CCAAT czy
rejonéw szczegoblnie bogatych w reszty GC. W rejonie pro-
motora Pl znajduje sie 5 obszaréw wrazliwych na DNAze:
HS3A, B, C, D, E.

Najwazniejszym hormonalnym regulatorem ekspresji
IGF-I jest hormon wzrostu [37], Badania pokazujg, ze hor-
mon ten stymuluje transkrypcje genu IGF-1 w watrobie
przez skoordynowang aktywacje obydwu promotordéw i nie
wymaga to syntezy dodatkowych biatek [38,39], Nie udato
sie jednak zidentyfikowac¢ w sekwencji promotorowej genu
IGF-1 elementu indukowanego przez hormon wzrostu. By¢
moze stymulacja hormonalna zachodzi przez oddziatywa-
nia biatko-biatko, a nie w wyniku bezposredniego dziatania
na DNA.

Wykazano, ze zrekombinowany plazmid zawierajacy
caly 322 nt5' UTR 11630 nt segment 5' sekwencji regulatoro-
wej stymuluje aktywnos¢ transkrypcji lucyferazy prawie 70-
krotnie w poréwnaniu do plazmidéw pozbawionych tych
elementéw. Rejon od -15 od +5 zawiera optymalne miejsca
wigzania dla cztonkéw oktamerowej rodziny czynnikow
transkrypcyjnych (OCT). Jednak nie udato sie za pomocg
przeciwciat potwierdzi¢, ze powstajacy tam kompleks two-
rzy biatko OCT, [32], W rejonie +20 do +37 (5'UTR) zidenty-
fikowano potencjalne miejsce wigzace dla dwu rodzin wa-
trobowych czynnikéw transkrypcyjnych: C/EBP a i p oraz
HNF-la [40,41],

W rejonie promotora Pl IGF-1 szczura zlokalizowano
takze sekwencje wigzgce tzw. czynniki GATA-A oraz GA-
TA-B, zawierajgce palce cynkowe, wigzace sie z elementami
DNA o sekwencji (A/T)GATA(A/G), odpowiednio w rejo-
nach +108 oraz +183. Zmiana w sekwencji wigzgcej czynnik
GATA-A powodowata wzrost aktywnosci promotora o ok.
68%, zas w GATA-B hamowata jg ok. 4,4 krotnie, w komoér-
kach réznych linii komérkowych [42],

Wykazano takze, ze synteza IGF-1 w osteoblastach jest
stymulowana przez hormon przytarczyc oraz przez lokalnie
produkowane prostaglandyny E, - PGE, [43-44], dwa hor-
mony, ktore sa zwigzane z reorganizacja, resorpcja i formo-
waniem de novo kosci, oraz hamowana przez glukokortyko-
idy, ktére zmniejszaja ich tworzenie. Zaréwno parathormon
jak i PGE, podnosza wewnatrzkomorkowy poziom cAMP
w osteoblastach [43,44], Funkcjonalny element odpowie-
dzi na cAMP (CRE) zostat zmapowany w 5'UTR eksonu 1
IGF-I miedzy +202 do +209 nt (w genie szczura) w miejscu
wrazliwym na DNA-ze zwanym HS3D [45], Stwierdzono,
ze C/EBPS5 jest gtdbwnym czynnikiem transkrypcyjnym ak-
tywowanym przez cAMP w osteoblastach, ktéry wigze sie
z elementem sekwencji CGCAATCG, aktywujgc promotor
P1 IGF-1. Biatko to nalezy do rodziny czynnikow transkryp-
cyjnych C/EBP zawierajgcych w czasteczce modut o struk-
turze zamka leucynowego. W rejonach C-koncowych
w czgsteczce tych biatek wystepujg motywy odpowiedzial-
ne za dimeryzacje i wigzanie DNA. Do grupy tej naleza tak-
ze C/EBP a i p, dziatajace jako aktywatory transkrypcyjne,
odgrywajace gtéwnag role w réznicowaniu adipocytéw i re-
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gulowaniu ekspresji gendw w watrobie i innych tkankach
[46], C/EBP 5 peini takze role w kontroli adipogenezy i po-
$redniczy w odpowiedzi ostrej fazy reakcji zapalnej [46],
C/EBPa i p izolowane z watroby wzmacniajg podstawowa
transkrypcje z promotora Pl okoto 12-krotnie. Transakty-
wacja Pl przez te czynniki jest takze zalezna od obecnosci
miejsc je wigzacych zlokalizowanych w rejonie -119 [47],

Wazny wpltyw na ekspresje genu IGF-1 majg glukokor-
tykoidy, ktore obnizajg jego ekspresje w osteoblastach,
zmniejszajg ich proliferacje, obnizajg ekspresje kolagenu
| typu, zwiekszajg ekspresje kolagenazy 3 [48], oraz stymulu-
ja apoptoze w wielu typach komoérek, w tym w dojrzatych
osteoblastach [49], Wykazano, ze w wyniku dziatania kor-
tyzolu ekspresja genu IGF-1 spada okoto 50%. W tych dzia-
faniach kortyzolu posredniczy rowniez C/EBP, dla ktérego
miejsce wigzace jest zlokalizowane pomiedzy +144 i +152,
przylegle do trzeciego miejsca startu transkrypcji, ktore jest
szczegOlnie aktywne w osteoblastach [50]. Wykazano, ze
C/EBPa oraz C/EBPp odziatujg z miejscem regulowanym
za posrednictwem glukokortykoidéw w komorkach oste-
oblastow niestymulowanych, podczas gdy w komdrkach
traktowanych kortyzolem na element ten oddziatujg C/EBP
a, pi5.

W regulacji ekspresji genu IGF-1 biorg takze udziat kina-
zy biatkowe C i A. Kinaza biatkowa A jest zaangazowana
w aktywacje genu IGF-l1 indukowang hormonem przytar-
czyc i prostaglandynami E2 natomiast aktywno$¢ kinazy
biatkowej C obserwowano w kancerogenezie. Wykaza-
no, ze PKC aktywuje transkrypcje C/EBPp oraz wigze sie
z miejscem C/EBP (+23 do +29) [51].

Silniejszymi od C/EBP transaktywatorami promotora Pl
sg czynniki HNF-la, ktére mogg wzmocni¢ podstawowg
transkrypcje w komorkach Hep3B okoto 16- krotnie. Biatka
te nalezg do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych zawie-
rajagcych w czgsteczce motyw helisa-petla-helisa. W Pl wy-
stepuja dwa miejsca je wigzace (w rejonie -282 oraz -119).
Element wigzacy w -119 catkowicie zachodzi na miejsce
wigzace C/EBP i chociaz wigze HNF-1 z mniejszym powi-
nowactwem, to odgrywa wazniejszg role w transaktywa-
cji promotora Pl IGF-I [41], W rejonie Pl odkryto réwniez
obecnos¢ dwoch konserwowanych ewolucyjnie miejsc wig-
zgcych HNF-3, ktdre sg niezbedne dla maksymalnej trans-
aktywacji transkrypcji genu IGF-l1. W hepatocytach HNF-3
petnig funkcje aktywatoréw gendéw transkrybowanych
w watrobie. W przypadku genu IGF-1, HNF-3 oddziatujg
one na elementy znajdujgce sie miedzy -34 do -21 oraz +2
a +18 nukleotydem w rejonie promotorowym genu [52],

W miejscach +42 i +129 genu IGF-1 szczura zidentyfiko-
wano elementy wigzace czynniki transkrypcyjne, ktérych
aktywnos¢ jest zalezna m. in. od poziomu insuliny [53],
W rejonie tym wystepujg miejsca wigzania SP1 oraz element
bogaty w AT, ktéry jest rozpoznawany przez stabo poznane
biatko wigzgce wrazliwe na insuling. Interakcje promotora
z SP1 sg utatwiane przez zwigzanie IRBP [54], Znanym re-
gulatorem ekspresji IGF-I1 jest estrogen dziatajgcy na komor-
ki za posrednictwem receptora wiazacego sie w formie ho-
modimeru zwykle do specyficznej sekwencji DNA, znanej
jako element wrazliwy na estrogen (ERE). Miejscem takim

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

w promotorze Pl genu IGF-I jest miejsce odporne na trawie-
nie DNAza (FiS3D). Jednak ER prawdopodobnie odziatuje
z przypuszczalnym miejscem wigzacym API, czynnikiem
stanowigcym kompleks biatek c- FOS i c-JUN [55]. W obsza-
rze regulatorowym promotora Pl IGF-1 stwierdzony zostat
polimorfizm reszt CA, ktéry ma prawdopodobnie wplyw
na rozwdj cukrzycy typu 2, tolerancje glukozy, wzrost pto-
dowy oraz proces kancerogenezy i zawat serca [56],

Promotor P2 jest stabiej poznany niz Pl, prawdopodob-
nie w zwiazku z mniej wazng funkcjg w ekspresji genu
IGF-1. Znajduje sie on przed eksonem 2 genu i badany byt
gtéwnie w komoérkach szczura. Miejsca inicjacji transkrypcji
sg w nim zlokalizowane w dwoch rejonach ok. 1,8 kb poni-
zej 3' konca eksonu 1. Gtéwne miejsca inicjacji transkrypcji
znajdujg sie w rejonie 62-68 bp i 52-53 bp przed 3' koricem
eksonu 2. Rejony te sg otoczone prawdopodobnie przez ele-
menty wigzgce czynniki regulujgce aktywno$¢ promotora.
Dwa przypuszczalne miejsca wigzania TTAA i CCAAAT
wystepujg odpowiednio w -27 nt i -80 nt. Promotor P2 ma
prawdopodobne motywy: TTAA w -27 nt i CCAAAT -80 nt
przed pierwszym miejscem startu transkrypcji, ale ich zna-
czenie dla procesu transkrypcji nie zostato potwierdzone.
Wykazano, ze w promotorze P2 genu szczura z sekwencjg
CACCC zlokalizowang pomiedzy -53 a -46 wiagze sie czyn-
nik SP1 [55],

IGF-11

IGF-1I jest 67 aminokwasowym peptydem wykazujgcym
dzialanie mitogenne na komorki wielu typdw. Biatko to
jest waznym modulatorem wzrostu i réznicowania miesni.
Ulega ono szerokiej ekspresji podczas rozwoju prenatalne-
go, a jego aktywno$¢ jest regulowana przez pigetnowanie
genow (tzw. imprinting genomowy). W wiekszosci komo-
rek tkanek prawidtowych gen zlokalizowany na chromoso-
mie odziedziczonym od matki jest nieaktywny w wyniku
pietnowania, a wymazanie jego imprintingu jest waznym
krokiem w inicjacji rozwoju réznych typéw nowotworéw
[57], Gen kodujacy IGF-II sktada sie z dziewieciu eksondw.
Pierwsze szes¢ to eksony niekodujgce. Kontrola ekspresji
zachodzi z czterech promotoréw (P1-P4) zlokalizowanych
przed eksonami 1,4, 5i6. Podczas rozwoju ptodowego, eks-
presja IGF-1l jest znacznie wyzsza niz w okresie postnatal-
nym lub w wieku dorostym.

RECEPTORY CZYNNIKOW

WZROSTU

INSULINOPODOBNYCH

Wptyw IGF na wzrost i metabolizm organizmu zachodzi
za posrednictwem specyficznych receptoréw: IGF-IR i IGF-
-1IR oraz receptora insulinowego zlokalizowanych w ko-
morkach docelowych (Rys. 3). Receptor IGF-I (IGF-IR) jest
podobny strukturalnie do receptora insulinowego i wyka-
zuje z nim przeszto 50% homologii sekwencji aminokwa-
sowej. Jest to heterotetrameryczna glikoproteina ztozona
z dwdch wigzacych ligand podjednostek a, zbudowanych
z 706 aminokwasow oraz dwoch transbtonowych podjed-
nostek (3 zawierajacych 627 aminokwaséw. Gen IGF-IR
cztowieka sktada sie z 21 eksonéw i jest zlokalizowany na
chromosomie 15g25-26. Receptor ten jest syntetyzowany
jako jednotancuchowa preproproteina zbudowana z 1367
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aminokwasow, z ktdrej nastepnie jest usuwany 30 amino-
kwasowy peptyd sygnalny, a reszta czasteczki biatka jest
glikozylowana i cieta na dwie podjednostki: a i (3 ktére
tacza sie mostkami dwusiarczkowymi. Dwie czgsteczki a(3
potaczone wigzaniem dwusiarczkowym tworzag witasciwa
czgsteczke receptora IGF-IR. Rejon wigzacy ligand jest bo-
gaty w reszty cysternowe i zlokalizowany w podjednostce
a. Receptor ten ma najwieksze powinowactwo do IGF-I, Kil-
kukrotnie nizsze do IGF-11 oraz ponad 100 razy mniejsze do
insuliny [58].

Podjednostka p sktada sie z krétkiej domeny zewnatrz-
komorkowej i srodbtonowej oraz duzej domeny wewnatrz-
komoérkowej zawierajacej rejon odpowiedzialny za jej ak-
tywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Fosforylacji ulegajg reszty
tyrozyny i seryny [59], Wiazanie liganda do podjednostki
a stymuluje wewnatrzkomo6rkowa kinaze tyrozynowa,
prawdopodobnie przez wywotanie zmian konformacyj-
nych w podjednostce 3 prowadzgcych do autofosforylacji
receptora. Niezwigzana z ligandem podjednostka a dziata
jako represor wewnagtrzkomoérkowej kinazy tyrozynowej
receptora. Wewnatrzkomérkowa domena kinazowa re-
ceptora IGF-1 i receptora insulinowego (IR) wykazujg 84%
homologii sekwencji aminokwasowej i aktywujg kilka po-
dobnych biatek, np. substraty receptora insulinowego - IRS
oraz SHC [59].

Podobna struktura i sekwencja aminokwasowa recepto-
row IGF-1 i insulinowego umozliwia obu biatkom formo-
wanie czasteczek hybrydowych, ztozonych z dimeréw aj3
IGF-IR potgczonych z dimerami a(3 receptora insulinowego
[60], Ich witasciwosci wigzania liganda sg podobne do IGF-
-IR.
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Rysunek 3. Receptory insulinopodobnych czynnikéw wzrostu, Y-P - miejsca fos-
forylacji reszt tyrozyny.
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Rysunek 4. Przekaz sygnatu do jadra w komoérce wywotany dziataniem IGF-I.
Na terenie jadra komoérkowego znajdujg sie czynniki transkrypcyjne indukujace
procesy proliferacji, réznicowania oraz apoptozy.

Receptor IGF-I jest wymagany dla aktywnosci biologicz-
nej czynnika wzrostu naskoérka (EGF) i czynnika wzrostu
ptytek krwi (PDGF) [61]. Poza tym aktywuje on duzy anty-
gen T wirusa SV40 oraz biatko RAS, ktdre moze stymulowac
proliferacje komorek [62]. Wykazano, ze myszy pozbawio-
ne genu IGF-IR mialy obnizony ciezar ciata 0 55% w poréw-
naniu z osobnikami dzikimi i umieraty zaraz po urodzeniu
z powodu niewydolnosci uktadu oddechowego [63].

Receptor IGF-Il - IGF-IIR jest glikoproteing o pojedyn-
czym fancuchu, znang takze jako receptor mannozo-6-fosfo-
ranu niezalezny od kationéw. Dojrzata czgsteczka receptora
cztowieka sklada sie z 2451 aminokwasOw i mozna w niej
wyréznic trzy rejony: duzy 2264 aminokwasowy rejon ze-
wnatrzkomaérkowy, 23 aminokwasowy rejon btonowy i 164
aminokwasowy C-koncowy rejon wewnatrzkomorkowy.
Zewngtrzkomaérkowa cze$¢ IGF-1IR wigze ligand, za$ we-
wnatrzkomorkowa reguluje transport pomiedzy réznymi
kompartmentami komérkowymi. Gen IGF-1IR cztowieka
znajduje sie na chromosomie 6g25-27. Domene receptora
kontaktujaca sie ze S$rodowiskiem zewnetrznym mozna
podzieli¢ na 15 segmentdw zawierajgcych od 134-191 ami-
nokwasoéw, o 16 do 38 % homologii. W kazdym z nich wy-
stepuje 8 reszt cysteiny zlokalizowanych w analogicznych
pozycjach [64],

IGF-1IR ma jedno miejsce wigzania dla IGF-1I i dwa miej-
sca dla ligandéw zawierajgcych M-6-P. Receptor ten wyka-
zuje najwieksze powinowactwo do IGF-Il i okoto 500 razy
mniejsze do IGF-I. Biatko to wigze sie najprawdopodob-
niej takze z kwasem retinowym i receptorem aktywatora
plazminogenu typu urokinazy [65]. IGF-1IR bierze udziat
w regulacji dziatania IGF-Il, transporcie enzyméw lizoso-
malnych z ich miejsc syntezy do odpowiednich przedzia-
téw komorkowych oraz w regulacji biatek zawierajacych
mannozo-6-fosforan. Wykazano, ze myszy z delecjg IGF-1I
miaty wzrost prawidtowy, natomiast pozbawione IGF-1IR
wykazywaty przerost ptodowy, ktéry byt letalny. Stwier-
dzono takze, ze IGF Il moze rowniez by¢ wigzany przez je-
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den z wariantoéw receptora insulinowego, ktory ulega silnej
ekspresji w komorkach tkanek ptodowych i neoplastycz-
nych [66],

PRZEKAZYWANIE SYGNALU WYWOLANE IGF-I

Receptor IGF-1 po zwigzaniu ligandu ulega fosforylacji.
W rejonach zawierajgcych ufosforylowane reszty tyrozy-
ny dochodzi do akumulacji biatek, nalezacych do rodziny
IRS. Biatka te maja co najmniej 20 miejsc fosforylacji. Fosfo-
rylacja reszt tyrozyny IRS powoduje asocjacje z nim biatek
zawierajgcych domene SH2, takich jak podjednostka regu-
latorowa p85 kinazy 3' fosfatydylinozytolu (kinaza PI3),
fosfataza tyrozynowa biatek SH-PTP2 (znana takze jako
SYP lub PTP1D), biatko adaptorowe NCK zawierajace SH2
i SH3 i biatko 2 zwigzane z receptorem czynnika wzrostu -
GRB2 (ang. groioth factor receptor-bound protein-2). GRB2 jest
zasocjowane z SOS (czynnikiem wymiany GTP/GDP) bio-
racym udziat w przeksztatcaniu nieaktywnego RAS-GDP
w aktywny RAS-GTP. Aktywacja biatka RAS prowadzi do
aktywacji kinaz MEK za posrednictwem biatka RAF. Kinaza
MEK aktywuje kinaze MAP. Sygnat ten moze by¢ przekaza-
ny do jadra komdrkowego za posrednictwem kinazy ERK
1/2.

IGF-1 poprzez receptor moze takze aktywowac kinaze
P13, ktéra fosforyluje biatko p62. Proteina ta zostata ziden-
tyfikowana w adipocytach szczura [67], Kinaza PI3 moze
takze aktywowaé kinaze p70S6 (kinaza biatka S6 o masie 70
kDa), zaangazowang w mitogeneze oraz aktywujaca kinaze
AKT, ktéra moze indukowaé fosforylacje biatka proapop-
totycznego BAD z rodziny BCL-2. Ufosforylowane biatko
BAD spowalnia proces apoptozy. Schemat przekazu sygna-
tu indukowanego przez IGF-I przedstawia rys. 4.

BIALKA WIAZACE IGF - IGFBP

Zdolno$¢ do formowania komplekséw IGF z IGFBP ma
wplyw na transport tych czynnikéw do receptorow btono-
wych oraz stymulowanie proliferacji komdrek. W chwili
obecnej dobrze poznanych i scharakteryzowanych jest szes¢
biatek wigzacych, IGFBP-1 do -6, oraz nieco stabiej dwa ko-
lejne (IGFBP-7 i -8). Nie wyklucza sie réwniez istnienia wigk-
szej ich liczby w krwiobiegu. Stata powinowactwa szesciu
najlepiej poznanych IGFBP do IGF jest podobna dla IGF-I
i IGF-11 (odpowiednio: 2-20 i 3-30 x 1091/mol) z wyjagtkiem
IGFBP-6, ktéry ma od 20 do 70 razy wyzsze powinowactwo
do IGF-1I niz do IGF-I [68], IGFBP moduluja dziatanie IGF
endokrynnie, parakrynnie lub autokrynnie. Ich aktywnosé
jest z kolei regulowana przez specyficzne proteazy IGFBP,
zalezne od specyficznych aktywatorow i inhibitoréw.

Komorki niektérych typéw tkanek produkujg wiecej niz
jeden rodzaj IGFBP. Ekspresja tych biatek moze by¢ regu-
lowana przez r6zne hormony. Np. w osteoblastach przez
hormon wzrostu, hormon przytarczyc, glukokortykoidy,
1,25 dihydroksywitamine D3 oraz lokalne czynniki wzro-
stu (w tym IGF), biatka odpowiedzialne za morfogeneze
kosci, TGF-p i interleukiny [69], W surowicy IGF wystepuje
przewaznie w 150 kDa kompleksie, ztozonym z IGF-I1/1l,
IGFBP-3 i ALS, a niekiedy takze z IGFBP-5. Kompleks ten
jest zrodtem IGF oraz wydtuza czas jego pétrwania (15-
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-20 godzin), jak réwniez uniemozliwia mu przekraczanie
bariery srédbtonka naczyn [69], Pozostalty IGF wystepuje
w kompleksach 40-50 kDa, zwigzany z jednym z IGFBP,
ktére mogg przekroczy¢ Srodbtonek naczyh, udostepniajac
pule IGF-1 dla komérek w tkankach. Surowiczy IGF trans-
portowany z naczyh wiosowatych do ptynéw zewnatrzko-
markowych jest niezbedny w tkankach docelowych. Przez
$rodbtonek naczyn przechodzi¢ moze tatwo wolny IGF
(<1%) [70]. W wyniku proteolizy IGFBP w kompleksie 50
kDa IGFBP-IGF, IGF jest w tkankach docelowych uwalnia-
ny. Zatem biologiczna aktywnos¢ krazacego IGF dla tkanek
jest determinowana przez mechanizmy zwigzane z prze-
sunieciem IGF z kompleksu 150 kDa do 50 kDa i nastep-
nie z proteolizg IGFBP przez proteaze, uwalniajgcg IGF do
krwiobiegu lub lokalnych ptynéw ciata [69,70],

Zidentyfikowano takze kilka peptydéw o niskim powi-
nowactwie do IGF, zwanych peptydami pokrewnymi do
IGFBP, ktére wykazujg znaczng homologie strukturalng do
rejonu N-kohcowego IGFBP i sg kodowane przez pierwszy
ekson genow IGFBP. Znaczenie ich nie jest znane.

CECHY STRUKTURALNE IGFBP

Sze$¢ rodzajow biatek wigzacych IGFBP u ssakéw wy-
kazuje 50% homologie sekwencji aminokwasowej, a kazde
z nich ma 80% homologie do biatek pochodzacych z komo-
rek ssakdw réznych gatunkow [71]. Geny dla IGFBP majg
podobna organizacje, posiadaja cztery eksony, z ktdrych
eksony 1 i 4 kodujag zachowawcze rejony N i C kohcowe
w biatku. Czasteczki IGFBP zawierajg 18 reszt cysterno-
wych, z ktérych sze$¢ znajduje sie na C-korcu, a 12 na N-
-koncu ich czasteczek. Biatka te ulegajg co najmniej trzem
rodzajom modyfikacji potranslacyjnych: proteolizie, fosfo-
rylacji i zwigzaniu z biatkami zewngatrzkomaérkowej macie-
rzy.

Proteoliza IGFBP. Proteazy IGFBP sg zdolne do ciecia
IGFBP do form o znacznie zredukowanym powinowactwie
do IGF lub catkowitym braku. Jeden z takich enzymow,
wykazujacy specyficznos¢ dla IGFBP-3, jest aktywny od
pierwszego trymestru cigzy u kobiet [71]. Inne proteazy zo-

Tabela 1. Funkcje biatek wigzacych IGF - IGFBP

IGFBP Potencjalne funkcje

mniejsze surowicze biatko no$nikowe dla IGF;
wzmachia lub hamuje dziatanie IGF; niezaleznie

IGFBP-1
od IGF zwigksza migracje komorek i ich apoptoze;
wigze sie do macierzy zewnatrzkomorkowe;j

IGFBP-2 mniejsze surowicze biatko no$nikowe dla IGF;
wzmacnia lub hamuje dziatanie IGF
gtéwne surowicze biatko no$nikowe dla IGF;

IGEBP-3 wzmacnia/hamuje dziatanie IGF; niezalezny od IGF
modulator proliferacji i apoptozy komérek; wiagze
sie do macierzy zewnatrzkomdérkowej

IGFBP-4 hamuje dziatanie IGF

IGFBP-5 wzmacnia lub hamuje dziatanie IGF; wigze si¢ do
macierzy zewnatrzkomaérkowej

IGEBP-6 wzmacnia lub hamuje dziatanie IGF (?); niezaleznie

od IGF moduluje wzrost komérek
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staty zidentyfikowane w ptynach ustrojowych i pozywkach
kultur komérkowych [72], W osoczu ciezarnych wystepuje
biatko PAPP-A, specyficzne dla IGFBP-4, natomiast kom-
plement Cis, specyficzny dla IGFBP-5, produkowany jest
przez komorki miesni gtadkich [69]. Biatko to jest trawio-
ne przez proteaze ADAMY9 syntetyzowang przez ludzkie
osteoblasty [69]. Oprécz proteaz specyficznych dla IGFBP,
biatka te mogag by¢ degradowane przez proteazy trawigce
rowniez: plazmineg, katepsyne D i inne biatka. Zalezy to
od stezenia tych enzymow, ich aktywatoréw i inhibitorow
oraz obecnosci lub braku innych substratéw. Modulatorami
proteaz moga by¢ takze IGF, np. IGF stymuluje proteolize
IGFBP-4 przez wigzanie do IGFBP-4 i eksponowanie miej-
sca ciecia dla PAPP-A [72],

Fosforylacja IGFBP. Niektore IGFBP w komadrkach okre-
$lonych typéw sg wydzielane jako fosfoproteiny. W przy-
padku IGFBP-1 cztowieka jego fosforylacja ma wptyw na
wigzanie IGF-1. Wykazano, ze biatko to po ufosforylowaniu
jest szesciokrotnie bardziej aktywne w wigzaniu Uganda niz
nieufosforylowane, natomiast w przypadku IGFBP-3 fosfo-
rylacja nie ma wptywu na jego powinowactwo do IGF [73].

W igzanie IGFBP do biatek zewngtrzkomaérkowej macie-
rzy. Niektore IGFBP np. 1, -3 i -5 wigzg sie z powierzchnia
komoérki lub biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej. Ta-
kie biatka wykazujg mniejsze powinowactwo do IGF, majg
jednak wptyw na regulacje jego aktywnosci [70],

FUNKCIE IGFBP

IGFBP poza petnieniem roli biatek nosnikowych moga
takze funkcjonowac niezaleznie od IGF jako modulatory
wzrostu (Tab. 1). Np IGFBP-5 stymuluje wzrost osteobla-
stow przy braku funkcjonalnego IGF, prawdopodobnie
poprzez wigzanie sie z odpowiednim receptorem na blonie
komorkowej. Przypuszcza sie takze, ze te proteiny biorg
udziat w regulacji transkrypcji. W czasteczce IGFBP-3 i -5
wystepuje sygnat odpowiedzialny za ich transport do jadra
komérkowego, ktéry w komdrkach raka piersi zachodzi
za posrednictwem biatka - transportera jadrowego impor-
tyny-p. Znaleziono réwniez dowody wskazujgce na obec-
nos¢ IGFBP-5 w osteoblastach cztowieka [74]. Sugeruje sig,
ze wewnatrzkomorkowym mediatorem dziatania IGFBP-5
w tych komérkach jest biatko FHL. Wykazano, ze FHL2
moze petni¢ funkcje czynnika transkrypcyjnego lub koakty-
watora w innych typach komoérek. Poniewaz FHL2 nie za-
wiera sekwencji lokalizacji jadrowej, mozliwe, ze IGFBP-5
wigze to biatko lub inne czynniki transkrypcyjne i przeno-
si¢ do jadra komorkowego, gdzie stymuluja transkrypcje
okreslonych genéw docelowych, ktére prawdopodobnie sg
zaangazowane w regulacje proliferacji i roznicowania oste-
oblastow [69],

Kosci zawierajg znacznie wiecej IGF niz innych czynni-
kéw wzrostowych. Wyniki badan wskazuja, ze moze by¢ za
to odpowiedzialne IGFBP-5 [69]. IGFBP moze dziata¢ réw-
niez niezaleznie od IGF, wptywajac na migracje i wzrost ko-
morek oraz apoptoze. Badania Jonesa i wsp. [75] ujawnity,
ze transfekcja IGFBP-1 komérek nabtonka jajnikéw chomika
chinskiego powoduje wzrost migracji tych komoérek nieza-
lezny od IGF-I. Zachodzi to w wyniku wigzania sie domeny
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RGD IGFBP-1 z integryng a5pi (receptorem fibronektyny).
Efektem tego jest aktywacja kinazy ognisk przylegania FAK
i stymulacja kinazy MAP. Podobny mechanizm powoduje
wzrost apoptozy w komoérkach raka piersi.

Stwierdzono, ze IGFBP-3 moze takze hamowac¢ synteze
DNA stymulowang przez czynnik wzrostu fibroblastow
w zarodkach kurczat, powodowa¢ wzrost komérek ludz-
kiego raka piersi FIS578T przez mechanizm niezalezny od
IGF oraz indukowac¢ apoptoze [69], Liu i wsp. [76] wyka-
zali, ze IGFBP-3 oddziatuje takze z receptorem a dla kwasu
retinowego (RXRa). Traktowanie komdrek kostniakomigsa-
ka cztowieka MG63 IGFBP-5 zwigkszato ich r6znicowanie.
Biatko to moze réwniez sprzyja¢ wzrostowi aktywnosci fos-
fatazy zasadowej i ekspresji osteokalcyny [77].

PODJEDNOSTKA KWASOWO-LABILNA - ALS

Jednym ze skiadnikéw trzeciorzedowego kompleksu
IGF-1 0 masie 150 kDa jest glikoproteina ALS. Biatko ALS
podobnie jak pozostate sktadniki tego kompleksu jest synte-
tyzowane przez komorki watroby w odpowiedzi na hormon
wzrostu. llo$¢ ALS po urodzeniu wzrasta wraz ze zwieksza-
jaca sie wrazliwoscig komérek na hormon wzrostu. Po po-
czatkowym wzroscie w syntezie ALS po okresie dojrzewa-
nia, jego stezenie zasadniczo pozostaje niezmienione [78].

Gen kodujacy ALS zostat sklonowany w 1996 roku.
W genomie cztowieka znajduje sie on na chromosomie 16
(16pl13.3) w pojedynczej kopii, sktada sie z ok. 3,3 kb i po-
siada 2 eksony oddzielone 1126-nukleotydowym intronem.
Ekson 1 koduje pierwszych 5 aminokwasOw peptydu sy-
gnalnego, a ekson 2 pozostate 22 aminokwasy peptydu
sygnalnego i 576 aminokwaséw dojrzatego biatka. Jego
struktura jest konserwowana w genomie ssakéw réznych
gatunkow.

Biatko ALS cztowieka ma mase czasteczkowg 84-86 kDa,
a po enzymatycznej deglikozylacji 66 kDa. Biatko to nie ma
powinowactwa do wolnego IGF-I lub IGF-II i bardzo ni-
skie powinowactwo do wolnego IGFBP-3, natomiast tatwo
wigze sie z podwojnym kompleksem IGF i IGFBP-3. Powi-
nowactwo ALS do takiego kompleksu jest jednak 300-1000
razy nizsze niz IGFBP-3 do IGF-I lub -11 [78],

IGFBP-1, -2, -4, -6 nie moga zastapi¢ IGFBP-3 w formo-
waniu kompleksu z ALS. Natomiast zdolny jest do tego
IGFBP-5, o najwiekszej homologii do IGFBP-3. IGFBP-5
w przeciwienstwie do IGFBP-3 moze takze stabo asocjowac
z ALS w nieobecnosci IGF. W wiazaniu ALS wazna jest do-
mena C-koncowa IGFBP-3 i -5 ztozona gtéwnie z zasado-
wych i dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych,
natomiast w przypadku IGFBP-5 réwniez jego domena cen-
tralna [79],

IGF ARYZYKO NOWOTWORU

Badania populacyjne dostarczylty dowoddéw na zwiagzek
pomiedzy poziomem IGF-l i IGFBP-3 w surowicy, a ryzy-
kiem wystepowania nowotwordw, w tym premenopauzal-
nego raka piersi, raka okreznicy, prostaty i raka ptuc [80].
Sugeruje sie, ze wysoki poziom IGF-1 w osoczu zwiegksza

76

ryzyko rozwoju nowotworu, za$ wysoki poziom IGFBP-3
zmniejsza ryzyko rozwoju procesu neoplazmatycznego.

Na dziatanie IGF majg wpltyw rézne leki. Przykladem
moga by¢ antyestrogeny, antyandrogeny, czy analogi wita-
miny D, ktdére zwiekszajg ekspresje IGFBP w odpowiednich
komorkach, jakkolwiek zwigzek przyczynowo-skutkowy
miedzy ich dziataniem terapeutycznym a zmianami w eks-
presji gendéw nie zostat jeszcze okreslony. Obecne metody
terapeutyczne dotyczg docelowego blokowania receptora
IGF-1 [81] i farmakologicznej redukcji aktywnosci hormonu
wzrostu [82], Antyestrogeny oraz retinoidy, ktére redukuja
lub co najmniej opdzniajg rozwoj raka piersi, obnizajg po-
ziom IGF-1 i zwiekszajg poziom IGFBP-3 [83], Poziom IGF-I
jest pozytywnie skorelowany z wysokg gestosciag mammo-
graficzng, ktéra jest zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem
raka piersi [84], Wykazano tez, ze nizsza ekspresja TGF(3
w komorkach piersi zwieksza ryzyko wystapienia raka
piersi. Stwierdzono, ze IGF-I jest supresorem ekspresji TGF
P w gruczotach sutkowych [85].

W poréwnaniu z tkankami prawidtowymi poziom IGF
jest wiekszy w tkankach zmienionych nowotworowo, za-
rowno pochodzenia embrionalnego, mezenchymalnego,
neuroendokrynowego jak i nabtonkowego. IGF-I i IGF-II
ulegajg takze nadekspresji zaréwno w tagodnych jak i zto-
sliwych rakach miesni gtadkich cztowieka. Wykazano, ze
gen IGF-II jest odmiennie metylowany w komdrkach mie-
$ni gtadkich zmienionych nowotworowo ztosliwie i tagod-
nie. W prawidtowych komdrkach miesni gtadkich i w leio-
myoma jest metylowany catkowicie, natomiast czesciowo
jest demetylowany w leiomyosarcoma i demetylowany
w leiomyosarcoma, co odpowiada za wysoki poziom jego
ekspresji [86], IGF-11 ulega nadekspresji w miesniakomie-
saku prazkowanym (rhabdomyosarcoma). Ekspresja IGF-I
i IGF-II byta obserwowana réwniez w kilku rodzajach raka
okreznicy. Dwa promotory IGF-1I aktywne w okresie pto-
dowym sg takze aktywowane w 30% rakéw okreznicy i w
przylegtej btonie $luzowej [87]. Zmiany w pietnowaniu
IGF-II stwierdzono w Kilku przypadkach raka Wilrriisa (za-
rodkowego typu raka), ktéremu towarzyszy czesto utrata
heterozygotycznosci w rejonie l1p 15 [88].

UWAGI KONCOWE

IGF-I jest jednym z gtéwnych czynnikéw odpowiedzial-
nych za wzrost i rozwéj organizmu. Zmiany w jego funkcjo-
nowaniu prowadza do nieprawidtowosci rozwojowych oraz
powstawania nowotworéw. Jak wazne ma to znaczenie dla
organizmu wskazuje fakt, ze jedna z nowoczesnych terapii
antynowotworowych jest oparta na wyciszeniu ekspre-
sji genu IGF-1 poprzez technike antysensu (antysensowny
oligonukleotyd komplementarny do fragmentu promotora
IGF-1) [89], natomiast w terapii niskorostosci niezaleznej od
poziomu GH rozwazana byta mozliwo$é wprowadzenia in-
iekcji IGF-1 w celu przyspieszenia procesow wzrostowych.
Jednak z powodu licznych skutkéw ubocznych ten sposéb
leczenia nie jest stosowany.
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ABSTRACT

Insulin-like growth factor - IGF-I is a small, 70 aminoacid mitogenic peptide, contributing to processes of growing, cancerogenesis, apoptosis,
wound healing and many others. It constitutes so called 'somatotropic axis GH-IGF', composed of many other components. This axis is respon-
sible for regulation of metabolic processes, and its proper functioning conditions organism's homeostasis. Presented work describes concise
review of publications concerning IGF-I structure, function, expression and proteins affecting its activity, synthesis and circulation.
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metabolizm ttuszczéw, otytos¢, cukrzyca typu
2, polimorfizm genetyczny

Wykaz skrotéw: p,-AR - receptor P3adrener-
giczny; BMI - indeks masy ciata; el-e4 - petle
zewnatrzkomdérkowe receptora P3adrener-
gicznego; G.,G - biatka regulacyjne typu G; il-
-i4 - petle wewnagtrzkomérkowe receptora (3
-adrenergicznego; OR - iloraz szans; RT-PCR
- reakcja tancuchowa z udziatlem odwrotnej
transkryptazy; tml-tm7 - domeny btonowe re-
ceptora P3adrenergicznego.
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STRESZCZENIE

eceptor p,-adrenergiczny (P3AR), nalezacy do rodziny receptoréw metabotropowych,
Rodgrywa wazng role w procesach energetycznych oraz w utrzymywaniu prawidtowego
poziomu glukozy we krwi cztowieka. Wystepuje gtéwnie w adipocytach i pobudzany jest
m. in. przez adrenaline i noradrenalineg, ktére aktywujac receptor stymuluja procesy lipolizy
i termogenezy. Wptyw receptora P3adrenergicznego na bilans energetyczny i utrzymywanie
statego poziomu glukozy we krwi pozwala sadzi¢, ze moze on mie¢ zwigzek z otytoscia i cu-
krzyca. Sa to choroby metaboliczne, zwigzane m. in. z zaburzeniami gospodarki lipidowej,
dlatego istotne znaczenie w ich wystepowaniu moze mie¢ receptor P3adrenergiczny oraz jego
mutacja w kodonie 64. Wyniki wielu badan $wiadczg o tym, ze polimorfizm W64R receptora
P,-adrenergicznego oprocz wptywu na otyto$é i cukrzyce typu 2, moze mie¢ réwniez zwia-
zek z wystepowaniem nadcis$nienia tetniczego w chorobie wienncowej oraz nowotworéw
zto$liwych, w tym raka endometrium. Wskazuja réwniez na zwiazek polimorfizmu W64R
z wystepowaniem tych choréb u os6b otytych. W obliczu problemu otytosci jako choroby
cywilizacyjnej, identyfikacja genow takich jak gen receptora P3adrenergicznego, wydaje sie
jednym z najwazniejszych zadan genomiki.

WPROWADZENIE

Otytos¢ i cukrzyca typu 2 nalezg do powszechnych schorzen typowych dla
rozwinietych cywilizacji zachodnich. Wskaznik otytosci (indeks masy ciata
mierzony stosunkiem liczbowym masy wyrazonej w kilogramach do kwadra-
tu wzrostu w metrach, BMI > 30) w USA wynosi 22,5%, podczas gdy w Japonii
tylko 2,4% [1,2]. Wystepowanie tych przypadtosci moze byé zwigzane z ener-
getycznym metabolizmem komoérkowym. Jednakze trudno jest potaczy¢ zmia-
ny wielkosci biochemicznych, takich jak na przyktad poziom cholesterolu,
wystepujacych w okresie kilku miesiecy, z chorobami zwigzanymi z otyloscia,
rozwijajacymi sie przez lata. Istniejg silne réznice, tak osobnicze jak i etniczne,
w stopniu otytosci. Srednie dzienne zapotrzebowanie energetyczne dla Kana-
dyjczykéw w wieku 19-24 lat wynosi 3000 kcal, podczas gdy dla Japoriczykéw
w tym samym wieku - tylko 2300 kcal [3]. Ta r6znica moze wynikac¢ z réznic
w zmiennosci genomdéw poszczegolnych grup etnicznych i naturalnej selekcji
mutacji, pozwalajgcych na lepsze przystosowanie sie do srodowiska i typu rol-
nictwa w danym regionie. Na przykiad Kanadyjczycy, aby lepiej przystosowac
sie do funkcjonowania w chtodnym klimacie, moga wykorzystywaé¢ termogene-
ze przy duzej masie ciata.

Identyfikacja gendw zwiagzanych z otytosScia, a posrednio takze z towarzysza-
cymi jej chorobami, wydaje sie jednym z najwazniejszych zadan genomiki. Jed-
nych z tych genéw moze by¢ gen receptora p3-adrenergicznego (P3AR).

RODZINA RECEPTOROW ADRENERGICZNYCH

Receptory adrenergiczne nalezag do rodziny receptoréw metabotropowych
(serpentynowych) i pobudzane sg przez klasyczne neuroprzekazniki - adrena-
line i noradrenaling. Rodzina receptoréw adrenergicznych zawiera trzy pod-
rodziny: a”a, i p rozniace sie miedzy soba strukturg i funkcjg oraz kodowane
przez oddzielne geny (Rys. 1). Ich wspdlng cechg jest to, ze sktadaja sie z siedmiu
domen btonowych i zwigzane sg z biatkami G [4].

Receptory cyadrenergiczne sg sprzezone z ukladem sygnalizacyjnym, wy-
korzystujgcym Ca2+ - poprzez biatko G regulujg kanaty wapniowe, zwigksza-
jac stezenie Caz2+w cytoplazmie, a takze aktywujg fosfolipaze C. Wystepujg one
w duzych ilosciach w mdzgu i regulujg wiele proceséw fizjologicznych, w tym
przyczyniajacych sie do utrzymania ci$nienia tetniczego [5], Receptory cu-adre-
nergiczne, sprzezone z biatkiem G., hamujg aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej
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Rysunek 1. Podziat receptoréw adrenergicznych (zmodyfikowano wg [16]).

oraz synteze cAMP. Mogg one wystepowac jako receptory
presynaptyczne, hamujgce uwalnianie neuroprzekaznika
z zakonczen nerwowych, a takze jako receptory postsynap-
tyczne, hamujace sygnat wewnatrzkomérkowy, przekazy-
wany przez cAMP [5],

Receptory p-adrenergiczne sg sprzezone z biatkiem Gs
i aktywuja cyklaze adenylanowa, powodujac wzrost steze-
nia cAMP w komdrce. Na podstawie réznic w sposobie wig-
zania ligandéw receptory p podzielono na 3 kategorie: PI7
P2i P3 Wykazujg one homologie wzgledem siebie, na przy-
kfad receptor P3adrenergiczny cziowieka ma w 49% ho-
mologiczng sekwencje aminokwasowag z receptorem p, i w
51% z receptorem P1[6,7]. Receptor p, wystepuje w mézgu,
nerkach i sercu cztowieka, gdzie oprocz aktywacji cyklazy
adenylanowej powoduje takze zwiekszony naptyw jonow
Ca2+-do wnetrza komorek miesnia sercowego. Receptor p®
wystepuje gtéwnie w miesniach gtadkich i watrobie [8],
Pobudzenie receptora p-adrenergicznego powoduje wzrost
glukoneogenezy w watrobie i migsniach oraz wzrost uwal-
niania insuliny, glukagonu i reniny [9].

RECEPTOR pr ADRENERGICZNY

Najwieksze znaczenie w metabolizmie lipidéw ma re-
ceptor p3adrenergiczny. Znajduje sie gtownie w tkance
thuszczowej i przewodzie pokarmowym, gdzie jest zwig-
zany z blonag adipocytéw [10]. Pobudzony przez agoniste
stymuluje lipolize w z6ttej tkance tluszczowej oraz termo-
geneze w tkance brunatnej i migéniach szkieletowych [6,11].
Whplywa réwniez na bilans energetyczny i utrzymywanie
statego poziomu glukozy we krwi [12,13], Jest to receptor
szczegOlny, poniewaz oprocz tego, ze - w odrdznieniu od
pozostatych receptoréw p-adrenergicznych - ma inng loka-
lizacje, a co za tym idzie wywotuje inne efekty, jego aktyw-
no$¢ nie jest regulowana na poziomie agonisty. Receptor
p.,-adrenergiczny pobudzany jest przez adrenaline i nora-
drenaling, ktére wptywaja na redukcje masy ciata poprzez
zwiekszenie metabolizmu lipidow w tkance tluszczowej
z6hej i wzrost aktywnosci procesOw termogenezy w tkance
ttuszczowej brunatnej [6,9].

STRUKTURA

Receptor p3adrenergiczny jest pojedynczym tancuchem
polipeptydowym o masie 42,8 kDa. Zbudowany jest z 408
reszt aminokwasowych tworzacych strukture a-helisy (Rys.
2). Gen Jk-AR cztowieka znajduje sie w krotszym ramieniu
chromosomu 8p-pll.2 i sktada sie z dwdch eksondw, z kto-
rych pierwszy, o dlugosci 1,4 kpz, koduje 402 aminokwa-
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sy, natomiast drugi, o dtugosci 0,7 kpz - 6 aminokwasow
z C-konhcowego fragmentu receptora oraz caty pre-mRNA
intronowy [6,14,15]. Miejsce startu transkrypcji znajduje sie
w obszarze 5' genu miedzy 150 a 200 nukleotydem od ko-
donu ATG, ktéry jest miejscem startu translacji [14]. W re-
jonie promotorowym genu wystepujg sekwencje mogace
braé¢ udziat w jego regulacji poprzez oddziatywanie z glu-
kokortykoidami, kwasem mastowym, estrami forbolu oraz
insuling [6,14,15].

W czasteczce receptora P3adrenergicznego wystepuije
siedem hydrofobowych domen btonowych sktadajgcych sie
z 22-28 aminokwaséw. Pomiedzy nimi znajdujg sie odcin-
ki hydrofilowe tworzace petle - trzy zewngtrzkomorkowe
(e2, e3, e4), odpowiadajgce za przestrzenng konfiguracje
receptora, i trzy wewnatrzkomorkowe (il, i2, i3). Konco-
wa grupa karboksylowa znajduje sie w cytoplazmie, na-
tomiast kohcowa grupa aminowa - na zewnatrz komorki.
Receptor w rejonie C-koncowym jest dodatkowo potaczony
z wewnetrzng btong komdrkowa za posrednictwem kwasu
palmitynowego. W N-koncowym fragmencie tancucha wy-
stepuje mostek dwusiarczkowy pomiedzy dwoma petlami,
a doktadnie pomiedzy resztami Cysll0a Cysi® a takze dwa
miejsca glikozylacji - w pozycjach Asn8i AsnZ Odpowia-
dajg one za strukture receptora i jego zakotwiczenie w bto-
nie komdrkowej. Za wigzanie liganda sg odpowiedzialne
zanurzone w btonie odcinki hydrofobowe, ktére tworzg
kieszenn wiazaca. Poczatkowy i koncowy odcinek trzeciegj
petli cytoplazmatycznej odpowiada za przytaczanie biatka
G - okresla, z jakim typem biatka G bedzie sie sprzegat re-
ceptor [8], Miejsca odpowiedzialne za regulacje aktywno-
$ci receptora, ktora przebiega na drodze fosforylacji przez
odpowiednie kinazy biatkowe, wystepujg w trzeciej petli
cytoplazmatycznej oraz na C-korcu tancucha biatka recep-
torowego [6,16].

WIAZANIE LIGANDOW
Mozna rozwaza¢ 3 grupy ligandéw receptoréw adre-

nergicznych: 1. agonisci receptoréw (3™ P2 i P3 2. agonisci
receptora (3Bi antagonisci receptoréw P, i P*oraz 3. antago-

Blona
cytoplazmatycina

Rysunek 2. Schemat receptora (33-adrenergicznego cztowieka z zaznaczonymi
miejscami glikozylacji (G) we fragmencie N-koficowym. tml-tm7 - domeny bto-
nowe, el-e4 - petle kontaktujace sie ze Srodowiskiem zewnetrznym, il-i4 - petle
wewnatrzkomdrkowe (zmodyfikowano wg [8]).
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Rysunek 3. Struktura fenoksypropanolaminy i fenyloetanoloaminy.

nisci receptoréw wszystkich trzech typow. Do pierwszej
grupy naleza: noradrenalina, adrenalina, izoproterenol,
salbutamol, BRL 37344, BRL 35135, SR 58611A i clenbuterol.
Do grupy drugiej, czyli agonistow R3ijednoczesnie antago-
nistdbw Bp 2 naleza: bucindolol, ICI 201651, CGP 12177A,
oksyprenolol, pindolol, cyano-pindolol, alprenolol, nadolol,
CL 316,243, cerazolol oraz tetratolol. Antagonistami wszyst-
kich trzech typow receptoréow sa: bupranolol, ICl 118551
i CGP 20712A [17].

Podstawe struktury wszystkich ligandéw stanowig dwa
zwiazki: fenyloetanoloamina (np. BRL 37344) i fenoksypro-
panoloamina (np. bucindolol) zbudowane z pierscienia ben-
zenowego i alkilowego tanicucha bocznego (Rys. 3). Zwigz-
ki te r6znig sie miedzy sobg iloscig atomow wegla w fan-
cuchu bocznym. tancuchy te majg okreslone konformacje
przestrzenne i moga wystepowaé w formie skupionej, czyli
z minimalnymi odlegto$ciami miedzy atomami, oraz w for-
mie rozciggnietej. Konformacje te sg istotne dla funkcji li-
gandu i efektu, jaki wywotuje on reagujac z odpowiednim
receptorem. Na przyktad pindolol i cyanopindolol z tahcu-
chem bocznym w formie rozciggnietej sg agonami receptora
f3-adrenergicznego, natomiast w formie skupionej wykazu-
ja dziatanie antagonistyczne w stosunku do receptoréw R (

iR2[17].

Miejsce receptora wigzace ligand znajduje sie wewnatrz
btony, a w jego tworzeniu biorg udziat reszty aminokwa-
sowe nalezace do réznych odcinkéw transbtonowych. By
umozliwi¢ zakotwiczenie sie grupy aminowej ligandu, do-
mena rozpoznajgca i wigzaca musi zawiera¢ grupy kwa-
sowe. W receptorze R3adrenergicznym miejscem zakotwi-
czenia ligandu jest reszta Aspll7 znajdujaca sie w odcinku
btonowym 3. Grupy hydroksylowe w potozeniu meta i para
pierscienia benzenowego ligandu tworzg wiazania wodoro-
we z resztami Ser2Bi Ser22wystepujacymi w tm5, natomiast
grupa hydroksylowa znajdujaca w czesci alkilowej ligandu
tworzy wigzanie hydrofobowe z resztg Serl® w tm4 (Rys.
4). Wigzanie to stabilizowane jest przez oddziatywania hy-
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drofobowe pomiedzy pierscieniem aromatycznym a resztg
Phe3®w tm6 [17]. Po zwigzaniu liganda nastepuje aktywa-
Cja sprzezonego z receptorem biatka Gs oraz przenoszenie
sygnatu na odpowiedni uktad efektorowy.

AKTYWACIA

Receptor (B-adrenergiczny zwiazany jest z biatkiem Gs
sprzezonym z cyklazg adenylanowsa. Miejsce wigzania
biatka Gs znajduje sie w trzeciej petli cytoplazmatycznej
(i3), ktérej koncowy odcinek wptywa na aktywacje biatka
Gs. Sprzezenie z biatkiem G pocigga za sobg aktywacje cy-
klazy adenylanowej, przeksztatcajgcej ATP w cAMP [4,14],
Cykliczny AMP aktywuje kinaze biatkowg A oraz kinazy
BARK - fosforylujgce receptory p (ang. i3 adrenergic recep-
tor kinase). Fosforylacja receptora, bedgca konsekwencjg
przytaczenia ligandu, powoduje jego desensytyzacje, czyli
uniewrazliwienie na biatko G. Jest to forma regulacji aktyw-
nosci receptoréw typu p. Jedynie p3AR nie wykazuje de-
sensytyzacji, co wynika z jego budowy, dlatego aktywnos$é
tego receptora zalezy tylko od jego gestosci na powierzchni
komorki [11].

Kinaza biatkowa A, po aktywacji fosforyluje nieaktyw-
ng adipocytowg lipaze triglicerydowg. W konsekwencji
nastepuje zmniejszona akumulacja triglicerydéw w Zzoitej
tkance ttuszczowej, poniewaz uaktywniona lipaza hydroli-
zuje triglicerydy do monoacyloglicerolu i wolnych kwasow
thuszczowych, ktére uwalniane sg do krwioobiegu [4,12,13],
W adipocytach brunatnej tkanki ttuszczowej pobudzenie
P3AR przez noradrenaline indukuje ekspresje genu kodujg-
cego lipaze lipoproteinowa. Lipaza lipoproteinowa hydroli-
zuje triglicerydy zwigzane z lipoproteinami, ktére transpor-
tuja triglicerydy do zoékej tkanki ttuszczowej gdzie sg one
akumulowane. Zwigkszona aktywnos$¢ lipazy lipoproteino-
wej prowadzi do zmniejszenia poziomu lipoprotein boga-
tych w triglicerydy zapobiegajac w ten sposdb akumulacji
lipidéw. Poza tym pobudzenie P3AR przez noradrenaline

Rysunek 4. Receptor (33-adrenergiczny - region wigzacy ligand, widok z ze-
wnatrz komoérki. tm1-tm7 - domeny transbtonowe, el-e4 - petle kontaktujace sie
ze $rodowiskiem zewnetrznym, il—4 - petle wewnatrzkomoérkowe, fragment N-
-koncowy z zaznaczonymi miejscami glikozylacji. W kazdej domenie zaznaczono
aminokwasy biorgce udziat w wigzaniu ligandu (zmodyfikowano wg [15]).
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w komarkach brunatnej tkanki ttuszczowej indukuje termo-
geneze [12,13],

Receptor p3adrenergiczny moze wystepowac takze poza
tkanka tluszczowag, co wigze sie z petnieniem przez niego
dodatkowej funkcji, wystepuje on bowiem w migéniach
gtadkich uktadu pokarmowego, w ktérym bierze udziat
w regulacji perystaltyki jelit - jego stymulacja powoduje re-
laksacje miesni [18].

P2AR wystepuje takze w miesniu sercowym, co moze
mie¢ znaczenie dla funkcjonowania ukfadu krgzenia. Po
stymulacji fk-AR syntetycznymi agonami obserwowano
zmniejszenie kurczliwosci serca, rozkurcz naczyn obwodo-
wych gtéwnie w skorze i tkance ttuszczowej oraz obnizenie
cisnienia tetniczego [19,20], Ponadto receptor P3-adrener-
giczny wptywa na utrzymanie prawidtowego poziomu glu-
kozy we krwi, gdyz jego aktywacja posrednio stymuluje
wydzielanie insuliny poprzez wywotywanie wzrostu steze-
nia we krwi wolnych kwaséw ttuszczowych [6,12,13].

Wysoki poziom mRNA j33-AR stwierdzono u noworod-
kéw w okotonerkowej brunatnej tkance ttuszczowej. U osob-
nikdw dorostych wysoki poziom mRNA 33-AR wystepuje
w adipocytach gieboko potozonych tkanek ttuszczowych,
natomiast niski - w tkankach tluszczowych podskoérnych.
Ekspresje mMRNA j33-AR na wysokim poziomie stwierdzono
rowniez w woreczku zétciowym iw jelicie grubym. W tkan-
ce mie$ni poprzecznie pragzkowanych, mie$niu sercowym,
watrobie, ptucach, nerkach, tarczycy oraz w limfocytach
stwierdzono znacznie nizszy poziom mRNA (33-AR [11].
Tabela 1 przedstawia zestawienie wynikow badan ekspresji
mRNA i33-AR w roznych tkankach metodg RT-PCR.

POLIMORFIZM GENU P3-AR

Opisany polimorfizm genu j3“AR to tranzycja T —=C w
kodonie 64, powodujgca podstawienie tryptofanu w pozycji
64 argining [21]. Mutacja ta ma wptyw na funkcje (3,-AR -
ogranicza proces lipolizy, przyczyniajac sie do zwiekszenia
masy ciata [12,13,22], Takie zaburzenia gospodarki lipido-
wej mogg prowadzi¢ do wzrostu insulinoopornosci, a w
konsekwencji do zachorowania na cukrzyce typu 2 [22].
U os6b, u ktérych wystepuje polimorfizm, czyli majacych
genotyp Trp/Arg lub Arg/Arg zamiast Trp/Trp, wzrasta
BMI. W przypadku heterozygot Trp/Arg, BMI jest wyzsze
0 1kg/m2 aw przypadku homozygot Arg/ZArg, o 3 kg/ m2
od BMI dla homozygot Trp/Trp. Ponadto u os6b otytych
stosujgcych diete zaobserwowano mniejszy spadek masy
ciata w przypadku osobnikéw majacych wariant Arg w po-
rownaniu z nosicielami wariantu Trp [22].

Do gtownych mechanizméw biochemicznymi lezacych
u podstaw zaburzen gospodarki ttuszczowej nalezg zmniej-
szenie wrazliwosci receptora na agona oraz obnizenie zdol-
nosci do syntezy cCAMP - w przypadku wariantu Arg, zdol-
nos¢ ta jest nawet 10-krotnie mniejsza [12]. Konsekwencja
tych procesow jest akumulowanie triglicerydow w zohej
tkance ttluszczowej, poniewaz nie sg one hydrolizowane do
wolnych kwaséw ttuszczowych.

Postepy Biochemii 51 (1) 2005

Przeprowadzono wiele badah na réznych populacjach
i grupach etnicznych. Wykazaly one znaczace réznice
w wystepowaniu wariantu Arg w poszczeg6lnych grupach.
W populacji kaukaskiej czestos¢ wystepowania wynosita
8-10%, w grupie Japoriczykow 20%, wsrod Eskimosow 40%,
a wérod Indian Pima 32% [12,23-25]. W grupach tych zaob-
serwowano takze zwigzek pomiedzy wariantem polimor-
ficznym Arg a zwiekszonym BMI i wystepowaniem otyto-
$ci [10,11,13],

OTYLOSC

U o0s6b, u ktorych wystepowat polimorfizm, czyli po-
siadajacych genotyp Trp/Arg lub Arg/Arg zamiast Trp/
Trp, obserwowano wzrost BMI, ktory wynosit Ikg/m2dla
heterozygot Trp/Arg i 3 kg/m2 dla homozygot Arg/Arg
[24,25], W niektorych przypadkach obserwowano dwukrot-
nie wiekszg czestos¢ allelu Arg w grupie otytych [13,26-28],
Ponadto u oséb otytych stosujgcych niskokaloryczna diete
zaobserwowano mniejszy spadek masy ciata w przypadku
osobnikéw z wariantem Arg w poréwnaniu z nosicielami
wariantu Trp [12,29,30], Zaobserwowano takze zwigzek
polimorfizmu W64R z tzw. syndromem insulinooporno-
sci (otyto$¢ androidalna, hyperinsulinemia, nadci$nienie)
i wczesnym pojawieniem sie cukrzycy, zwiaszcza u kobiet
[31]. Z drugiej jednak strony wyniki szeregu badan $wiad-
czg o braku zaleznosci pomiedzy polimorfizmem genu (3
-AR a wystepowaniem otytosci i to w przypadku takich sa-
mych grup etnicznych, gdyz badania te dotyczg populacji
kaukaskiej, skandynawskiej i japoriskiej [10,12,29,30], Takze
z naszych wiasnych badan przeprowadzonych na miesz-
kancach regionu tédzkiego wynika, ze moze nie by¢ zalez-
nosci pomiedzy polimorfizmem (BAR a wystepowaniem
otytosci, gdyz nie znaleziono znaczacych rdznic w czesto-
sci wystepowania allelu zmutowanego (Arg) w grupie pa-
cjentow otytych i w grupie kontrolnej [32], Przyczyna tkwi
prawdopodobnie w tym, ze w badanych grupach zostata
uwzgledniona sama otyto$¢, bez uwzgledniania jej przy-
czyn, ktére moglty mie¢ zwiagzek, lub nie, z polimorfizmem

Tabela 1: Wystepowanie mMRNA f\-AR w tkankach cztowieka (wyniki
uzyskane metoda RT-PCR, wg [11]).

Tkanka Poziom mRNA
centralny uktad nerwowy

watroba

pecherzyk zétciowy ++++

trzustka

zotgdek ++

jelita +++

miesnie szkieletowe

tkanka tluszczowa zo6tta ++++
tkanka tluszczowa brunatna ++++
naczynia sercowe +
ptuca

prostata ++
nerki

pecherz moczowy +

- brak sygnatu
++++ najwiekszy sygnat
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W64R. Prawdopodobnie wazng role w ekspresji wariantu
Trp64Arg odgrywaja predyspozycje genetyczne do niekto-
rych choréb (cukrzyca typu 2, otyto$¢), mogac modyfikowac
efekt wywotlywany przez mutacje W64R [31].

CUKRZYCA TYPU 2

Otytos¢ jest jednym z gtéwnych czynnikéw sprzyjaja-
cych cukrzycy typu 2. Zaréwno stopien otytosci, jak i dtu-
gos¢ jej trwania, a takze rozmieszczenie tkanki ttuszczowej
majg wplyw na ryzyko zachorowania na cukrzyce typu 2
[10,12]. Aktywacja P3AR posrednio stymuluje wydzielanie
insuliny, poprzez wzrost stezenia we krwi wolnych kwa-
sow ttuszczowych, dlatego tez polimorfizm P,-AR moze
wptywaé na nabywanie insulinoopornosci, a w konsekwen-
cji prowadzi¢ do cukrzycy [6,10,12], Przeprowadzono sze-
reg badan, ktérych wyniki wskazujg na istnienie zaleznosci
pomiedzy wystepowaniem allelu Arg a cukrzycg. Na przy-
ktad wsrdd Indian Pima, gdzie czestos¢ allelu Arg wynosi
0,32, a takze w populacji finskiej i japonskiej odkryto za-
lezno$¢ pomiedzy homozygotami Arg/Arg a wczesnym
pojawianiem sie cukrzycy typu 2 [22-24,33]. Badano tez
zwigzek cukrzycy z otytoscig poréwnujac BMI cukrzykow
i zdrowych wsrdd Japorniczykéw i stwierdzono zaleznos$¢
polimorfizmu W64R z wystepowaniem cukrzycy u oséb
otytych [28,33]. Z naszych badan wynika, ze moze istnie¢
zwigzek pomiedzy polimorfizmem receptora [Badrener-
gicznego, a wystepowaniem cukrzycy typu 2, jak rowniez
zwigzek tego polimorfizmu z wystepowaniem cukrzycy
u 0s6b otytych. Swiadcza o tym istotne réznice w czesto-
Sci allelu Arg pomiedzy chorymi na cukrzyce a zdrowymi,
a takze pomiedzy otytymi cukrzykami a kontrolg (otyli bez
cukrzycy) [32],

Wyniki wielu badan sugerujg jednakze brak zaleznosci
pomiedzy polimorfizmem W64R a cukrzyca typu 2 i jej
zwigzkiem z otytoscig. Badania przeprowadzone na popu-
lacjach japonskiej i finskiej stwierdzajg brak zwigzku poli-
morfizmu z wczesnym pojawieniem sie cukrzycy [7,34],
Nie stwierdzono réwniez zwigzku miedzy wystepowaniem
allelu Arg a pojawianiem sie cukrzycy u pacjentéw otytych
poréwnujac BMI zdrowych i chorych na cukrzyce. Badania
te przeprowadzono na populacjach japonskiej, kaukaskiej
i wérdd Indian Pima a ich wyniki sugerujg, ze w tych popu-
lacjach mutacja W64R nie przyczynia sie do powstawania
cukrzycy typu 2 [7,10,34],

NADCISNIENIE TETNICZE | CHOROBA WIENCOWA

Otytos$é, insulinoopornos¢ oraz cukrzyca typu 2 sg czyn-
nikami wptywajagcymi na pojawianie sie nadci$nienia tet-
niczego i wystepowanie choroby wienicowej serca. Szacuje
sie, ze otylos¢ zwieksza ryzyko nadci$nienia od 2 do 5,6
razy [35]. Poza tym czynnikami ryzyka dla nadcisnienia sg
roéwniez: zaawansowany wiek i dziedziczne obcigzenie tym
schorzeniem [35-37], Nadci$nienie ma duzy wptyw (oprécz
otytosci i cukrzycy) na wystepowanie choroby wiericowej
[38] i jest jednoczes$nie jednym z trzech czynnikéw (obok
wysokiego poziomu cholesterolu oraz palenia tytoniu)
przyczyniajacych sie do powstania miazdzycy i zawatu
[39], Istnieja przestanki wskazujgce na to, ze mutacja recep-
tora P3adrenergicznego wpltywajgc na zwiekszanie masy
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ciala, insulinoopornos¢ i cukrzyce, wptywa posrednio tak-
ze na zwiekszenie ryzyka chorob serca i ukfadu kragzenia
[10,12,22,40],

Do tej pory przeprowadzono niewiele badan nad zwigz-
kiem pomiedzy polimorfizmem P3AR a wystepowaniem
choroby wienicowej i nadci$nienia tetniczego. Badania pro-
wadzone na duzej grupie Niemcéw wykazaty, ze zaréwno
genotyp Trp/Arg jak i Arg/Arg nie wptywaja na wczesne
pojawianie sie i rozwdj choroby wiehcowej [41]. W bada-
niach na grupie Amerykanéw liczacej ponad 15 000 oséb,
stwierdzono réznice w czestosci allelu Arg pomiedzy grupa
badang (0,081) a kontrolng (0,069), jednak nie stwierdzono
w ich wyniku zaleznos$ci pomiedzy polimorfizmem W64R
a wystepowaniem choroby wiencowej [9], Wyniki naszych
badan, przeprowadzonych na populacji regionu t6dzkiego,
majacych na celu okres$lenie zaleznosci pomiedzy polimor-
fizmem W64R a wystepowaniem choroby wiencowej i nad-
ci$nienia tetniczego oraz zwiazkiem tych choréb z otytoscia,
wykazaty te zaleznosci w przypadku choroby wiericowej.
Stwierdzono istotne rdznice w wystepowaniu allelu Arg
pomiedzy grupa pacjentdw z choroba wiencowa a grupg
kontrolng oraz miedzy osobami otylymi z chorobg wien-
cowa a szczuptymi. W przypadku nadci$nienia wykazano
brak istotnych réznic w wystepowaniu allelu Arg pomie-
dzy pacjentami z nadci$nieniem tetniczym a grupa kontro-
Ing, ale wystgpity réznice istotne statystycznie pomiedzy
osobami otytymi z nadcisnieniem a szczuptymi. Powyzsze
wyniki moga wskazywac na istnienie zaleznosci pomiedzy
badanym polimorfizmem a wystepowaniem nadci$nienia
u 0s6b otytych [32],

NOWOTWORY Z+ OSLIWE

Zaburzenia funkcjonowania receptora P3adrenergicz-
nego moga by¢ zwigzane z wystepowaniem raka endo-
metrium, gdyz czynnikami ryzyka dla rozwoju tego no-
wotworu sg otytos¢, cukrzyca i nadcisnienie tetnicze, czyli
schorzenia, do pojawiania ktérych moze przyczyniac sie
polimorfizm receptora [Badrenergicznego. Prawidtowo
funkcjonujacy p3AR aktywuje lipaze lipoproteinowa, kto-
ra hydrolizujgc lipidy zmniejsza ich akumulacje w tkance
tluszczowej. Powoduje to zmniejszenie produkcji estronu,
powstajgcego w tkance tluszczowej na drodze konwersji
z androstendionu, a ktdrego nadmiar moze sprzyjac inicjacji
transformacji nowotworowej. Mutacja zaburza prawidtowe
funkcjonowanie receptora, w zwiazku z tym istnieje praw-
dopodobienstwo, ze wariant Arg receptora (Badrenergicz-
nego zwieksza ryzyko zachorowania na raka endometrium
[42].

Z naszych badan przeprowadzonych na grupie pacjen-
tek z rakiem endometrium wynika, ze polimorfizm recep-
tora moze mie¢ wplyw na powstawanie nowotworu u 0séb
z wariantem polimorficznym Arg oraz, ze powstawanie
tego nowotworu moze by¢ zwigzane z otytoscig. Stwierdzi-
liSmy wystepowanie réznic istotnych statystycznie w cze-
stosci allelu Arg pomiedzy grupa pacjentek z rakiem en-
dometrium a grupa kontrolng, poza tym wspotczynnik OR
(iloraz szans okres$lajacy szanse zachorowania na raka oséb
posiadajacych wariant polimorficzny w poréwnaniu z oso-
bami o genotypie Trp/Trp) dla sumy genotypow Trp/Arg
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i Arg/Arg oraz dla homozygoty Arg/Arg byt réwny odpo-
wiednio 2,5 i 2,3. Podobne wyniki dato poréwnanie otytych
pacjentek z rakiem ze szczuptymi chorymi na raka, z tym,
ze OR dla sumy genotypéw Trp/Arg i Arg/ Arg wynosi 3,6,
co moze Swiadczy¢ o zalezno$ci pomiedzy polimorfizmem
W64R receptora (Badrenergicznego a wystepowaniem raka
endometrium u pacjentek otytych [43],

Otytos¢ oraz insulinoopornos$é zwiekszajg ryzyko raka
jelita grubego, szczegélnie wsrdod mezczyzn [44-46], Istnieje
zatem podejrzenie, ze posrednio wptyw na wystepowanie
tego raka moze mie¢ réwniez polimorfizm receptora f3ad-
renergicznego. Wyniki badan przeprowadzonych na 131
chorych sugerujg zwigzek polimorfizmu W64R z wyste-
powaniem raka okreznicy u os6b otytych. Najprawdopo-
dobniej ma to zwigzek z wptywem tego polimorfizmu na
czynniki ryzyka raka jelita grubego, czyli obnizenie lipolizy
prowadzace do otytosci, obnizenie termogenezy i wzrost
insulinoopornosci [47],

ZASTOSOWANIE KLINICZNE AGONOW RECEPTORA
P3-ADRENERGICZNEGO

Odkrycie faktu, ze stymulacja receptora moze powodo-
wac redukcje masy ciata poprzez rozktad lipidow z tkanki
ttuszczowej z6ttej do wolnych kwasow ttuszczowych oraz
znaczacy wzrost aktywnos$ci metabolicznej tkanki ttuszczo-
wej brunatnej w procesach termogenezy, spowodowato, ze
zaczeto postrzega¢ agonistow receptora jako potencjalne
leki przeciwcukrzycowe i przeciw otytosci. Sadzi sie takze,
ze agony (B3-AR mogg mie¢ znaczenie w leczeniu niewydol-
nosci serca, gdyz receptor (Badrenergiczny moze wptywaé
na regulacje kanatow jonowych w sercu. Badania wykaza-
ty, ze po zawale nastepuje 2-3 krotne zwigkszenie progu
pobudliwosci receptora (B [48]. Skoro stymulacja P3AR
syntetycznymi agonami zwigzana jest ze zmniejszeniem
sie kurczliwosci miesnia sercowego i obnizeniem ci$nienia
krwi, to agony (3AR moga mieé¢ duze znaczenie takze dla
pacjentéw z niewydolnoscig serca i chorobami uktadu kra-
zenia [49].

Badania wptywu agonéw P3AR na ewentualny wzrost
metabolizmu tluszczéw, przeprowadzone na gryzoniach
dawaty satysfakcjonujace wyniki - stymulacja receptora od-
powiednimi agonistami powodowata znaczgca utrate masy
wsérod otytych gryzoni - gtdwnie przez wzrost zuzycia
energii [50-53]. Zaczeto wiec intensywne badania nad wpty-
wem agonistow receptora (3-adrenergicznego na cukrzyce
i otytos¢ u ludzi, rezultaty nie byty jednak satysfakcjonujace
[54,55]. Nie tylko nie dawaty oczekiwanych wynikéw, ale
rowniez zwigzki stosowane w badaniach, ktére nie byty
selektywnymi agonami (BAR, stymulowaly dodatkowo
receptory i (3, wywotujgc efekty uboczne (tachykardie
i drgawki) [56,57]. Odkryto jednak zwigzek, ktéry okazat sie
wysoce selektywnym agonistg receptora P3adrenergiczne-
go - CL-316,243. Badania wykazaty, ze powoduje on wzrost
lipolizy, utlenianie ttuszczéw, wydzielanie insuliny (zalez-
nie od stezenia) i nie wywotuje ubocznych efektéw [53,58].
Nie nadaje sie on jednak do klinicznego zastosowania, gdyz
jest tylko czesciowym agonistg P3AR i jest stabo przyswajal-
ny, a ponadto nie powoduje utraty masy [58-60]. Pomimo to
badania nad farmakologicznymi wiasciwosciami zaréwno
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receptora @y jak ijego agonistéw wcigz trwajg, gdyz zwigz-
ki te moga skutecznie stuzy¢ w walce z otytoscig, cukrzyca
czy tez chorobami uktadu krazenia.

UWAGI KONCOWE

Odkrycie receptora (B-adrenergicznego we wczesnych la-
tach osiemdziesiagtych i stwierdzenie, ze jego stymulacja po-
przez selektywnych agonistow moze prowadzi¢ do reduk-
cji masy ciata zwierzat doswiadczalnych, gtdwnie poprzez
zwiekszony wydatek energetyczny, stworzyto nadzieje, ze
zwiagzki te bedg mogty by¢ wykorzystane jako leki termoge-
niczne i przeciwdziatajgce otytosci u ludzi. Co wiecej w wie-
lu zwierzecych modelach otytosci i cukrzycy typu 2, agoni-
sci wywotywali efekt przeciwcukrzycowy, poprzedzajacy,
lub bedacy niezalezny od efektu przeciwdziatania otytosci.
Przy stopniu rozpowszechnienia otytosci i cukrzycy typu 2,
poréwnywalnym czasem do epidemii, potgczone wiasciwo-
§ci przeciwcukrzycowe i przeciwdziatania otytosci czynig
receptor Badrenergiczny atrakcyjnym celem terapii. Préby
terapeutyczne z niektérymi agonami receptora, powoduja-
cymi zwiekszong tipolize, utlenienie ttuszczéw i stymulacje
wydzielania insuliny, bez ubocznych efektéw zwigzanych
z receptorami (i (N pozwalajg patrzeé¢ z nadziejg na plano-
wanie i rozwoj strategii terapeutycznych skierowanych na
receptor (Badrenergiczny. Postep w wykorzystaniu recep-
tora (Badrenergicznego jako celu terapeutycznego uwarun-
kowany jest w pierwszym rzedzie postepami w poznaniu
funkcjonalnych wiasciwosci genomu cztowieka oraz zro-
zumieniu réznic farmakologicznych zwiazkéw oddziatuja-
cych z receptorem cztowieka i gryzoni.
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ABSTRACT

The P3adrenergic receptor (p3AR) may play a key role in the regulation of lipid metabolism and glucose homeostasis. Adrenaline and nora-
drenaline P3AR stimulate lipolysys and thermogenesis in human fat cells and increase glucose uptake in skeletal muscle. Therefore, the P3AR
gene may be associated with obesity and related diseases, such as type 2 diabetes, coronary heart disease and hypertension. Many studies in
different ethnic groups showed an association of p3AR gene polymorphism with insulin resistance, obesity and its metabolic disorders such as
type 2 diabetes, coronary heart disease and hypertension. A Trp64Arg mutation in the P3AR gene has been reported to be correlated with the
occurrence of those disorders among obese. Several studies revealed also the influence of the Trp/Arg polymorphism on carcinogenesis and its
contribution to the link between cancer and obesity. Since obesity is a serious problem as a civilization-related disease, it is very important to
investigate genes suspected to be connected with it.
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gia zalezna od biatek opiekunczych, proteoli-
za

Wykaz skrotéow: AP - biatko adaptorowe; Hsp
- biatko szoku termicznego; Hsc - biatko po-
krewne Hsp; lamp, limp - integralne biatka
btony lizosomu; Igp - glikoproteina lizosomal-
na; PPCA - katepsyna A z aktywnos$cia kar-
boksypeptydazy serynowej.
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STRESZCZENIE

artykule przedstawiono dane dotyczace budowy kilku glikoprotein bton lizosomal-
Wnych (lampl, lamp2, limpl i limpll). Szerzej oméwiono znaczenie receptorowej gliko-
proteiny lamp2a oraz biatek Hsc 73 i innych biatek opiekunczych uczestniczacych w proce-
sie selektywnej proteolizy biatek cytosolowych z sekwencjag KFERQ. Przedstawiono takze
niektére mechanizmy regulacji tego waznego procesu aktywowanego w warunkach gtodu
i stresu.

WPROWADZENIE

Lizosomy, po raz pierwszy opisane w latach 1949-1955 przez Christiana de
Duve, to subkomérkowe organelle o strukturze pecherzykowej otoczone poje-
dynczag dwuwarstwag lipidowa. Zawierajg zestaw co najmniej 50 enzymoéw hy-
drolitycznych aktywnych w niskim pH, umozliwiajacych degradacje wiekszosci
makroczasteczek [1, 2], Powszechnie uwaza sie, ze lizosomy stanowig korncowy
przedziat na szlaku niespecyficznej degradacji materiatu zewnatrz- i wewnatrz-
komaérkowego. Substraty ulegajgce degradacji docierajg do lizosomow réznymi
drogami, miedzy innymi na drodze endocytozy (absorpcyjnej, receptorowej lub
fazy ptynnej), krinofagii, makroautofagii i mikroautofagii [3-7],

W lizosomach zachodzi rowniez selektywna proteoliza niektorych biatek cy-
tosolowych tzw. autofagia zalezna od biatek opiekunczych (ang. chaperone me-
diated autophagy) [8-13]. Proces ten uaktywniany jest w warunkach dtugotrwa-
tego gtodu lub stresu oraz w odpowiedzi na ekspozycje komérek na niektére
toksyny i umozliwia degradacje biatek zbednych w okreslonych warunkach.
Takimi biatkami w okresie gtodu sg np. biatka enzymatyczne o dtugim okresie
potrwania, uczestniczace w katabolizmie weglowodandw.

W niniejszym artykule omoéwiona zostanie budowa i funkcje kilku glikopro-
tein btony lizosomalnej ze szczegdlnym uwzglednieniem glikoproteiny lamp2a,
petniacej role receptora w procesie autofagii zaleznej od biatek opiekunczych.

GLIKOPROTEINY BLONY LIZOSOMALNEJ]

Glikoproteiny btony lizosomalnej (Igps - ang. lysosomal membrane glycopro-
teins) stanowig 50% wszystkich biatek w btonie lizosomu [14], Ze wzgledu na
strukture tancucha polipeptydowego oraz komponenty cukrowcowe zostaty
podzielone na dwie rodziny: biatka lamp (ang. lysosome-associated membrane pro-
tein) o masie czgsteczkowej 90-120 kDa oraz biatka limp (ang. lysosomal integral
membrane protein) o masie czasteczkowej 30-85 kDa [2, 4], Dane poréwnawcze
dotyczace budowy i roli biatek obu rodzin zebrano w tabeli 1, a uproszczong
strukture przedstawia rysunek 1.

Glikoproteiny rodziny lamp to integralne biatka btonowe typu I, wykazuja-
ce znaczne podobienstwo w budowie. Dominujacym elementem jest glikozy-
lowana domena N-koricowa zwrocona do $wiatla pecherzyka lizosomalnego.
Pojedynczy region btonowy zbudowany jest z okoto 20 aminokwaséw. Cytoso-
lowa domena C-konca skiada sie z 10-12 reszt aminokwaséw, z ktérych czesé to
sygnatowa sekwencja sortujgca. Warunkuje ona wiasciwe kierowanie biatka do
lizosomu [3, 4].

WSsrod glikoprotein rodziny lamp wyroznia sie¢ dwie homologiczne lecz od-
rebne klasy biatek: lampl (nazywane tez IgpA) i lamp2 (nazywane IgpB). Biatka
te sa kodowane przez odrebne, ale ewolucyjnie spokrewnione geny. Wedtug
Grangera i wsp. [15] biatka lampl i lamp2 odr6znicowaty sie od siebie jeszcze

www.postepybiochemii.pl


mailto:kroszek@biol.uni
mailto:jgsz@biol.uni.torun.pl
http://www.postepybiochemii.pl

lamp 1 lamp 2 limp | limp Il

-0
o
o
- -

COOH COOH COOH

O<O=—

O<mO=

O<m<=
-

cytosol
NH,

bilona
lizosomu

\
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— - miejsce O-glikozylacji

Rysunek 1. Struktura glikoprotein btony lizosomalnej (zmienione wg. [3, 4]).

przed ewolucyjnym rozdzieleniem sie linii rozwojowych
ptakéw i ssakéw. W obrebie lamp2 zidentyfikowano trzy
izoformy (nazwane odpowiednio a, b i ¢) wykazujgce znacz-
ne podobienistwo sekwencji aminokwasow jedynie w regio-
nie luminalnym [4,16].

W pierwszorzedowej strukturze domeny luminalnej
biatek lamp stwierdzono miedzy innymi obecnos¢ 8 reszt
cysteiny w konserwatywnych pozycjach 13, 52, 127, 163,
203, 241, 310 i 347. Sasiadujgce reszty taczg sie miedzy sobg
mostkami dwusiarczkowymi tworzac petle o dtugosci 36-
-39 aminokwaséw [17]. W domenie luminalnej biatek lamp
wyrdznia sie takze dwa odcinki o wysokim stopniu homo-
logii oddzielone przez region tgcznikowy. Region ten zbu-
dowany jest z 20-35 reszt aminokwasowych, wsrdd ktdrych
dominujg reszty proliny oraz seryny lub treoniny (Rys.
1). Rejon tacznikowy stanowi domene o duzej zmiennosci
- biatko lampl zawiera gtéwnie reszty seryny w rejonie
tacznikowym, podczas gdy biatko lamp2 jest bogate w tre-
onineg [15]. Grupy hydroksylowe tych aminokwaséw stano-
wig potencjalne miejsce przytgczenia O-glikandw. Zaréwno
biatko lampl jak i lamp2 wyodrebnione z komérek cztowie-
ka podlegaja O-glikozylacji w regionie tgcznikowym [18].
W przypadku biatek wyodrebnionych z komdérek myszy,
tylko w formie lamp2 stwierdzono ten typ glikozylacji, na-
tomiast w biatku lampl nie wykazano obecnosci reszt O-gli-
kozydowych [15].

Pozostata cze$¢ domeny luminalnej biatek lamp za-
wiera ponadto 16-20 potencjalnych miejsc N-glikozylacji.
W przypadku biatka lampl i lamp2 glikozylowanych jest
odpowiednio 18 (17-20) i 16 (16-17) reszt asparaginy [15,
18]. Przylaczane oligosacharydy to gtéwnie heterogenne
rozgatezione N-glikany troj- i czteroantenowe (w 70%) oraz
dwuantenowe (30%). tancuch cukrowcowy zawiera gtow-
nie rzadko wystepujace kompleksy typu poli-N-acetylolak-
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tozoamin [18]. Ich obecnos¢ stwierdzono réwniez w anty-
genach grup krwi ABO i w strukturze ludzkiego erytrocy-
tarnego transportera anionow (tzw. biatko pasma 3) [cyt. za
18]. Koncowe reszty N-glikanéw sg sjalowane, w wyniku
czego dojrzate glikoproteiny rodziny lamp charakteryzujg
sie niskim punktem izoelektrycznym - pi w zakresie war-
tosci 2-4 [15].

W zadnej z izoform biatek lamp nie stwierdzono obecno-
§ci reszt fosforanowych, co wskazuje, iz biatka te nie ule-
gaja fosforylacji, a wsrdd reszt cukrowcowych nie ma man-
nozo-6-fosforanu (M6P) wigzanego przez receptory M6P
(M6P-R) [15, 19]. W fibroblastach cztowieka z brakiem ak-
tywnosci fosfotransferazy oznakowujgcej mannoze do man-
nozo-6-fosforanu nie stwierdzono zaburzen transportu gli-
koprotein lampl i lamp2 do lizosoméw [15]. Z danych tych
wynika, iz w transporcie powyzszych biatek do lizosomow
nie uczestniczy receptor mannozo-6-fosforanu.

Za prawidtowe sortowanie i kierowanie biatek lampl
i lamp2 z aparatu Golgiego (AG) do btony lizosomalnej od-
powiedzialna jest sekwencja sygnatowa w domenie cytoso-
lowej C-konca. Sekwencja ta wystepuje w postaci motywu
zawierajacego reszte tyrozyny w ukiladzie GYXXO (gdzie
X oznacza dowolny aminokwas, O - aminokwas z rozbudo-
wana domeng hydrofobowa) [3, 4,14] - patrz tabela 1, Rys.
1. Motyw GYXX4> rozpoznawany jest w regionie trans apa-
ratu Golgiego przez odpowiednie jednostki biatek adapto-
rowych AP, co inicjuje ukierunkowany transport glikopro-
tein [20,21]. Do miejsca przeznaczenia biatka lamp docierajg
prawdopodobnie drogg bezposredniego transportu peche-
rzykowego przy udziale klatryny i biatek adapterowych AP
[4, 14]. W proces ten zaangazowane sg jednak pecherzyki
odmienne od tych, ktére transportujg rozpuszczalne biat-
ka oznakowane ugrupowaniem mannozo-6-fosforanowym
[22], Droga posrednia (sekrecyjna) polega na wbudowaniu
glikoprotein lamp do btony komoérkowej z nastepujacym po
tym transportem do lizosoméw [3, 4], Na rysunku 2 przed-
stawiono drogi transportu biatek docelowo kierowanych
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TGN - btony aparatu trans-Golgiego
PM - btona plazmatyczna
eE - wczesny endosom
IE - p6zny endosom
L - lizosom
AP-11
AP-2 - biatka adaptorowe
AP-3]
M6P-R - receptor mannozo-6-fosforanu

Rysunek 2. Gtéwne drogi transportu biatek do lizosomoéw.
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do lizosomoéw. Wiekszos¢é biatek lizosomalnych oznako-
wanych resztg mannozo-6-fosforanu, po interakcji z recep-
torem M6P-R dociera przy wspoétudziale biatek adaptero-
wych AP-1 do wczesnych endosomdéw (droga 2, 2a) a takze
czesciowo do péznych endosoméw (droga 3) [3,19,23]. Wy-
sokoglikozylowane i sjalowane biatka bton lizosomalnych
lamp i limp dostarczane sg gtéwnie bezposrednio do lizo-
somow (droga 4) z udziatem biatek adapterowych AP-3 [2,
14, 24]. Niektore biatka, np. kwasna fosfataza, docierajg do
lizosoméw droga sekrecyjng (droga 1, la) z udziatem bia-
tek adaptorowych AP-2 [3, 4, 25]. Procesy segregacji i trans-
portu nowozsyntetyzowanych biatek zostaty szczeg6towo
omowione w artykutach 3,19, 23, 26, 27.

Badania dynamiki syntezy i transportu glikoproteiny
lampl wykazaty, ze prekursorowe nieglikozylowane biatko
0 m. cz. 45kDa w ciggu 12-14 minut zostaje przetranspor-
towane z bton siateczki srédplazmatycznej do bton apara-
tu Golgiego, gdzie nastepuje kohcowy etap N-glikozylacji
1sjalilacja. W ciggu 45 minut dojrzata glikoproteina dociera
do lizosomoéw [15]. Krétki czas transportu moze wskazy-
waé, ze biatka lamp docierajg do lizosomoéw droga trans-
portu bezposredniego. Jednakze obecnos$é zaréwno lampl
jak i lamp2 w bionie plazmatycznej nie wyklucza kierowa-
nia tych glikoprotein drogg posrednig poprzez transport do
btony plazmatycznej [2], Po dotarciu do lizosomow biatka
lamp wystepuja gtéwnie w btonie lizosomalnej, cho¢ pew-
ne formy odnajdywane sg takze w Swietle lizosomu [25, 29,
30], 1zoforma lamp2a w 57-78% wystepujaca w btonie lizo-
somu, stanowi przecietnie 25% catkowitej zawartosci biatek
klasy lamp2. W $wietle lizosomu zawarto$¢ lamp2a waha
sie w granicach 22-43% i stanowi 10% ogolnej puli biatek
klasy lamp2 [16],

Glikoproteiny rodziny limp to integralne biatka btonowe
typu Ill, wielokrotnie przechodzace przez btone lizosomu
(Rys. 1). Wyr6znia sie wsérod nich dwie klasy biatek: limpl
oraz limpll, znacznie réznigce sie budowa. W strukturze
biatek limpl stwierdzono obecnos¢ czterech hydrofobo-
wych domen transbtonowych, ktére zakotwiczajg gliko-
proteine w blonie lizosomalnej. Zaréwno C- jak i N- koniec
zwrdcone sg do cytosolu [2], Pomiedzy trzecim a czwartym
regionem transmembranowym tworzy sie luminalna petla
zawierajgca 3 reszty asparaginy, bedace potencjalnymi miej-
scami N-glikozylacji [31]. Cze$¢ N-glikanéw to kompleksy
typu poli-N-acetylolaktozoamin [2]. C-koricowa domena
cytosolowa biatka limpl sktada sie z 11 reszt aminokwasow,
wsrdd ktorych znajduje sie sygnatowa sekwencja sortujaca
-GYEVM. Motyw ten, oparty na reszcie tyrozyny, odpowia-
da za prawidtowe sortowanie biatka limpl i transport do li-
zosomu przy udziale pecherzykéw optaszczonych klatryng
i biatkami adapterowymi AP.

W odréznieniu od limpl, glikoproteina limpll dwukrot-
nie przechodzi przez btone lizosomu. W tak utworzonej
petli luminalnej znajduje sie 11 miejsc N-glikozylacji. W se-
kwencji aminokwasow petli luminalnej stwierdzono takze
obecnos¢ 5 reszt cysteiny, ktére moga by¢ zaangazowane
w tworzenie mostkdw dwusiarczkowych [4, 32], Cytoso-
lowy C-koniec ztozony jest z 20-21 reszt aminokwasowych
i obejmuje sekwencje sygnatowg (LIRT) zawierajgca dwie
reszty leucyny [32]. Motyw ten, podobnie jak domena boga-
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ta w reszty tyrozyny, rozpoznawany jest przez odpowied-
nie podjednostki biatek adaptorowych AP i umozliwia sor-
towanie biatek klasy limpll do lizosomoéw. Nie wykazano
obecnosci biatek limpll w blonie plazmatycznej, co wskazu-
je na bezposrednie ich kierowanie z regionu trans aparatu
Golgiego do lizosomow [33].

Dynamika procesdéw syntezy i transportu badana byta
rowniez dla biatek limpl i limpll [34], Prekursorowe ich
formy o m. cz. odpowiednio 27kDa i 72kDa docierajg do li-
zosomow w formach o wyzszych masach czasteczkowych,
wynikajgcych z ich glikozylacji w obrebie aparatu Golgiego.
Dojrzate glikoproteiny limpl (35-50kDa) odnajdywano w li-
zosomach po 2 godzinach, a glikoproteiny limpll (74kDa)
po uptywie 1 godziny. Okres pétrwania glikozylowanych
i deglikozylowanych form biatek limp jest r6zny w zalezno-
§ci od stopnia ich glikozylacji i wynosi dla limpl odpowied-
nio 8 i4 godziny, dla limpll - 20 i 1 godzine [34],

Rola glikoprotein bton lizosomalnych nie jest jeszcze
w petni poznana. Silnie glikozylowane domeny luminalne
biatek lamp i limp petnig prawdopodobnie role w ochronie
btony lizosomu przed hydrolitycznym dziataniem enzymow
lizosomalnych [3, 4, 34, 35], Réznice w sekwencji krotkiego
odcinka cytosolowego wskazujg na mozliwos¢ uczestnicze-
nia biatek lamp i limp w réznych interakcjach z biatkami
cytosolu, cytoszkieletem i organellami subkomorkowymi.
Rola biatek lamp i limp w biogenezie lizosomow i funkcjo-
nowaniu systemu endocytarnego jest takze odmienna [2],

Wiadomo, iz rézne formy biatek lamp ulegajg wybidrczej
ekspresji w okreslonych typach tkanek, co wskazuje na spe-
cyficznos¢ ich dziatania [30]. W ostatnim czasie wyjasniono
role glikoproteiny lamp2a jako receptora dla biatek cytoso-
lowych podlegajacych selektywnej proteolizie w warunkach
stresu i gtodu. Proces ten przebiega z udziatem biatek szoku
termicznego (biatek opiekunczych, chaperondéw) i nazywa-
ny jest autofagig zalezng od biatek opiekunczych. Dalsza
czes¢ niniejszego artykutu przedstawia ostatnie doniesienia
dotyczace tego zagadnienia.

SELEKTYWNA PROTEOLIZA BIALEK CYTOSOLOWYCH
Z SEKWENCJA KFERQ

Pierwszym doswiadczalnie zidentyfikowanym biatkiem
degradowanym w lizosomach na drodze selektywnej pro-
teolizy zaleznej od biatek opiekuriczych byta rybonukleaza
A [36]. Na tej drodze ulegaja takze degradacji: dehydrogena-
za 3-fosfogliceroaldehydu [8], aldolaza i fosfogliceromutaza
[12], podjednostki proteasomu [9], czynniki transkrypcyjne
[37] i ich regulatory [11], cytosolowa forma cp-mikroglobu-
liny [12] oraz niektore aneksyny [38]. Wszystkie poznane
do tej pory biatka cytosolowe przeznaczone do specyficznej
degradacji zawierajg pentapeptyd KFERQ (Lys-Phe-Glu-
-Arg-Gln). Ogodtem okoto 30% biatek cytosolowych posia-
da motyw KFERQ, a wiec sg one potencjalnie substratami
w procesie specyficznej degradacji [11], W nerkach i watro-
bie wiekszos¢ biatek z motywem KFERQ to enzymy prze-
mian glikolitycznych o dtugim okresie pottrwania [39].

Kolejnym etapem w poznaniu powyzszego procesu byto
stwierdzenie, iz populacje lizosoméw wyodrebnione z wa-
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Tabela 1. Gtéwne klasy biatek btony lizosomalnej [wg 2, 3, 4,14].

» Komponent
Inne Masa llos¢ domen K
Biatko , czasteczkowa  trans-btono- cu row.co.vvy
nazwy (% catkowitej masy
(kDa) wych .
czasteczkowej)
Igpl20
Igplo7
| | -
amp LEP100 90-120 1 55
lamp-A
Igpllo
lamp2 Igp96 95-120 1 55
lamp-B
CD63
limpl limp-1 30-50 4 35
limplll
lgp85
limpll limp-2 74-85 2 20
limplY

S +
yana owa Udziat innych
sekwencja Droga R Rola
. biatek w trans- )
sortujgca transportu - w komoérce
(C-koniec) po
AG —>lizosomy, I\ZGPP__lR(_()_) -strukturalna
-GYQTI AG —PM — AP-2 (9 ochrona przed
lizosom i
iz y AP-3 (4) hydrolazami
-strukturalna
ochrona przed
. hydrolazami
AG —lizosomy,
M6P-R (-) -receptor dla
-GYEQF AG —PM
Q R - AP-3 (+) biatek cytosolo-
lizosomy
wych (lamp2a)
-udziat w bioge-
nezie lizosoméw
AG —lizosomy, -udziat w fuzji
-GYEVM AG — PM — '\’Q‘SPPAR(S) bton struktur
lizosomy sekrecyjnych
M6P-R (-) -udziat w bio-
AP-1 (- i -
-LIRT AG —>lizosomy ) genfeue. eindo
AP-2 (5) somow i lizoso-
AP-3 (+) mow

=lnne nazwy stosowane przed wprowadzeniem ujednoliconego podziatu na klasy biatek lampl i lamp2 oraz limpl i limpll. Nie wyklucza sig istnie-

nia jeszcze innych biatek o strukturze lamp i limp, np. limpV [wg 32].

"* Symbolem (+) oznaczono biatka uczestniczace w transporcie, symbolem (-) biatka nie uczestniczace w transporcie.
Zastosowane w tabeli skroty: AG - aparat Golgiego; AP - biatko adaptorowe; lamp, limp - integralne biatka btony lizosomu; Igp - glikoproteina
lizosomalna; M6P - mannozo-6-fosforan; M6P-R - receptor mannozo-6-fosforanu; PM - btona plazmatyczna.

troby szczura, szczegdlnie aktywnie uczestniczace w selek-
tywnej degradacji biatek cytosolowych z sekwencjg KFERQ,
sg bogate w biatko szoku termicznego Hsc73 i wyrdzniajg
sie zwiekszong zawartos$cig biatka lamp2a [16]. Ustalono, iz
biatko szoku termicznego Hsc73 uczestniczy w rozpozna-
waniu cytosolowych biatek z sekwencja KFERQ, natomiast
glikoproteina lamp2a petni w btonie lizosomalnej funkcje
receptora dla kompleksu Hsc73-biatko przeznaczone do de-
gradacji.

Cytosolowe biatko Flsc73 z aktywnoscig ATPazy uczest-
niczy w ATP-zaleznym rozpoznaniu sekwencji KFERQ
biatek cytosolowych [40], jak réwniez jest odpowiedzialne
za rozfatdowanie substratu przeznaczonego do degradacji.
Ten ostatni proces jest nieodzowny dla translokacji biatka
przez btone lizosomalng [41].

Oprdcz cytosolowego biatka Flsc73 istniejg jeszcze dwie
inne jego izoformy obecne odpowiednio w $Swietle lizosomu
(tzw. ly-Flsc73) i w btonie lizosomalnej od strony cytosolu
(tzw. lym-Hsc73) [42], Biatka te wspomagajg przemieszcza-
nie substratu do wnetrza lizosomu [10, 43].

Najnowsze badania wykazaty ponadto udziat wielu in-
nych biatek szoku termicznego w procesie selektywnej de-
gradacji biatek w lizosomach [40, 42, 44], Na cytosolowej
powierzchni btony lizosomalnej oprécz biatka lym-Hsc73
wystepuje rowniez kompleks biatek opiekunczych, nie-
odzowny dla przemieszczania substratu przez btone lizo-
somu. W skiad kompleksu wchodzi biatko Hsp40 wzmac-
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niajgce aktywnos$¢ ATP-azowa cytosolowego biatka Hsc73,
co ufatwia identyfikacje substratu z sekwencjg KFERQ. Ko-
lejne elementy kompleksu to biatko Hsp90, biatko Ftip (ang.
Hsc73 interacting protein) oraz biatko Hop (ang. Hsc73-Hsp90
organizing protein), ktére stabilizujg potgczenie pomiedzy
Hsc73, a substratem biatkowym kierowanym do lizoso-
malnej degradacji. Tak utworzony funkcjonalny kompleks
zostaje nastepnie rozpoznany przez biatko receptorowe
lamp2a.

Masa czasteczkowa receptorowej glikoproteiny lamp2a
okreslona na podstawie sekwencji cDNA wynosi 45 kDa,
podczas gdy masa czasteczkowa wyodrebnionego z bton
biatka wynosi 96 kDa. Réznica ta wynika ze znacznej za-
wartosci reszt cukrowcowych w strukturze glikoproteiny
(dane przedstawione w poprzednim rozdziale). Najbar-
dziej rozbudowang czescig biatka receptorowego jest silnie
glikozylowana domena luminalna, stanowigca N-koniec
polipeptydu. Krétki, cytosolowy C-koniec zbudowany jest
zaledwie z 12 aminokwasow, z ktérych czes¢ tworzy sy-
gnatowg sekwencje sortujaca -GYEQF odpowiedzialng za
prawidtowe kierowanie glikoproteiny lamp2a do lizosomu
[8] - patrz tabela 1, Rys. 1. Domena C-koricowa uczestni-
czy takze w rozpoznawaniu substratdw przeznaczonych
do degradacji czyli biatek z sekwencjg KFERQ. Obecnosé
w regionie C-konca czterech dodatnio natadowanych reszt
aminokwasowych (KHHH) jest konieczna dla prawidtowej
interakcji receptora z substratami kierowanymi do degrada-
cji [16].
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Rysunek 3. Mechanizm transportu biatek cytosolowych do lizosomu (zmienione
wg. [42, 44]).

Glikoproteina lamp2a moze polimeryzowaé¢ z wytwo-
rzeniem form tetra-, okta- i multimerycznych, co sugeruje
mozliwos$¢ tworzenia w blonie lizosomu kanatéw o réznej
Srednicy, utatwiajgcych transport biatek [16].

Hipotetyczny mechanizm transportu biatek cytosolo-
wych do lizosomu przedstawiono na rysunku 3 [dane wg.
42, 44], Sekwencja wydarzenh prowadzaca do degradacji po-
lega na rozpoznaniu cytosolowego biatka z sekwencjg KFE-
RQ przez cytosolowg forme Hsc73, ktére przy wspoétudziale
innych biatek opiekunczych tworzy aktywny kompleks. Ko-
lejny etap prowadzi do rozfatdowania biatka i wytworzenia
konformacji optymalnej dla translokacji. Na cytosolowej
powierzchni btony lizosomu biatko w kompleksie z Hsc73
zostaje rozpoznane przez biatko receptorowe lamp2a i przy
udziale dodatkowych biatek opiekuniczych Iym-Hsc73,
Hsp40, Hsp90, Hip oraz Hop przechodzi przez btone lizo-
somalna. Od strony Swiatla lizosomu przechodzenie wspo-
maga biatko ly-Hsc73 .

REGULACJA PROCESU AUTOFAGII ZALEZNEJ OD BIA-
LEK OPIEKUNCZYCH

Regulacja selektywnej degradacji biatek cytosolowych na
drodze autofagii zaleznej od biatek opiekunczych odbywa
sie gtdwnie poprzez regulowanie zawartosci biatka lamp2a
w btonie lizosomu [5, 8, 30] oraz poprzez kontrole zawar-
tosci biatek Hsc73, w szczegdlnosci izoformy lizosomalnej
[10].
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Ogdlna ilo$¢ biatka lamp2a w btonie lizosomalnej wyno-
si 5,8 pg na 100 pg biatek btonowych i zalezy od aktywno-
§ci procesu autofagii zachodzacej z udziatem biatek opie-
kunczych [30]. Badania Cuervo i Dice [8] potwierdzily, iz
wzrost zawartosci biatka lamp2a w fibroblastach cztowieka
powoduje zwigkszenie wydajnosci specyficznej proteolizy.
Zmiany w zawartosci glikoproteiny lamp2a w btonie lizo-
somu nie zalezg od poziomu ekspresji tego biatka, ale od
jego odpornosci na degradacje oraz od dystrybucji pomie-
dzy btong a wnetrzem lizosomu [28-30],

Badania Cuervo i Dice [30] nad procesami degradacji
biatka lamp2a wykazujg, iz obecnos¢ biatek cytosolowych
podlegajagcych autofagii z udzialem bialek opiekunczych
chroni receptor lamp2a przed degradacjg. Biatka nie bedace
substratami dla proteolizy specyficznej np. owoalbumina
nie wywierajg efektu ochronnego. Uaktywnieniu degradacji
biatka lamp2a towarzyszy zmniejszanie si¢ zawartosci funk-
cjonalnej formy tego receptora w btonie lizosomu i pojawia-
nie sie fragmentu biatka lamp2a o nizszej masie czgsteczko-
wej, reagujgcego z przeciwciatami dla domeny luminalnej
tego biatka. Zastosowanie inhibitoréw proteaz pozwolito
na stwierdzenie, iz inhibitor proteaz serynowych 4-(2-ami-
noetylo)-benzenosulfonylofluorek (AEBSF) a takze zwia-
zek chelatujacy EDTA modyfikujg proces proteolitycznego
rozktadu lamp2a. AEBSF hamuje tworzenie sie fragmen-
tu luminalnego o nizszej masie czgsteczkowej, natomiast
EDTA catkowicie blokuje proces proteolizy biatka lamp2a
[30]. Wedtug wspomnianych autoréw degradacja recepto-
ra lamp2a wymaga obecnosci dwoch enzymow: katepsyny
A wykazujacej aktywnos$¢ karboksypeptydazy serynowej
(PPCA) oraz metaloproteazy. PPCA asocjuje z receptorem
lamp2a na luminalnej powierzchni btony lizosomalnej. Aso-
cjacja PPCA zalezna jest od obecnosci kationéw dwuwar-
tosciowych i hamowana w obecnosci EDTA. Jako miegjsce
ciecia enzym ten rozpoznaje wigzanie peptydowe pomie-
dzy resztami fenyloalaniny i leucyny znajdujgcymi sie na
granicy domeny transbtonowej i luminalnej biatka lamp2a.
Rozszczepienie lamp2a i uwolnienie domeny luminalnej do
Swiatta lizosomu uaktywnia (posrednio lub bezposrednio)
drugi enzym - metaloproteaze w wyniku czego nastepuje
odciecie domeny cytosolowej i catkowita degradacja recep-
tora lamp2a (Rys. 4) [45],

Komorki z niskg aktywnoscig katepsyny A (PPCA) wy-
kazujg wysoki poziom lamp2a i tym samym wysokg wydaj-
nos¢ autofagii z udziatem biatek opiekunczych. W warun-
kach stresu, na skutek zmian w skladzie wnetrza lizosomu,
PPCA oddysocjowuje od btony lizosomalnej i uniemozliwia
degradacje biatka lamp2a, wskutek czego zawartos¢ recep-
tora lamp2a w btonie jest rowniez wysoka [45],

Transport substratow przez btone lizosomu przy udzia-
le receptora lamp2a powoduje czesciowsq internalizacje tej
glikoproteiny do $wiatta lizosomu, jednak dzieki proceso-
wi reinsercji receptor powraca do btony lizosomalnej [30],
W populacjach lizosoméw z wysoka aktywnoscia autofagii
z udziatem biatek opiekunczych az 78% lamp2a znajduje si¢
w blonie a 22% we wnetrzu lizosomu, natomiast w lizoso-
mach z niskg aktywnoscig tego procesu tylko 57% lamp2a
pozostaje w btonie lizosomu a 43% obecne jest w jego wne-
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Rysunek 4. Degradacja receptora lamp2a.

trzu [16]. Dane te wskazuja, iz internalizacja i ponowne
wstawianie glikoproteiny lamp2a sg kolejnym mechani-
zmem regulujacym intensywnos$¢ procesu selektywnej pro-
teolizy biatek cytosolowych z sekwencjg KFERQ.

Giéwnym mechanizmem regulujagcym stezenia biatek
Hsc73 jest kontrola proceséw ich proteolitycznego rozktadu.
Proteoliza Hsc73 zachodzi najefektywniej w pH 5.75 - 6.20.
W warunkach stresu w komérkach dominuje populacja li-
zosomOw o obnizonym pH [10], czego wynikiem jest nizszy
poziom degradacji biatek Hsc73 w lizosomach i zwiekszo-
na wydajnos$¢ selektywnej proteolizy na drodze autofagii
zaleznej od biatek opiekuniczych. Wykazano ponadto, ze
cytosolowa forma biatka Hsc73 zawiera dwa powtdrzenia
motywu KFERQ i moze by¢ dostarczana do lizosomu jako
substrat dla specyficznej proteolizy. Jednak w zaleznosci od
pH wnetrza lizosomu ulega degradacji lub zwieksza pule
lizosomalnego Hsc73 wspomagajacego proces transportu
wybranych biatek (Rys. 3) [8,10].

W artykule oméwiono jedynie najistotniejsze mecha-
nizmy regulacji intensywnosci procesu autofagii zaleznej
od biatek opiekunczych, zachodzacej w warunkach stresu
i glodu. Procesy wyzej opisane mogg by¢ réwniez w okre-
$lonych tkankach i warunkach (np. pod wpltywem epider-
malnego czynnika wzrostu) hamowane poprzez obnizenie
ekspresji biatek uczestniczacych w selektywnej proteolizie
[39].
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Lysosomal membrane glycoprotein lamp2a - receptor for chaperone-mediated
degradation of cytosolic proteins
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ABSTRACT

The structure of several lysosomal membrane glycoproteins (lampl, lamp2, limpl and limpll) has been described. The significance of the
receptor glycoprotein lamp2a in the chaperone-mediated autophagy of cytosolic proteins with KFERQ motif has been described in details as
well as the chaperone protein Hsc73 and other chaperones involved in this process. Several modulatory mechanisms of the chaperone-mediated
autophagy, which is activated in condition of stress and starvation, were also outlined.
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Serynowo-treoninowe fosfatazy biatkowe w Bacillus

STRESZCZENIE

enom gram-dodatniej bakterii glebowej Bacillus subtilis koduje sze$¢ serynowo-treoni-
Gnowych fosfataz biatkowych podobnych do eukariotycznych odpowiednikéw. Petnig
one szereg waznych funkcji w komdrce bakterii takich jak: kontrola odpowiedzi na warunki
stresowe zwigzane ze $rodowiskiem lub dostepnoscia sktadnikéw odzywczych (trzy fos-
fatazy RsbX, RsbU i RsbP), proces formowania przetrwalnikéw (fosfataza SpollE) czy tez
transport cukréw do komérki (kinaza-fosfataza Hpr). W komoérce obecne sg réwniez dwie
kolejne fosfatazy (PrpC i PrpE) o nieustalonych do tej pory funkcjach. Przedstawione proce-
sy komdérkowe regulowane przez serynowo-treoninowe fosfatazy biatkowe sg bardzo istotne
dla przetrwania bakterii w $rodowisku naturalnym. Fosfatazy biatkowe musza dziata¢ w po-
wigzaniu z kinazami biatkowymi, lecz nie powinny znajdowa¢ sie w ich cieniu poniewaz
petnig rownie istotne funkcje.

HISTORIA BADAN NAD FOSFORYLACIJA BIALEK

Regulacja aktywnosci enzyméw poprzez odwracalng fosforylacje reszt sery-
ny i treoniny w biatkach zostata opisana po raz pierwszy na przyktadzie komo-
rek miesni, gdzie odgrywa kluczowsa role w regulacji metabolizmu glikogenu.
Wkrétce fosforylacja reszt Ser/Thr/Tyr zostata uznana za uniwersalny mecha-
nizm regulacji funkcji zyciowych komdérek i ich adaptacji do zmiennych warun-
kéw srodowiska czy petnienia wyspecjalizowanych funkcji w organizmach wie-
lokomérkowych [1], Od tego czasu liczba opisanych enzyméw biorgcych udziat
w fosforylacji i defosforylacji biatek rosnie nieprzerwanie [2]. Ro$nie rowniez
liczba prac poswieconych fosforylacji biatek, w roku 1970 opublikowano ich 175,
w 1980 - 723, w 1990 - 2355 a natomiast w roku 2000 az 6718.

ZNACZENIE FOSFORYLACJI DLA ORGANIZMOW ZYWYCH

Organizmy zywe, zmagajac sie z réznorodnymi warunkami $srodowiskowy-
mi, wyksztatcity w toku ewolucji wiele mechanizmdw, ktére umozliwiajg im
przystosowanie sie do zachodzgcych zmian w otoczeniu. Mechanizmy te funk-
cjonujg na wszystkich poziomach budowy i organizacji $wiata ozywionego. Dla
organizmoéw jednokomérkowych jedynym sposobem odpowiedzi na zmiany
srodowiskowe jest dostosowanie metabolizmu komorki do aktualnie panuja-
cych warunkéw. Odbywa sie to poprzez synteze odpowiednich enzymoéw lub
produkcje badZz gromadzenie odpowiednich zwigzkéw niskoczasteczkowych.

W toku ewolucji zostaty wyksztatcone systemy kontroli ekspresji genéw oraz
regulacji aktywnosci powstatych biatek tak, aby mogta mie¢ miejsce precyzyjna
regulacja ich aktywnosci. Najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem regu-
lacji aktywnosci biatek, znajdujacych sie w komérkach, jest odwracalna fosfo-
rylacja. Na uniwersalno$¢ tego sposobu regulacji sktada sie kilka faktéw: nie-
wielkie wymagania odnosnie miejsca fosforylacji, wysoka gestos¢ tadunku elek-
trycznego w przytaczanej grupie fosforanowej oraz duze mozliwosci tworzenia
wigzan wodorowych z otaczajgcymi ja resztami aminokwasowymi [3], W kaz-
dej grupie organizmoOw ten rodzaj regulacji petni istotng role w przekazywaniu
roznorodnych sygnatéw wewngtrz komarki oraz pomiedzy nimi. Zmiana stanu
fosforylacji biatek wewngtrzkomoérkowych prowadzi do zmian ich aktywnosci
i/lub funkcji. Zmiany te w niektorych przypadkach mogg przebiegaé sponta-
nicznie lub przy udziale specyficznych enzyméw: kinaz i fosfataz biatkowych.
Kinazy biatkowe katalizujg reakcje kowalencyjnego przytgczenia grupy ortofos-
foranowej do tancuchoéw bocznych niektorych reszt aminokwasowych, fosfatazy
natomiast dzieki reakcji hydrolizy je odtaczaja.

Duza cze$¢ biatek kodowanych przez genomy organizméw wyzszych (okoto
30%) ulega fosforylacji na resztach Ser/Thr/Tyr. W zwigzku z tym w genomach
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organizméw eukariotycznych, na przyktad cztowieka, moz-
na znalezé ogromng liczbe genéw kodujacych kinazy (po-
nad 500) i fosfatazy biatkowe (ponad 100), ktoére zajmujg
okoto 3% kodujgcej biatko czesci genomu [1]. Organizmy
prokariotyczne sg ubozsze w enzymy tego typu, lecz row-
niez posiadajg po kilka lub kilkanascie kinaz i fosfataz biat-
kowych [4].

Przytgczenie lub usuniecie grupy fosforanowej z cza-
steczki biatka moze wptywac na jego aktywnos¢ i wiasciwo-
ci. Dla przykiadu, fosforylacja biatek pozwala na regulacje
aktywnosci enzyméw poprzez allosteryczne zmiany ich
konformacji, przez bezposrednie blokowanie dostepu do
centrum katalitycznego enzymu lub zmiane powinowactwa
biatko-biatko. W niektorych wypadkach trudno jest wska-
za¢ bezposredni wptyw przytaczonej grupy fosforanowej
na strukture biatka, mimo to proces fosforylacji/defosfory-
lacji zachowuje swoje znaczenie regulacyjne [3], Do tej pory
wiekszym zainteresowaniem badaczy cieszyly sie kinazy
biatkowe, natomiast fosfatazy biatkowe byty obiektem nie-
wielu badan.

Z punktu widzenia fosforylacji biatek, Bacillus subtilis
jest ciekawym mikroorgranizmem, poniewaz zawiera wiele
systemow dwusktadnikowych (ang. two-component systems)
[5], charakterystycznych dla bakterii. Jego genom koduje
rowniez enzymy wykazujace podobienstwo do eukario-
tycznych odpowiednikdéw: dwie kinazy biatkowe i dziesie¢
fosfataz. Sposréd 4000 biatek kodowanych w genomie B.
subtilis ponad 100 ulega fosforylacji na resztach Ser/Thr/
Tyr. Wzor fosforylowanych biatek uzyskiwany dzieki elek-
troforezie dwukierunkowej zmienia sie znacznie w zalezno-
$ci od odpowiedzi na r6zne warunki wzrostowe. Na pod-
stawie tych wiadomos$ci mozna przypuszczac, ze genom B.
subtilis koduje jeszcze wiele nieznanych do tej pory biatek,
ktére moga funkcjonowacé jako kinazy lub fosfatazy seryno-
wo-treoninowe.

KLASYFIKACJA FOSFATAZ BIALKOWYCH

Fosfatazy biatkowe dzieli sie na trzy duze rodziny enzy-
mow: fosfataz tyrozynowych (PTP), metalo-fosfataz biatko-
wych (PPM) i fosfataz biatkowych (PPP). Rodzina fosfataz
tyrozynowych skupia enzymy podzielone na trzy podro-
dziny: konwencjonalne fosfatazy tyrozynowe, dwu-specy-
ficzne fosfatazy tyrozynowe mogace wykorzystywac jako
substrat wszystkie O-fosforany, oraz mate, kwasne fosfata-
zy tyrozynowe. Niniejszy artykut dotyczy fosfataz seryno-
wo-treoninowych. W zwigzku z tym rodzina fosfataz tyro-
zynowych nie bedzie omawiana w dalszej czesci artykutu.
Rodzina metalo-fosfataz biatkowych skupia metalo-fosfata-
zy z najlepiej poznanym przedstawicielem PP2C. Rodzina
fosfataz biatkowych PPP stanowi najliczniej reprezentowa-
ng grupe fosfataz biatkowych w organizmach wyzszych [6].
Do osobnej rodziny nalezy zaliczy¢ dwufunkcyjne biatko
- kinaze/fosfataze Hpr [7].

CHARAKTERYSTYKA RODZINY METALO-FOSFATAZ
BIALKOWYCH (PPM)

Pierwszy odkryty przedstawiciel tej rodziny, fosfataza
PP2C pochodzaca z watroby szczura zostata pierwotnie za-
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klasyfikowana jako fosfataza rodziny PPP. Dopiero po ana-
lizie sekwencji aminokwasowej i wykazaniu braku homolo-
gii wzgledem innych przedstawicieli rodziny PPP, fosfataza
ta zostata z niej wytaczona dajac poczatek rodzinie metalo-
-fosfataz biatkowych. Poczatkowo znano tylko izoformy a i
(3 pézniej odkryto réwniez izoforme y. Na uwage zastuguje
wysoki stopiert homologii przedstawicieli PP2C pomiedzy
réoznymi gatunkami. Na przykitad, fosfataza PP2C cztowie-
ka i szczura wykazujg 90% identycznosci. Enzymy nalezace
do tej rodziny dziatajg zwykle jako pojedyncze biatka bez
udziatu innych polipeptydéw. Cze$¢ katalityczna i czesci
regulatorowe znajduja sie w tym samym fancuchu polipep-
tydowym. Przyktadem moze by¢ biatko ABI1 z Arabidopsis
thaliana posiadajgce fosfataze PP2C potgczong z czynnikiem
wydtuzania peptydu lub bakteryjna fosfataza SpollE, ktéra
posiada wiele rejonéw btonowych, domene centralna o nie-
ustalonej funkcji i domene fosfatazowa [8]. Rdzen katali-
tyczny tych fosfataz sktada sie z okoto 200 reszt aminokwa-
sowych, w ktérych mozna wyréznié 11 konserwowanych
motywow z 14 niezmiennymi resztami aminokwasowymi
zaangazowanymi w wigzanie atoméw metalu oraz substra-
tu [9, 10]. Najlepiej poznanym przedstawicielem eukario-
tycznych fosfataz PPM jest fosfataza PP2Ca cziowieka.

Centrum aktywne fosfataz z rodziny PPM jest potozone
na szczycie centralnej ,,kanapki" zbudowanej z (3-struktur.
Enzymy z tej rodziny posiadajg w centrum aktywnym dwa
atomy metalu, najczesciej Mg lub Mn, koordynowane przez
4 niezmienne reszty kwasu asparaginowego oraz 6 czaste-
czek wody. Atom manganu znajdujacy sie w miejscu M|
jest zwigzany z czterema czasteczkami wody, natomiast
drugi, zlokalizowany w miejscu M2 z trzema czgsteczkami
wody. Jedna czgsteczka wody jest koordynowana przez oba
atomy metalu réwnoczes$nie. Atom metalu M1 jest zwiaza-
ny z jedng resztg kwasu asparaginowego i glutaminowego
oraz atomem tlenu pochodzacym z reszty glicyny. Jon Mn2
zajmujacy miejsce M2, jest zwigzany tylko z 3 resztami Asp.
Reakcje defosforylacji przeprowadza aktywowana czgstecz-
ka wody, ktéra atakuje wigzanie estrowe pomiedzy grupa
fosforanowg a tancuchem bocznym reszty aminokwaso-
wej wedtug mechanizmu SN [9, 11]. Zaproponowany me-
chanizm wspiera réwniez fakt, iz nie udato sie do tej pory
stwierdzi¢ istnienia produktu przejSciowego, fosfo-enzy-
rnu.

Inne jony, takie jak Ca2; Ni2+tczy Zn2+sg inhibitorami tych
enzymow, gdyz prawdopodobnie konkurujg z jonami Mg2+
lub Mn2+0 miejsce aktywne. Jednak Fjeld i Denu pokazali,
ze jony Fe2+dziatajg 1000-krotnie wydajniej z PP2Ca [12].

Fosfataza PrpC jest enzymem zaleznym od jonéw Mn2+
Gen kodujacy ten enzym jest eksprymowany konstytutyw-
nie w komérkach B. subtilis podczas wzrostu w hodowli
ptynnej. Wykazano réwniez, ze ufosforylowana forma Ki-
nazy PrkC jest dobrym substratem dla tego enzymu [13]. Ki-
naza PrkC okazata sie by¢ biatkiem zakotwiczonym w bto-
nie komdrkowej, z domeng katalityczng znajdujacg sie we
wnetrzu komoérki. Ponadto stwierdzono, ze geny kodujace
omawiane biatka sg ko-eksprymowane, co wspiera hipo-
teze zakladajaca dziatanie wyzej wymienionych enzyméw
w tym samym procesie komorkowym. Istniejg réwniez
dane przemawiajace za pewng rolg PrpC i PrkC w proce-
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sie formowania przetrwalnikow przez komdérki 8. subtilis
i tworzeniu biofilmu [14]. Dokfadniejsza analiza czgsteczki
kinazy PrkC pozwolita ustali¢, ze jest ona fosforylowana
w o$miu miejscach (siedem reszt treoniny ijedna reszta se-
ryny) znajdujacych sie w trzech rejonach. Dwa z nich znaj-
dujag sie w obrebie czesci katalitycznej i sg to cztery reszty
treoniny w rejonie petli aktywacyjnej oraz jedna reszta se-
ryny znajdujgca sie w pewnym oddaleniu od petli aktywa-
cyjnej. Pozostate reszty treoniny ulegajgce autofosforylacji
tworzg trzeci rejon i znajdujg sie w czesci przymembrano-
wej czgsteczki PrkC [15].

CHARAKTERYSTYKA RODZINY FOSFATAZ BIALKO-
WYCH (PPP)

Do rodziny fosfataz bialkowych zaliczamy eukarioty-
czne fosfatazy typow: PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 i
PP7; jednakze w organizmach prokariotycznych wystepujg
one stosunkowo nielicznie [4, 16]. Fizjologiczna funk-
cja bakteryjnych przedstawicieli tej rodziny réwniez po-
zostaje stabo poznana. Mozna moéwi¢ wytacznie o postu-
lowanej funkcji fosfataz PrpA i PrpB z Escherichia coli, ktdre
wydaja sie by¢ zaangazowane w usuwanie nieprawidtowo
zwinietych biatek znajdujacych sie w cytoplazmie komor-
ki [17]. Fosfatazy biatkowe nalezgce do rodziny PPP majg
rdzen katalityczny sktadajacy sie z okoto 280 reszt aminok-
wasowych, w ktérym wyrdéznia sie trzy niezmienne moty-
wy: DXH-(~25)-GDXXD-(~25)-GNHD/ E) [18]. Pozostate
czesci czasteczek fosfataz moga nie wykazywaé zadnej
homologii pomiedzy sobg. W komdrkach eukariotycznych
rdzenie katalityczne fosfataz (np. PPlc, PP2A, PP2B itp.)
wystepujg w kompleksach z podjednostkami nadajgcymi im
specyficznosé substratowa lub regulujacymi ich aktywnos¢.
W komadrkach bakteryjnych fosfatazy biatkowe dziatajg jako
pojedyncze polipeptydy [17, 19, 20]. Zaznaczy¢ rowniez
nalezy podobienstwo konserwowanych motywoéw fosfa-
taz biatkowych z hydrolazami diadenozynopolifosforanéw
[21]. Enzymy nalezace do tej grupy zawierajg w centrum ak-
tywnym dwa dwuwartosciowe jony metali takich jak Zn, Fe,
Mg lub Ni. W przypadku fosfatazy PP1 sg to jony Fe2+i Mn2t
aw przypadku PP2B Zn2+i Fe2: Do tej pory brak jest danych
krystalograficznych w odniesieniu do enzyméw prokario-
tycznych. Jednak w przypadku fosfatazy PP1 bakteriofaga \
stwierdzono w szeregu doswiadczen wykorzystujgcych
elektronowy rezonans paramagnetyczny, ze sg tojony Mn2+
[22]. Analizy biochemiczne umozliwity przypuszczenie, ze
fosfatazy PrpA i PrpB z E. coli wykorzystujg jony Mg2+[17],
a PrpE z B. subtilis, Ni2+ [20]. Jony metalu oddziatywujg z
resztami kwasu asparaginowego, histydyny i asparaginy
znajdujgcymi sie w niezmiennych motywach wszystkich fos-
fataz rodziny PPP. Wspomniane reszty budujg centrum ak-
tywne enzymu i oddziatywujg posrednio lub bezposrednio
z grupg fosforanowg zwigzang z resztg seryny lub treoniny
substratu. W kieszeni katalitycznej znajdujg sie réwniez
czgsteczki wody, zwigzane z jonami metalu i pozostajgce
w odlegtosci van der Waalsa do grupy fosforanowej. Jedna
z czasteczek wody tam sie znajdujacych dziata jako akty-
wowany metalem nukleofil. Hydroliza wigzania estrowego
pomiedzy grupa fosforanowg a tancuchem bocznym de-
fosforylowanego aminokwasu jest reakcjg jednoetapowsa,
prowadzong przez aktywowang czgsteczke wody lub anion
OH* [11].
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CHARAKTERYSTYKA KINAZY/FOSFATAZY Hpr

Dwufunkcyjny enzym, katalizujgcy fosforylacje i defos-
forylacje biatka Hpr, zwany HprK, nie wykazuje homologii
do zadnej grupy poznanych do tej pory enzyméw zaanga-
zowanych w fosforylacje i defosforylacje biatek [7], Kinazy/
fosfatazy HprK, to biatka zbudowane z 304-320 reszt ami-
nokwasowych. Na uwage zastuguje fakt, ze wszystkie prze-
badane pod tym katem gatunki bakterii zawieraja zawsze
tylko jeden gen kodujgcy biatko HprK. Réwniez organizacja
gendw otaczajgcych gen hprK jest zblizona pomiedzy réz-
nymi gatunkami bakterii [23], Enzym HprK jest regulowa-
ny allosterycznie przez fruktozo-l,6-bisfosforan spetniajgcy
funkcje aktywatora oraz fosforan nieorganiczny bedacy
inhibitorem aktywnosci kinazy [24]. Kolejng czasteczka
majaca wptyw na aktywnos$¢ enzymu HprK jest ATP. Jego
wysokie stezenie faworyzuje aktywno$¢ kinazy, niskie za$
fosfatazy [25]. Wigzanie niskoczgsteczkowych aktywatorow
przez kompleksy biatka HprK jest kooperatywne. Analiza
mutacyjna enzymow tego typu, pochodzacych z réznych
gatunkéw bakterii wykazata, iz mozliwe jest otrzymanie
mutantéw majacych uposledzong jedna z aktywnosci - fos-
fatazy badZ kinazy biatkowej [26, 27]. W czgsteczkach ki-
naz biatka Hpr znaleziono dwa silnie konserowane rejony.
Pierwszy, tworzacy motyw A Walkera i odpowiadajacy za
wigzanie nukleotydow oraz drugi charakterystyczny tylko
dla kinaz/fosfataz HprK, zaangazowany w oddziatywanie
z resztg seryny 46 biatka Hpr [28], Biatko to w roztworze
tworzy homoheksamery, wykazujace potrojng symetrie [29,
30], Kolejne badania wykazaty, ze powinowactwo enzymu
do biatka Hpr wzrasta dziesieciokrotnie w obecnosci ATP
oraz wskazaly na obecnos¢ i role kationéw metali w tym
procesie. Dowiedziono rowniez, ze fosforan nieorganiczny
hamuje aktywnos$¢ kinazy biatka HprK poprzez wigzanie
sie do miejsca zajmowanego przez ATP [31]. Mechanizm
defosforylacji biatka Hpr przez omawiany enzym jest row-
niez odmienny. Grupg funkcyjng atakujacg reszte ortofos-
foranowa zwigzana z aminokwasem jest druga grupa orto-
fosforanowa. Dlatego tez defosforylacja przeprowadzana
przez biatko HprK jest reakcjg fosfo-fosforolizy i prowadzi
do powstania czgsteczki pirofosforanu. Reakcja ta moze
rowniez przebiega¢ w przeciwnym kierunku, to znaczy,
w warunkach duzego stezenia pirofosforanu moze on stu-
zy¢ jako donor grupy ortofosforanowej w reakcji fosforyla-
cji biatka Hpr [32].

FUNKCJE PEENIONE PRZEZ FOSFATAZY Ser/Thr U B.
subtilis

PRZEGLAD FOSFATAZ KODOWANYCH PRZEZ GENOM B.
subtilis

Fosfatazy kodowane w genomie B. subtilis sg bardzo zréz-
nicowane. Pie¢ z nich (RsbX, RsbU, RsbP, SpollE i PrpC)
nalezy do rodziny metalo-fosfataz biatkowych, jedna repre-
zentuje rodzing PPP (PrpE), pozostate cztery sg fosfataza-
mi tyrozynowymi. Dwie z nich sg przedstawicielami kon-
wencjonalnych fosfataz tyrozynowych (YtrC i Yvcl), a YfkJ
i YWIE reprezentujg mate, kwasne fosfatazy tyrozynowe
[33]. Fosfatazy RsbX, U i P tworzg system aktywacji czyn-
nika oB odpowiedzialnego za transkrypcje genéw regulonu
odpowiedzi na stres [34, 35]. Biatko SpollE uczestniczy we
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weczesnych etapach sporulacji jako czes$¢ systemu aktywacji
podjednostki oF dziatajacej w formowanej presporze [36,
37]. Para kinaza-fosfataza biatkowa PrkC-PrpC uczestniczy
posrednio w procesie sporulacji i tworzenia biofilmu [14].
Ostatnia z opisywanych fosfataz, PrpE, zostata scharakte-
ryzowana tylko na poziomie biochemicznym [20] i jej rola
komorkowa pozostaje jeszcze niewyjasniona.

REGULACJA ODPOWIEDZI NA STRES

Bacillus subtilis jako wolno zyjaca bakteria glebowa jest
bardzo czesto narazony na niekorzystne warunki $ro-
dowiskowe, ktore ograniczajg jego mozliwosci wzrostu.
Osiagniecie przez komorki B. subtilis fazy stacjonarnej lub
poddanie ich dziataniu stresu srodowiskowego (tj. nieko-
rzystnej temperaturze, wysokiemu stezeniu soli czy dzia-
taniu alkoholu) powoduje aktywacje regulonu odpowiedzi
stresowej. Ekspresja ponad 100 gendéw wchodzacych w jego
sktad jest zalezna od czynnika transkrypcyjnego oB Bierze
w nim udziat 9 biatek z rodziny genéw rsb (ang. regulator
of sigma B) oraz kilkanascie innych biatek [38, 39], Ogdlnie
przyjmowany schemat aktywacji czynnika oB przedstawia
rysunek 1.

W komoérkach niepodlegajacych zadnemu stresowi czyn-
nik oBznajduje sie w kompleksie z kinazg RsbW, bedacg
czynnikiem anty-oB co powoduje jego inaktywacje. Czyn-
nik anty-anty-oB czyli biatko RsbV jest fosforylowane przez
kinaze RsbW, czynnik any-oB Zapobiega to jego wigzaniu
do kompleksu kinazy RsbW z podjednostka oBi wypieraniu
jej z kompleksu RsbW-oB Gdy komorki B. subtilis wchodzg
w stacjonarng faze wzrostu, majg miejsce dwa zdarzenia:
spada poziom wewnatrzkomorkowego ATP co czyni fosfo-
rylacje biatka RsbV mato wydajng oraz wzrasta aktywnosé
fosfatazy RsbP [34, 40], Nalezy doda¢, ze fosfataza RsbP jest
aktywowana dzigki funkcji biatka RsbQ o niewyjasnonej
jeszcze funkcji [34], Rezultatem wyzej wymienionych proce-
sow jest zwiekszenie puli nieufosforylowanej formy biatka
RsbV, powstanie kompleksu RsbW-RsbV, a w konsekwencji
uwolnienie i aktywacja podjednostki oB Postuluje sie row-
niez, ze istotnym czynnikiem podczas aktywacji regulonu
odpowiedzi stresowej jest aktywno$¢ kinazy RsbW, na kt6-
rg ma wplyw stosunek stezenia ATP do ADP w komorce.
Aktywacja regulonu odpowiedzi na stres zachodzi wedtug
tego schematu wowczas, gdy obnizeniu ulega poziom ener-
gii w komorece.

W przypadku stresu srodowiskowego aktywacja pod-
jednostki oB przebiega odmiennie. Poczgtkiem aktywacji
oBw odpowiedzi na stres srodowiskowy jest rozpad kom-
pleksu RsbT-RsbS, w ktéorym kinaza RsbT pozostawata nie-
aktywna [41]. Fosforyluje ona biatko RsbS, ktdére przestaje
hamowac jej aktywnos$¢. Wolna kinaza RsbT tgczy sie z fos-
fatazg RsbU, ktéra defosforylujac biatko RsbV doprowadza
do aktywacji podjednostki oB Wytlumienie odpowiedzi
stresowej zachodzi dzieki biatku RsbX, ktére defosforylu-
je RsbS i umozliwia mu ponowne wytworzenie kompleksu
z kinazg RsbT [42], Nalezy doda¢, ze kinaza RsbT jest ak-
tywowana przez biatko Obg, RsbR oraz jego homologi [38,
43], Wspotdziatanie odpowiedzi na stres z innymi procesa-
mi zapewnia znacznie podwyzszong przezywalnos¢ komo-
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rek i wydajno$¢ sporulacji podczas ich hodowli w niskiej
temperaturze (20°C) [44],

FOSFATAZA RsbX

Jest to najmniejsza fosfataza biatkowa nalezaca do rodzi-
ny PPM kodowana przez genom B. subtilis. Czgsteczka RsbX
sktada sie z 199 reszt aminokwasowych i posiada mase oko-
to 22 kDa. Produkt genu rsbX byt pierwszym poznanym re-
gulatorem aktywnosci podjednostki oB Podejmowane pro-
by wyjasnienia roli biatka RsbX w aktywacji podjednostki
oBwskazywaty na posrednie dziatanie tego enzymu. Jednak
wysoki poziom ekspresji gendw zaleznych od podjednostki
oBw szczepach niosgcych mutacje rsbX~ byt trudny do wyja-
$nienia. Badania genetyczne dowiod}y, ze regulacja pozio-
mu odpowiedzi na stres przez RsbX jest zalezna od obec-
nosci funkcjonalnego biatka RsbU [45], W przypadku braku
lub obnizonej ilosci biatka RsbX aktywnos$¢ oButrzymuije sie
na wysokim poziomie mimo ustania warunkéw wywotuja-
cych stres [46], Tak wiec, biatko RsbX jest czynnikiem ogra-
niczajgcym poziom odpowiedzi stresowej w komaorkach B.
subtilis. Istnieje rowniez inny mechanizm redukujacy ilo$¢
wolnej podjednostki 0B niezalezny od biatka RsbX [47], Fos-
fataza RsbX defosforyluje biatko RsbS bedgce inhibitorem
aktywnosci kinazy RsbT. Nieufosforylowana forma biatka
RsbS wigze sie z kinazg RsbT, co przerywa aktywacje regu-
lonu odpowiedzi na stres [42], Budowa biatka RsbX skia-
dajgcego sie tylko z domeny katalitycznej, sugerowata brak
mechanizmu regulacji aktywnosci enzymatycznej. Jednak
aktywnos¢ fosfatazy RsbX jest jednak w pewnym zakresie
regulowana przez stres Srodowiskowy [48]. Mechanizm ten
jest niezalezny od biatek RsbR i Obg, uczestniczacych w ak-
tywacji odpowiedzi stresowe;.

Podsumowuijac, fosfataza RsbX jest negatywnym regula-
torem odpowiedzi stresowej komorki B. subtilis.

FOSFATAZA RsbU

Czasteczka fosfatazy RsbU skiada sie z 335 reszt amino-
kwasowych i ma mase 38,5 kDa. Badania przeprowadzone
przez Wise i Price pokazaty, iz produkt genu rshll wykazuje
znaczace podobienstwo sekwencji aminokwasowej wzgle-
dem biatka RsbX oraz jest niezbedny do aktywacji czynnika
oBpodczas stresu Srodowiskowego [49]. Gen rsbll jest jed-
nym z oSmiu gendw potozonych w jednym operonie z ge-
nem sigB. Ekspresja pierwszych czterech gendw, rsbR, rshS,
rsbT i rshU, nie zmienia sie podczas odpowiedzi stresowej
w odrdznieniu od rshV, rsbWw, sigB i rsbX, ktére podlegajg in-
dukcji. Doswiadczenia filtracji zelowej i ko-immunoprecy-
pitacji nie wykazaty oddziatywania pomiedzy produktami
pierwszej i drugiej czwérki genoéw [50], Kolejne doniesienia
wykazaty, ze produkt genu rshU jest niezbedny do regulacji
aktywnosci czynnika oBw szlaku zaleznym od biatka RsbX
[45], Niedtugo potem stato sie jasne, iz aktywacja oB jest
spowodowana defosforylacja biatka RsbV. Fosfataza RsbU
jest aktywowana przez wytworzenie kompleksu z kinazg
RsbT [42, 51]. Substratem dla tego enzymu jest fosforylowa-
na forma biatka RsbV, bedacego czynnikiem anty-anty oB
[52], Utworzenie kompleksu RsbU-RsbT powoduje raptow-
na defosforylacje biatka RsbV i w konsekwencji uwolnienie
czynnika oB Podjete proby skrystalizowania biatka RsbU
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Rysunek 1. Schemat aktywacji czynnika oBw komérkach B. subtilis. Stres ener-
getyczny: biatko RshQ aktywuje fosfataze RsbP, ktéra defosforyluje biatko RsbV.
Wolne biatko RsbV taczy sie z biatkiem RsbW i powoduje uwolnienie czynnika
oB Stres $rodowiskowy: sygnat o niekorzystnych warunkach jest odbierany na
dwa sposoby - poprzez rozpad kompleksu RsbS-RsbT oraz dzigki aktywato-
rom kinazy RsbT - biatkom Obg, RsbR ijego paralogom. Wolna kinaza RsbT
fosforyluje biatko RsbS oraz taczac sie z fosfatazg RsbU aktywuje ja. Prowadzi
to do defosforylacji biatka RsbV. Wolne biatko RsbV taczy sie z biatkiem Rsbw
i powoduje uwolnienie czynnika oB Fosfataza RsbX defosforylujgc biatko RsbS
powoduje wygaszenie odpowiedzi stresowej. Fosfatazy - kolor czerwony, biatka
regulatorowe - kolor czarny, kinazy biatkowe - kolor zielony. ,,+" oznacza akty-
wacje oznacza represje.

powinny umozliwi¢ analize mechanizmu regulacji dziata-
nia tego enzymu (Rys. 1) [53],

FOSFATAZA RsbP

Fosfataza RsbP sklada sie z 403 reszt aminokwasowych
i ma mase okoto 45,8 kDa. Gen rsbP jest zlokalizowany
w operonie wraz z genem rshQ. Udziat fosfatazy RsbP
w aktywacji odpowiedzi na stres zostat udowodniony przez
Vijay i wspotpracownikéw [34], Enzym ten uczestniczy
w aktywacji podjednostki oBw odpowiedzi na obnizenie
sie potencjatu energetycznego komoérki [34]. W czasteczce
tej fosfatazy mozna wyr6zni¢ domeny: fosfatazy oraz PAS.
Ta druga spotykana jest w biatkach bedacych czujnikami
zmian potencjatlu oksydo-redukcyjnego, tlenu lub $Swiatta
[54], Obecnos$¢ domeny PAS w czgsteczce fosfatazy sugeru-
je, iz mogtaby ona samodzielnie $ledzi¢ zmiany w poziomie
energetycznym komorki. Jednak kolejne badania wykazaty,
ze fosfataza RsbP tworzy stabilne kompleksy z produktem
genu rsbQ. Funkcja tego biatka jako pozytywnego regula-
tora jest niezbedna do aktywacji podjednostki oB[39]. Pro-
dukt genu rshQ nalezy do rodziny a/p hydrolaz, ktéra to
skupia enzymy wykazujace catag game réznych aktywnosci
enzymatycznych [55]. W odpowiedzi na stres energetycz-
ny w komdrkach B. subtilis powstaje kompleks RsbP-RsbQ,
ktory defosforylujgc biatko RsbV, bedace czynnikiem anty-
-anty oBumozliwia uwolnienie i aktywacje oB a w rezulta-
cie dalszg odpowiedz na stres.

REGULACJA PROCESU SPORULACII Z UDZIALEM OD-
WRACALNEJ FOSFORYLACII BIALEK

Tworzenie przetrwalnikOw przez B. subtilis jest jedng ze
strategii przetrwania niekorzystnych warunkéw S$rodowi-
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skowych przez dtuzszy czas. Uruchomienie procesu sporu-
lacji jest wazng decyzjg rozwojowg dla bakterii, dlatego tez
wymaga scalenia wszystkich dostepnych informacji o stanie
komarki i srodowiska zewnetrznego. Proces podejmowania
decyzji o wytworzeniu przetrwalnika jest regulowany przez
system biatek uczestniczacych w przenoszeniu grupy fosfo-
ranowej (ang. phosphorelay) [56], Sygnat do rozpoczecia spo-
rulacji jest przekazywany za posrednictwem pieciu kinaz
histydynowych aktywowanych specyficznymi sygnatami
[57]. Aktywowane kinazy ulegajg autofosforylacji, nastep-
nie grupa fosforanowa jest przekazywana na biatko SpoOF.
Biatko to jest substratem dla fosfotransferazy SpoOB, ktéra
przenosi grupe fosforanowg na biatko SpoOA bedace czyn-
nikiem transkrypcyjnym bezposredno odpowiedzialnym
za aktywacje ekspresji genow kluczowych dla rozpoczecia
procesu sporulacji [58]. Ufosforylowana forma biatka Spo-
OA indukuje ekspresje ponad 100 genow, ktorych produkty
sg niezbedne w procesie sporulacji. Przeptyw grup fosfora-
nowych od kinaz do biatka SpoOA jest regulowany przez
szereg fosfataz biatkowych, takich jak RapA, B i E a takze
SpoOE [59]. Fosfatazy te sa regulowane na poziomie trans-
krypcji, translacji oraz aktywnosci enzymatycznej. W inicja-
cji sporulacji biorg réwniez udziat: system dwusktadniko-
wy regulujacy kompetencje komoérek B. subtilis oraz system
odpowiedzialny za gospodarke fosforem [60], Uruchomio-
ny proces sporulacji jest nastepnie kontrolowany przez ka-
skade czynnikéw o. Pierwszym czynnikiem o jest podjed-
nostka oHdziatajagca w komdrce macierzystej. W wyniku jej
dziatania ekspresji ulegajg miedzy innymi biatka SpollAA
(kinaza), SpollAB (biatko regulatorowe), SigF (czynnik
transkrypcyjny) oraz SpollE (fosfataza biatkowa). Tworzg
one system aktywujacy podjednostke oF wytgcznie w pre-
sporze oraz uczestniczag w niesymetrycznym podziale ko-
morki bakteryjnej [61], Kolejne etapy sporulacji prowadzace
do aktywacji dalszych czynnikéw transkrypcyjnych takich
jak oE cf i oKnie podlegajg regulacji przez odwracalng fos-
forylacje biatek.

FOSFATAZA SpollE

Czasteczka SpollE skiada sie z 827 reszt aminokwaso-
wych i ma mase okoto 82 kDa. W czasteczce tego biatka wy-
réznia sie dwanascie rejondéw transmembranowych potozo-
nych w N-terminalnej czesci biatka, cze$¢ globularng (reszty
aminokwasowe 331 do 607) oraz C-terminalng domene fos-
fatazowa [8, 62]. Podobienstwo strukturalne i funkcjonalne
domeny C-terminalnej biatka SpollE do metalo-fosfataz
biatkowych zostato potwierdzone szeregiem doswiadczen
in vitro oraz mutagenezg ukierunkowang konserwowanych
ewolucyjnie reszt aminokwasowych w centrum katalitycz-
nym fosfatazy [37, 63], Fosfataza ta wymaga do swojej ak-
tywnosci jonéw Mg2+ lub Mn2+w odréznieniu od fosfataz
Rsb, ktore sg aktywowane tylko przez jony Mg2+oraz PrpC,
ktéra wymaga jonéw manganu. Fizjologiczng funkcja fosfa-
tazy SpollE jest aktywacja czynnika oF, ktéry jest odpowie-
dzialny za transkrypcje wczesnych genéw sporu lacyjnych
W powstajgcej presporze oraz niesymetryczny podziat ko-
morki podczas wczesnych etapow sporulacji [64], Udziat
biatka SpollE w tworzeniu $ciany komorkowej zachodzi
poprzez jego interakcje z bialkiem FtsZ [65]. Aby czynnik
of mogt by¢ aktywowany, fosfataza SpollE musi defosfo-
rylowac¢ biatko regulatorowe SpollAA, bedace czynnikiem
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anty-anty ok Nieufosforylowana forma biatka SpollAA 13-
czy sie z kompleksem SpollAB-oFtworzgc kompleks Spo-
itAA-Spoll AB i wolny czynnik oF[66], Defosforylacja biatka
SpollAA zachodzi tylko w presporze, wskazujgc na istnie-
nie mechanizmu regulacji lokalizacji i aktywnosci fosfatazy
SpollE [67], Za istnieniem tego mechanizmu przemawia
fakt, iz enzym ten jest zlokalizowany w powstajgcej $cianie
komoérkowej oddzielajgcej tworzacag sie spore od komoér-
ki macierzystej [62], Wyjasnienie to nie jest jednak petne,
poniewaz znane sg mutanty genu spollE, ktére uniezalez-
niajg defosforylacje biatka SpollAA od lokalizacji fosfatazy
[8, 68, 69]. Pokazano rowniez, iz defosforylacja regulatora
SpollAA moze zachodzi¢ przed ukoriczeniem podziatu na
komadrke macierzystg i prespore, co dowodzi, ze lokalizacja
fosfatazy SpollE nie wystarcza do regulacji jej aktywnosci
[36]. Na istnienie dodatkowego mechanizmu regulacji ak-
tywnosci fosfatazowej biatka SpollE wskazujg réwniez po-
miary kinetyki fosforylacji/defosforylacji biatka SpollAA.
lloé¢ kinazy SpoitAB i fosfatazy SpollE w komorkach B.
subtilis podczas sporulacji jest podobna, lecz reakcja defos-
forylacji zachodzi prawie 100 razy szybciej niz fosforylacja
[70], Réznica w szybkosci procesu fosforylacji/defosfory-
lacji wynika z bardzo wolnego uwalniania produktéw re-
akcji przez kinaze SpoitAB [71]. Stad wniosek, Ze aktyw-
nos¢ fosfatazy musi by¢ w jaki$ sposéb hamowana. W do-
Swiadczeniach z biatkiem SpollAA, zawierajgcym treoning
w miejscu fosforylowanej przez kinaze SpollAB seryny 58,
stwierdzono, ze tak zmienione biatko jest fosforylowane
z normalng wydajnoscia, ale odporne na dziatanie fosfata-
zy SpollE. Warto zwrd6ci¢ uwage rowniez na fakt, ze biatko
SpollAA jest fosforylowane na reszcie seryny znajdujacej
sie na powierzchni czasteczki. Przytgczona w tym miejscu
grupa ortofosforanu petni tylko pasywna role znacznika
biatka majgcego dwa ujemne tadunki elektryczne. Badania
krystalograficzne jak i wykorzystujagce magnetyczny rezo-
nans jadrowy nie wykazaty znaczgcych zmian w konforma-
cji regulatora SpollAA [72, 73], Aktywnos¢ fosfatazy SpollE
odgrywa réwniez kluczowg role w powigzaniu czasowo-
-przestrzennym niesymetrycznego podzialu komoérki B.
subtilis oraz aktywacji genéw zaleznych od podjednostki o1
w powstajgcej sporze [74], Co wiecej, wykazano, ze nieufos-
forylowana forma biatka SpollAA powstajgca w presporze
oddziatywuje z biatkiem SpoOA systemu przenoszenia gru-
py fosforanowej, odpowiedzialnym za inicjacje sporulacji.
Oddziatywanie to prowadzi do zahamowania fosforylacji
biatka SpoOA i w konsekwencji blokuje powtérng inicjacje
sporulacji w powstajgcej sporze [75].

ROLA FOSFORYLACJI BIALEK W TRANSPORCIE CU-
KROW

Systemy transportu cukrow wystepuja powszechnie
wsroéd bakterii. Umozliwiajg one wybranie najkorzystniej-
szego zrodta wegla i energii sposréd znajdujacych sie aktu-
alnie w $rodowisku otaczajgcym bakterie [76]. Mikroorga-
nizmy wypracowaty skomplikowany mechanizm pozwa-
lajacy na wykrywanie i transport wybranego zwigzku przy
jednoczesnym zablokowaniu pobierania innych. W toku
ewolucji, bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie wyksztat-
city odpowiednie systemy réznigce sie na poziomie mole-
kularnym [77], U tych pierwszych role gtéwnego regulatora
petni biatko CAP, w przypadku drugich natomiast te funk-
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cje petni biatko Hpr [78]. Czasteczka Hpr poprzez swoj stan
fosforylacji (nie ufosforylowane, ufosforylowane na reszcie
Hisl5, ufosforylowane na reszcie Ser46, ufosforylowane na
obu resztach) reguluje metabolizm wegla poprzez mechani-
zmy weglowej aktywacji katabolicznej lub weglowej repre-
sji katabolicznej [79], Za fosforylacje Hpr odpowiada biat-
ko El (fosforylacja na reszcie histydyny) i kinaza/fosfataza
Hpr (fosforylacja na reszcie seryny). W komérce B. subtilis
zidentyfikowano pietnascie systemdw transportu cukrow
[80], Naptyw cukréw do komérki powoduje zwiekszenie
stezenia fruktozo-l,6-bisfosforanu, co prowadzi do powsta-
nia biatka Hpr fosforylowanego na reszcie Ser46. W konse-
kwencji uruchamiany jest system weglowej represji katabo-
licznej i naptyw cukréw jest hamowany. Gdy poziom po-
$rednich substratéw glikolizy obniza sig, towarzyszy temu
podwyzszenie poziomu nieorganicznego fosforanu w ko-
moarce. Biatko HprK ,,przestawia sie" na aktywnos¢ fosfa-
tazy i zmniejsza poziom biatka Hpr, fosforylowanego na
reszcie seryny. Staje sie ono wtedy substratem dla El, ktére
przenosi grupe fosforanowg z fosfoenolopirogronianu na
reszte histydyny biatka Hpr, co ponownie uruchamia za-
lezny od fosforylacji transport cukréw do wnetrza komorki
[77]. Tak wiec, biatko Hpr stanowi centralny punkt regulacji
metabolizmu wegla w komérkach bakterii Gram-dodatnich
(Rys. 2) [81]. Réwniez proces sporulacji jest zalezny od sta-
nu biatka Hpr, ktére wigze ten proces z metabolizmem we-
gla oraz replikacja DNA [82].

KINAZA/FOSFATAZA HPR

Pierwsze doniesienia mdéwiace o kinazie i fosfatazie biat-
ka HPr z B. subtilis pojawity sie w roku 1998. Wtedy to Gali-
nier wraz ze wspotpracownikami opublikowat prace zawie-
rajaca charakterystyke dwadch genéw: hprK i hprP. Pierwszy

Zrédta wegla galaktoza
X ~ maltoza

' wylaczenie
. induktora -
'

y-1,6-bisfos an

Ilpr His- l’ Hpr 4—, Hpr-Ser-P
47 7 HPrK/P
KG '
- ATP7
ZNW '
koziotkowanie ADP CepA
CheY/A ®— El -p j ;
D
v
fosfoenolo- . globalna X
pirogronian pirogronian aktywacja/represja
= ' kataboliczna

Rysunek 2. Regulacja transportu cukréw do komérki B. subtilis. Rysunek przed-
stawia bakterie w dwdéch stanach: w obecnos$ci alternatywnych zZrédet wegla
(cze$¢ rysunku na prawo od przerywanej linii) oraz podczas ich braku (czes¢ ry-
sunku na lewo od przerywanej linii). Aktywacja lub represja zostata zaznaczona
odpowiednio znakiem ,+" lub W obecnoséci alternatywnych zrédet wegla
biatko Hpr jest gtdwnie fosforylowane na reszcie Ser46. W tej formie aktywuje
ono represorowe biatko CcpA, ktére blokuje ekspresje genéw odpowiedzialnych
za wykorzystanie alternatywnych zrédet wegla. Jesli w srodowisku nie sg obec-
ne inne Zrédta wegla, biatko Hpr jest gtéwnie fosforylowane na reszcie Hisl5.
Ta forma biatka HPr aktywuje systemy fosfo-przenos$nikéw cukréw do komaérki,
kinaze glicerolu (GK) oraz substrato-specyficzne regulatory (SSR). Zastosowane
skroty: ZNW - zespét napedu wici, CheY/A - biatka przenoszace sygnaty che-
motaktyczne, GK - kinaza glicerolu, SSR - substrato-specyficzne aktywatory, El
- enzym pierwszy systemu transportu cukréw zaleznego od fosforylacji, Hpr
- fosfotransferaza Hpr, HprK/P - kinaza/fosfataza biatka Hpr, CcpA - gtéwne
biatko regulatorowe aktywacji/represji kataboliczne;j.
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z nich kodowat kinaze biatka HPr zbudowang z 310 reszt
aminokwasowych. Biatko to wykazywato aktywnos$¢ kina-
zy Ser/Thr, ktérej substratem komdrkowym jest biatko HPr
ulegajace fosforylacji na reszcie Ser46. Réwnoczesnie zostat
scharakteryzowany produkt genu hprP, kodujacego biatko
sktadajgce sie z 216 reszt. Biatko HprP wykazywato aktyw-
nos¢ fosfatazy biatkowej w stosunku do fosforylowanego
biatka HPr. Aktywnos$¢ fosfatazy biatka HprP byta stymulo-
wana przez jony Mg2+oraz fosforan nieorganiczny [7]. Nie-
dtugo p6zniej wykazano, ze kinaza Hpr jest aktywowana al-
losterycznie przez fruktozo-l,6-bisfosforan oraz hamowana
przez fosfor nieorganiczny [31, 79], Nastepnie stwierdzono,
ze kinaza HprK wykazuje dodatkowg aktywnos$¢ enzyma-
tyczng - fosfatazy biatkowej [25], W powyzszej pracy wy-
kazano, ze aktywnos¢ fosfatazowa biatka HprP jest niespe-
cyficzna i znacznie nizsza od znalezionej w HprK. Dlatego
produkt genu hprK nazwano kinaza/fosfatazg HPr. Zabu-
rzenie rownowagi pomiedzy obiema aktywno$ciami tego
enzymu prowadzi do dysfunkcji catego systemu zaleznego
od fosforylacji transportu cukrow i uposledzenia wzrostu
bakterii [26, 28]. Jego homologi sg znajdowane w bakte-
riach Gram-dodatnich oraz w niektérych Gram-ujemnych
bakteriach patogennych. Fizjologiczng funkcjg biatka Hpr
jest regulacja zaleznego od fosforylacji transportu cukréow
do wnetrza komérki bakteryjnej oraz kontrola ekspresji
gendéw zwigzanych z tym procesem [80, 83]. Produkt genu
hprK wystepuje w komorce w postaci homo-oligomerdw,
zawierajacych zwykle sze$¢ podjednostek [30, 84]. Wykaza-
no réwniez, ze biatko to moze wystepowac jako monomer
lub dimer, w zaleznosci od pH. Poziom aktywnosci kinazy
lub fosfatazy mozna przedstawi¢ jako funkcje pH. W wa-
runkach fizjologicznych wartos$ci pH biatko HprK wykazuje
aktywnos$¢ kinazy, natomiast obnizenie pH powoduje prze-
wage aktywnosci fosfatazy biatkowej. Aktywnos¢ fosfatazy
faworyzuje rowniez heksameryczny kompleks tego enzy-
mu [85], Biatko HprK moze wykorzystywac¢ pirofosforan
lub ATP jako donory grupy fosforanowej. Zwigzanie akty-
watora, fruktozo-l,6-bisfosforanu, powoduje allosteryczng
zmiane konformacji enzymu faworyzujaca wigzanie ATP.
Jesli donorem grupy fosforanowej jest pirofosforan, zmiana
ta nie jest konieczna [86]. Produkcja biatka HprK zachodzi
konstytutywnie na niskim poziomie. Nie udato sie¢ rowniez
wykazaé¢ zmian w ilosci tego biatka w r6znych fazach wzro-
stu hodowli B. subtilis, co sugeruje, ze jego aktywnos¢ jest
regulowana wytacznie na poziomie funkcji enzymatycznej
[28].

INNE FUNKCJE FOSFATAZ SERYNOWO-TREONINO-
WYCH W KOMORCE B. subtilis

Fosforylacja biatek na resztach Ser/Thr najprawdopo-
dobniej zaangazowana jest réwniez w proces tworzenia
biofilmu bakteryjnego, skoordynowanego ruchu bakterii
po powierzchni agaru czy wytwarzania spor. W ostatnim
z wymienionych przyktadoéw nie uczestniczy ona w regula-
cji tego procesu. W literaturze Swiatowej ukazaty sie prace
wskazujgce na zwigzek pomiedzy regulacjg odpowiedzi na
stres a wytwarzaniem biofilmu [87], Udziat fosfataz kodo-
wanych przez B. subtilis byt rowniez postulowany w tym
procesie [14]. Mechanizm regulacji tych proceséw przez
fosforylacje pozostaje jednak ciggle niewyjasniony.
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FOSFATAZA PrpC

Czasteczka fosfatazy PrpC skitada sie z 254 reszt amino-
kwasowych. Aktywnos¢ fosfatazy biatkowej dla tego biatka
wykazano w stosunku do autofosforylowanej kinazy PrkC
[13]. Opisane powyzej fosfatazy RsbX, U i P zalezne sg od
jonoéw Mg2+ PrpC charakteryzuje sie odmiennym zapotrze-
bowaniem na jony metalu i wymaga jonéw Mn2+do swojej
aktywnosci. Gen fosfatazy prpC jest eksprymowany konsty-
tutywnie wraz genem z kinazy prkC w operonie skfadaja-
cym sie z pieciu genow: deffmt, yloN, prpC i prkC. Co wiecej,
istnieje mozliwos¢ ekspresji wytacznie genéw prpC i prkC
z dodatkowego promotora zlokalizowanego bezposrednio
przed tymi genami (lwanicki i in., dane nie publikowane).
Czasteczki PrkC ulegajg trans-autofosforylacji, ktéra sty-
muluje aktywnos$¢ kinazy biatkowej [15]. Z tego punktu wi-
dzenia fosfataza PrpC petni role inhibitora kinazy, poprzez
wptyw na poziom fosforylacji czasteczek PrkC.

FOSFATAZA PrpE

Biatko kodowane przez gen prpE B. subtilis jest biatko-
wa fosfatazg zaliczang do rodziny PPP ze wzgledu na po-
dobienstwo sekwencji aminokwasowej. Charakterystyczne
motywy strukturalne catej rodziny sg dobrze zachowane
w sekwencji aminokwasowej tego biatka. Przedstawiciele
tej grupy enzymow wykazuja homologie wzgledem syme-
trycznych hydrolaz diadenozynotetrafosforandw (Ap4A).
Wystepowanie nukleotydéw takich jak diadeninopolifos-
forany (substratow dla hydrolaz AprA), zostato wykaza-
ne w wielu réznych organizmach, na przyktad: Salmonella
typhimurium, Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae, Phy-
sarum polycephalum, krewetek, myszy czy cztowieka. Funk-
cja petniona przez nukleotydy tego typu moze by¢ rézna
i zmienia¢ sie w zaleznosci od rodzaju dinukleozydopoli-
fosforanu i organizmu, w ktérym wystepuje. Mogg one na
przykiad stymulowaé¢ synteze DNA, regulowa¢ mitoze czy
aktywowacé transkrypcje genéw [88-90].

Przeprowadzona w naszym laboratorium analiza bioche-
miczna wykazata, ze biatko kodowane przez gen prpE wyka-
zuje trzy aktywnosci: fosfatazy biatkowej, hydrolazy ApdA
i ATPazy. Wszystkie wymienione aktywnosci sg zalezne od
jonow Ni2t Doktadniejsze badania pozwolity stwierdzié,
iz badane biatko jest w stanie usuwaé¢ grupy fosforanowe
z reszt fosfotyrozyny, ale nie z fosfoseryny lub fosfotreoniny
[19]. Biatko badane w naszym laboratorium jest pierwszym
enzymem z rodziny PPP, ktory in vitro wykazuje aktywnos¢
tylko w stosunku do fosfotyrozyny. Kolejng niespodzianka
byt fakt, ze czgsteczka Ap4A jest hydrolizowana niesyme-
trycznie do czgsteczek AMP i ATP. Najlepiej poznany en-
zym tego typu, ApaH, pochodzacy z £. coli i wykazujgcy
znaczng homologie z badanym biatkiem (25% identyczno-
sci) jest symetryczng hydrolazg Ap4A. Natura odmiennego
sposobu degradacji Ap4A przez PrpE pozostaje w dalszym
ciggu niewyjasniona. Ostatnia z wykrytych aktywnosci
enzymatycznych - ATPazy - nie stanowi zaskoczenia, po-
niewaz moze ona towarzyszy¢ hydrolazom Ap4A. Kolejne
doswiadczenia majace na celu ustalenie, ktéra ze znalezio-
nych aktywnosci przewaza w warunkach in vivo wykazaty,
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ze biatko PrpE dziata w komdrce najprawdopodobniej jako
fosfataza biatkowa [20].

PODSUMOWANIE

Fosfatazy Ser/Thr kodowane w genomie B. subtilis
uczestniczg w wielu procesach komoérkowych warunkuja-
cych wzrost bakterii, odpowiedz na zmieniajgce sie warun-
ki srodowiska oraz mozliwo$¢ decyzji warunkujacej rézne
drogi rozwoju. Wyzej opisane procesy sg ze sobg nieroze-
rwalnie powiazane, tak jak ma to miejsce w przypadku me-
tabolizmu komorki. Rozpatrywanie ich jako pojedynczych
uktaddéw nie oddaje catej ztozonosci oraz mozliwosci regu-
lacyjnych jakie stwarzajg. Istotno$¢ przedstawionych fosfa-
taz biatkowych dla komorek nie ulega watpliwosci, gdyz
petnig one kluczowe role w omoéwionych wyzej procesach.
Przedstawiona ich charakterystyka jest réwniez dowodem
na to, ze fosfatazy biatkowe, pozostajgce w cieniu kinaz
w wiekszosci badan naukowych, sg rownie waznymi enzy-
mami dla komérek jak kinazy.
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ABSTRACT

the cell there are phosphatases with still unknown function (PrpC and PrpE).

Gram-positive soil bacterium Bacillus subtilis possesses six eukaryotic-like serine-threonine protein phosphatases. These enzymes play an
important role in the cell. The response to environmental or nutrional stress conditions are controlled by three Rsb phosphatases: RsbX, RsbU
and RsbP. Phosphatases are also involved in endospore formation process (SpollE) and sugar transport (kinase/phosphatase Hpr). Moreover in

Cellular processess, presented here are regulated by serine/thre-

onine protein phosphatases and very important for bacterial survival in natural environment. Protein phosphatases must act in cooperation with

P

rotein kinases and deserve the same attention as kinases.
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W dniach od 26 czerwca do 1 lipca
2004 roku odbyt sie w Warszawie dwu-
dziesty dziewigty kongres Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicz-
nych (29th Congress of the Federation
of European Biochemical Societies). Byt
to juz drugi kongres FEBS, ktéry miat
miejsce w Warszawie. Pierwszy zostat
zorganizowany w 1966 roku. Kongres
w roku 2004 miat charakter specjalny,
zostat on zorganizowany w czterdzie-
sta rocznice utworzenia Federacji Euro-
pejskich Towarzystw Biochemicznych.
Odbyt sie pod patronatem Prezydenta
Rzeczypospolitej Polskiej Aleksandra
Kwasniewskiego, w zupetnie innych
warunkach spoteczno-politycznych niz
w 1966 roku. Tym razem towarzyszyto
mu niedawne przyjecie Polski do Unii
Europejskiej. Dlatego tez atmosfera pa-
nujaca w czasie kongresu miata w so-
bie co$ ze Swigta i spetnienia od dawna

Fot. 1. Ceremonia otwarcia kongresu FEBS 2004
w Patacu Kultury i Nauki w Warszawie. Od lewej:
profesorowie Dawid Shugar, Kurt Wuthrich (laureat
Nagrody Nobla), Piotr Weglenski (rektor Uniwersy-
tetu Warszawskiego) i Wiodzimierz Ostoja-Zagorski
(przewodniczacy Komitetu Naukowego Kongresu
FEBS 2004).
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Fot. 2. Skarbnik FEBS, profesor lain Mowbray (pierw-
szy od prawej) na ceremonii otwarcia Kongresu FEBS
2004 w Patacu Kultury i Nauki.

oczekiwanego powrotu naszego Kkraju
do rodziny krajow europejskich.

June 26't - 1«*')'O
2004 Wars aw, Polana

mrpini/wi 1b} the Polistd Biochemical |§

Fot. 3. Obrady w centrum kongresowym ,,Gromada".
Od lewej: prof. Jolanta Barariska (przewodniczaca ko-
mitetu organizacyjnego) oraz prof. Julio Celis (sekre-
tarz generalny FEBS).

Ceremonia otwarcia kongresu mia-
fa miejsce w Sali Kongresowej Patacu
Kultury i Nauki w Warszawie (Fot. 1
i 2). Po wystgpieniach honorowych go-
$ci, m.in. sekretarza generalnego FEBS,
prof. Julio Celisa (Fot. 3), oraz prezesa
Polskiej Akademii Nauk, prof. Andrze-
ja Legockiego (Fot. 4), zebrani wystu-
chali wykfadu inauguracyjnego pod
tytutem "NMR views of soluble pro-
teins and membrane proteins" (Datta
Lecture), wygtoszonego przez laureata
nagrody im. Alfreda Nobla, prof. Kurta

ss 7 WARSAW

Wtithricha ze Szwajcarii. Po wykitadzie
wszyscy obecni uczestniczyli w pory-
wajacym koncercie polskiego wypro-
bowanego ,,produktu eksportowego",
zespotu ,,Mazowsze".

Fot. 4. Pomiedzy wyktadami. Od lewej: profesorowie
Jan Barciszewski, Andrzej Legocki (prezes Polskiej
Akademii Nauk) oraz Aleksander Wtodawer.

W kongresie FEBS 2004 uczestni-
czyto ponad dwa tysiace naukow-
cow, pochodzacych z piecdziesieciu
krajow. Wyktady wygtosito dwustu
pieédziesieciu szesciu wyktadowcow
Z trzydziestu dwéch krajow (Fot. 5 i 6).
Wyktady zgrupowano w sze$¢ sym-
pozjow (,,DNA realm"”, ,,RNA world",
»Proteins and peptides in work", ,,Celi
biochemistry”, ,,Biosphere and bioche-
mistry" oraz ,,Towards a heathier life")
i trzydziesci pie¢ sesji naukowych. Wy-
ktady sympozjalne byly poprzedzone
szeScioma wyktadami plenarnymi.

Fot. 5. Przerwa na kawe w trakcie obrad kongresu.
Od lewej: profesorowie Jerzy Duszynski (wice-prze-
wodniczacy komitetu naukowego kongresu FEBS
2004, dyrektor Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej
PAN), Lech Wojtczak i Ernesto Carafoli.

105


mailto:ptbioch@nencki.gov.pl

Fot. 6. Wyktady w czasie Kongresu FEBS 2004: w cen-
trum prof. Andrzej Dzugaj.

Oprécz wspomnianego wyktadu prof.
Wiithricha, wygtosili je profesorowie
Ryszard Gryglewski (,,Pharmacology
of vascular endothelium" - Sir Hans
Krebs Lecture; Fot. 7), lain Mattaj (,,The

Fot. 7.Rozmowa naukowa prof. Ryszarda Gryglewski
(od prawej - prezentujacego w czasie kongresu FEBS
2004 Hans Krebs Lecture) z prof. Stefanem Chtopic-
kim (wyktadowca na kongresie).

Ran GTPase as a signal of chromosome
position" - EMBO Lecture), Peter Son-
deregger (,.Extracellular proteolysis at
the synapse: regulatory roles in synap-
tic structure, function and plasticity”
- [JUMB Lecture), Claudina Rodrigues-
-Pousada (,,Yeast activator proteins and
stress response: an overview" - PABMB
Lecture) oraz Rosario Rizutto (,,Cal-
cium signaling in apoptosis" - Theodor
Bucher Lecture). Odbyty sie takze sesje,
w ktérych wystapili: laureat nagrody
.FEBS Letters Young Scientist Award"
(dr J.-O. Lee) oraz laureat nagrody im.
Jakuba Karola Parnasa (prof. Grze-
gorz Wegrzyn). Profesorowie Isabelle
Mansuv i Anthony Hannan otrzymali
,.FEBS Special Anniversary Prize".

Kongresowi towarzyszyty rowniez
sesje specjalne, otwarte dla szerokiej
publicznosci, takie na przykiad jak
"Problem based learning", ,Science
and society - the use of stem cells in re-
search and future medical practice" lub
"FEBS/ELS meeting on the European
Research Council". W czasie kongresu
przedstawiono takze dziewieéset szes¢
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plakatéw zjazdowych z czterdziestu
siedmiu krajow.

Wiadze FEBS i Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego wilozyly wie-
le trudu, aby zacheci¢ naukowcéw
z Europy Wschodniej do przyjazdu
do Polski. Na przyklad, czterdziestu
dwodm osobom z tej czesci Swiata FEBS
ufundowat stypendia. Opisane wy-
sitki sprawity, ze naukowcy z Europy
Wschodniej, wiaczajac polskich, stano-
wili sze$¢dziesigt procent wszystkich
uczestnikéw kongresu w Warszawie.
Na podkreslenie zastuguje takze fakt,
ze naukowcy z niektérych krajow, na
przyktad z Builgarii, Estonii, Stowaciji,
totwy, Ukrainy i Portugalii, po raz
pierwszy w historii organizacji kon-
gresow FEBS byli zaproszeni jako wy-
ktadowcy; wystarczy wspomnie¢, ze
dwadziescia trzy procent wszystkich
wyktadowcéw stanowili  wyktadow-
cy z Europy Wschodniej lub Central-
nej. W poprzednich latach udziat ten
wynosit od utamka do trzech procent.
Inna nowoscig i utatwieniem finanso-
wym dla uczestnikéw byto szerokie
otwarcie kongresu na polskie $rodo-
wisko naukowe i umozliwienie pobytu
na kongresie stucientom, na podstawie
dziennej przepustki, bez koniecznosci
wnoszenia optaty rejestracyjnej.

Forum Miodych Naukowcéw (FYS)
odbyto sie jak zwykle w terminie po-
przedzajgcym kongres. Forum Mio-
dych w Warszawie byto zorganizo-
wane przez dr Rafata Czajkowskiego
z Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego PAN oraz Edyte
Brzézke z Wydziatu Biologii Uniwer-
sytetu Warszawskiego.

Fot. 8. Koncert muzyki Fryderyka Chopina w ta-
zienkach Krélewskich, zorganizowany specjalnie dla
uczestnikéw kongresu FEBS.

Fot. 9. Po koncercie w tazienkach Krélewskich: od
prawej prof. Adam Szewczyk, prof. Jolanta Baranska
i prof. Aleksander Wtodawer.

Kongresowi towarzyszylty takze
liczne wydarzenia kulturalne, miedzy
innymi  koncert muzyki Fryderyka
Chopina w Parku tazienkowskim, kt6-
ry zostat entuzjastycznie przyjety przez
uczestnikdéw kongresu (Fot. 8 i 9).

Sukces naukowy i organizacyj-
ny kongresu stat sie mozliwy dzieki
niezwyklej ofiarnosci i pracowitosci
wielu ludzi. Dwuletnia praca komite-
tu organizacyjnego kongresu zaowo-
cowata organizacjg spotkania, ktore
w ocenie wielu uczestnikow bylo naj-
lepszym kongresem FEBS w ostatnich
latach. Wspaniali wyktadowcy i ozy-
wione dyskusje to jeden z elementéw
tego sukcesu, drugi to zaangazowanie
i serce wielu wolontariuszy - studen-
tow, magistrantow oraz doktorantow
warszawskich uczelni oraz instytutéw
Polskiej Akademii Nauk (Fot. 10). Moz-
na z duzg dozg prawdopodobienstwa
przypusci¢, ze wséréd nich beda przy-
szli organizatorzy wielkich kongreséw
biochemicznych w Polsce.

W czasie trwania kongresu odbyty
sie wystawy sprzetu laboratoryjnego,
aparatury badawczej oraz wydaw-
nictw naukowych prezentowane przez
trzydziestu dziewieciu wystawcow

(Fot. 11). Dodatkowo wystawecy ci zor-

Fot. 10. Niektérzy wolontariusze kongresu FEBS
2004.
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Fot. 11. Stoisko Blackwell Publishing w czasie wystaw
towarzyszacych kongresowi FEBS w Warszawie..

ganizowali seminaria oraz wyklady.
W czasie kongresu przygotowano dla
uczestnikéw bezptatny dostep do In-
ternetu oraz punkty dostepu bezprze-
wodowego (tzw. hot-spots). Informacje
o kongresie byty dostepne na domenie
internetowej www.febs2004.pl, gdzie
opublikowano informacje miedzy in-
nymi o programie naukowym, komi-
tetach naukowym i organizacyjnym,
zasadach przygotowania doniesien
zjazdowych, o sponsorach i wystawach
firm. Zanotowano ponad sto dwadzie-
$cia tysiecy ,,odwiedzin" tej strony.

Komunikaty zjazdowe ukazaly sie
w wydawnictwie Blackwell w czasopi-
$mie European Journal of Biochemistry
(tom 271, dodatek 1, 2004). Sa one réw-
niez dostepne na stronie internetowej
http://www.blackwellpublishing.com /
febsabstracts2004/. Niektore z wykla-
déw zostaty opublikowane w formie
artykutdw w czasopismie FEBS Letters
(tom 567, numer 1, 2004). Sg one bez-
ptatnie dostepne na stronie interneto-
wej wydawcy http://www.febsletters.
org/. Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne przygotowato takze specjalne
wydanie kwartalnika Acta Biochimica
Polonica (tom 51, numer 2, 2004) za-
wierajgce doniesienia zjazdowe niektd-
rych jwykladowcdéw oraz uczestnikow
kongresu, bezptatnie dostepne pod ad-
resem: http://www.actabp.pl/2_2004.
html.

Patronat medialny nad kongresem
objety dziennik Rzeczpospolita, Polish
& Eastern Europe Biotechnology and
Biobusiness News, Wiedza i Zycie, Po-
lityka, Laboratorium Przeglad Ogdlno-
polski ,,ELAMED" oraz The Warsaw
Voice. Wiele informacji o kongresie
ukazato sie w serwisie internetowym
PAP ,,Nauka w Polsce": http://www.
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Fot. 12. Israel Pecht, przewodniczacy FEBS

naukapolska.pap.pl/cgi-bin/index.
plb. Komitet organizacyjny przygoto-
wat takze album (w postaci ptyty CD)
zawierajacy pieéset zdje¢ dokumentu-
jacych wydarzenia kongresu.

Dwudziesty dziewiaty kongres Fe-
deracji Europejskich Towarzystw Bio-
chemicznych w Warszawie zostat wy-
soko oceniony przez uczestnikéw, za-
réwno pod wzgledem merytorycznym,
jak i organizacyjnym. Zostat on takze
wysoko oceniony przez wiadze Euro-
pejskiej Federacji Towarzystw Bioche-
micznych (Fot. 12) w czasie ostatnie-
go zebrania komitetu wykonawczego
FEBS, w grudniu 2004 roku. Nalezy do-
da¢, ze kongres zakonhczyt sie dodatnim
bilansem finansowym. Zaakceptowany,
przez wiadze FEBS, raport komitetu or-
ganizacyjnego kongresu jest dostepny
w siedzibie Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w Warszawie. Zgod-
nie z wytycznymi FEBS oraz zarzadu
gtdwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego uzyskane fundusze beda
wykorzystane na optacenie wpisowego
cztonkoéw Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego na kolejny kongres FEBS,
ktéry odbedzie sie w 2005 roku w Bu-
dapeszcie.

Fot. 13. Kongresowi towarzyszyty wystawy apara-
tury naukowej. Od lewej: dr Aleksander Jankowski,

prezes Sigma-Aldrich, prof. Andrzej Rabczenko,
skarbnik kongresu FEBS 2004, i prof. Adam Szew-
czyk, sekretarz komitetu organizacyjnego kongresu.

Do sukcesu kongresu przyczynili
sie w wydatny sposéb jego sponsorzy
- Ministerstwo Nauki i Informatyzacji
oraz Sie¢ Biologii Molekularnej i Ko-
morkowej UNESCO/PAN. Na odno-
towanie zastuguje réwniez pomoc or-
ganizacyjno-finansowa ze strony roz-
nych firm, szczeg6lnie Sigma-Aldrich,
Bio-Rad, Millipore oraz Olympus (Fot.
13). Dzigki wsparciu organizacyjnemu
dwoch Instytutéw Polskiej Akademii
Nauk: Instytutu Biochemii i Biofizyki
oraz Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego, komitet or-
ganizacyjny miat pewny i wiarygodny
»dach nad gtowg".

Komitet organizacyjny kongresu
FEBS stanowili prof. Jolanta Baranska
(przewodniczaca), prof. Liliana Ko-

Fot. 14. Zakonczenie kongresu FEBS 2004. Od lewe;j:
prof. Liliana Konarska (wice-przewodniczaca komi-
tetu organizacyjnego kongresu FEBS 2004) oraz prof.
Wtodzimierz Ostoja-Zagoérski (dyrektor Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN).

narska (wice-przewodniczgca - Fot.
14), prof. Adam Szewczyk (sekretarz),
prof. Andrzej Rabczenko (skarbnik)
oraz prof. Edward Bankowski, prof.
Jan Barciszewski, dr Anna Dygas, prof.
Andrzej Dzugaj, prof. Wirginia Jani-
szowska, prof. Teresa Jakubowicz, prof.
Michat Komoszynski, dr Pawet Pomor-
ski, prof. Michat Wozniak i dr Barbara
Zabtocka. Program naukowy kongresu
zostat przygotowany przez komitet na-
ukowy, ktéremu przewodniczyt prof.
Wiodzimiesz Zagorski-Ostoja (dyrek-
tor Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
- Fot. 14), a jego zastepcg byt prof. Je-
rzy Duszynski (dyrektor Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN).

Fotografie: Komitet Organizacyjny oraz

Piotr Bednarczyk, Renata Hordejuk, Jo-
lanta Skalska i Antoni Wrzosek.
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Polsko-Ukrainska Konferencja
im. Jakuba Karola Parnasa

Polsko-ukrainskie konferencje im.
Jakuba Karola Parnasa maja juz diugg
tradycje. Pierwsza odbyla sie w 1996
roku we Lwowie i byla potgczona
z wmurowaniem tablicy pamigtkowej
ku czci profesora Parnasa w S$cianie
gmachu dawnego Wydziatlu Chemii
Fizjologicznej Uniwersytetu Jana Ka-
zimierza, w ktérym profesor Parnas
pracowat przez caty okres miedzywo-
jenny. W trakcie pierwszego spotkania
w 1996 roku ustalono, ze wspélnie or-
ganizowane konferencje bedag odby-
wac sie raz na dwa lata, naprzemiennie
w Polsce i na Ukrainie. Druga konfe-
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rencja zostata zorganizowana w Gdan-
sku w 1998 roku, trzecia znowu we
Lwowie w 2000 roku, a czwarta w 2002
roku we Wroctawiu. Poniewaz w 2004
roku odbyt sie w Warszawie kongres
Federacji Europejskich Towarzystw
Biochemicznych, zdecydowano by pia-
ta konferencja im. J. K. Parnasa odbyita
sie w 2005 roku w Kijowie. Termin tej
Konferencji strona ukrainska ustalita
na 26 - 29 kwietnia.

Szczeg6towe informacje  mozna
znalez¢ na stronie internetowej: http://
www.bioinfo.kiev.ua/parnas/

prof. dr hab. Jolanta Barariska
prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

XL Zjazd Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego

Doroczny - XL Zjazd Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego, odbedzie
sie w Lublinie w dniach 19-23 wrzeénia
2005 roku. W programie Zjazdu zapla-
nowano jedenascie sesji tematycznych:
»Struktura i funkcja genéw i geno-
mow", ,,Kwasy nukleinowe", ,,Struktu-
ra a funkcja biatek", ,,Rola biologiczna
fosforylacji biatek", ,,Receptory i me-
chanizmy transmisji sygnatow w ko-
moérkach”, ,,Starzenie i réznicowanie
sie komorek", ,,Biochemia kliniczna",
,Diagnostyka molekularna i leczenie
nowotworow", ,,Biochemia zywnosci
i zywienia", ,,Dydaktyka biochemii,
biologii molekularnej i biotechnologii®,
»Doniesienia rozne". Podczas Zjazdu
wygtoszonych zostanie okoto stu wy-
kladéw prezentowanych przez pol-
skich naukowcéw oraz gosci zagranicz-
nych. Zachecamy do udziatu miodych
pracownikéw naukowych, ktérzy beda
mieli okazje przedstawienia swoich
osiggnie¢ badawczych Jednocze$nie in-
formujemy, ze podczas trwania Zjazdu,
w dniu 21 wrze$nia, odbedzie sie XVIII
Walne Zebranie cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. Infor-
macje dotyczgce rejestracji, rezerwacji
hoteli, przygotowywania streszczen
komunikatéw zjazdowych oraz imprez
towarzyszacych mozna znalez¢ na na-
szej stronie internetowej: http://www.
umcs.lublin.pl/ptb2005

prof. dr hab. Teresa Jakubowicz
Przewodniczaca Komitetu
Organizacyj nego

Profesor Peter Campbell nie zyje

Polska spoteczno$¢ biochemiczna
zegna z zalem profesora Petera Camp-
bella, bardzo znang posta¢ w Polsce.
Profesor Campbell stworzyt i rozpoczat
dziatalno$¢ SARS (Scientific Apparatus
Recycling Scheme) w 1989 roku, kiedy
rozpoczynata sie polityczna transfor-
macja w naszym kraju i nasze zasoby
aparaturowe oraz dostep do literatury
naukowej byly bardzo ograniczone.
Dzieki wysitkom profesora Campbella
przez kilka kolejnych lat dostawaliSmy

aparature naukowa, kt6rg rozprowa-
dzaliSmy po réznych, najbardziej po-
trzebujacych polskich laboratoriach,
a literature po bibliotekach.

Profesor Peter Campbell pozostanie
na zawsze w naszej wdziecznej pamie-
ci.

prof. dr hab. Jolanta Baranska

prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

www.postepybiochemii.pl
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Wskazoéwki dla Autoréw

WSKAZOWKI DLA AUTOROW

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

Autorzy odpowiadajg za prawidtowosé i scistosé 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 uzyska¢ i przeka-
za¢ nam zgode na przedruk, zaréwno od autoréw, jak i z
wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych rycin
i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$miennictwa
jest rowniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redak-
cji jest rownoznaczne z o$wiadczeniem, 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 czasopismie wymagac¢ bedzie
uprzedniej zgody Redakgcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace po-
dejmuje decyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu
na podstawie wiasnej opinii i opinii dwdch niezaleznych
recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od momentu otrzymania
artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga poprawek
odautorskich, Autorzy otrzymujg droga elektroniczng opi-
nie recenzentéw 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 sa 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 przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sa
proszeni o zapoznanie sie z najnowszym numerem ,,Poste-
poéw Biochemii", aby przygotowac¢ prace pod wzgledem
edytorskim, jezykowym oraz jakoSci materiatu ilustracyj-
nego, ktére bedg odpowiadaty aktualnym wymogom Re-
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dakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem naukowym,
lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawno$¢ logiczna
i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos¢ i czy-
telnos¢. 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, rowniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac poczta 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 zawierajgce ryciny jako: *.tif,
*.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢ napisany z zacho-
waniem podwaojnego odstepu miedzy wierszami, z uzyciem
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna-
ki specjalne prosimy wstawia¢ komenda ,,insert". W tekscie
prosimy wskazaé miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

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

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

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do
150 wyrazow), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych
stronach winny by¢ umieszczone tabele oraz tytuty 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 krétkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazow).

Pismiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cy-
towan oryginalnych prac, odsylajac czytelnikéw w miare
mozliwosci do artykutdéw przeglagdowych. Redakcja zaleca
zacytowanie co najwyzej 70 publikacji, w wigkszosci pocho-
dzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz piSmiennictwa obejmuje
prace w kolejnosci ich cytowania. W teks$cie, zaznacza sie
je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadrato-
we, np. [3,7,9-26]. Spos6b cytowania prac oryginalnych (1)
i przegladowych (2), ksigzek (3), rozdziatow z ksigzek jed-
notomowych (4), rozdziatbw z tomow serii opracowanych
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przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej podane Wielko$¢ ryciny powinna by¢ dostosowana do szeroko-

przyktady: $ci jednego tamu (8,5 cm) lub strony (18 cm). Na rycinach
1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
analysis of KVAP voltage-dependent K+channels in an open confor- sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykona-
mation. Nature 430: 806-810 ne czcionka Arial 8. llustracje i tabele prosimy przesytaé
2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by w osobnych plikach.
Ca2~ATPase of the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: i A . A ;
269-292 Prace w formie elektronicznej prosimy przesyfa¢ na ad-
3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydaw- res.
nictwo Naukowe S$lask, Katowice, Warszawa
4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and postepy@nencki.gov.pl
dynamics of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W:
Pochet R (red) Calcium: the molecular basis of calcium action in bi- W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowied-
ology and medicine. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Bo- niego oprogramowania prosimy o przys’ranie pracy na dys-
ston, London, str. 191-205 . . ' . . .
T _ _ kietce lub ptycie CD, zabezpieczonej przed uszkodzeniem
5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja W Czasie transportu, na adres:

konca 5' (KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski
J (red) Na pograniczu chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Nauko-

we Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznan, str. Stawomir Pikuta

143-179 redaktor naczelny
kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem Instytut Biologii Doswiadczalnej
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami umieszczo- im. Marcelego Nenckiego PAN
nymi pod tabela. Wielko$¢ tabel powinna by¢ dostosowana ul. Pasteura 3
do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub strony (18 cm). 02-093 Warszawa

llustracje: ryciny winny byé¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr,
* psd, lub *.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1.

Komunikat Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

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

Sktadka cztonkowska Towarzystwa w 2005 roku wynosi dla cztonkéw rzeczywistych 80 zt, dla cztonkéw studentéw 40 zt
(w tym roczna prenumerata ,,Postepéw Biochemii"); matzeristwa moga optaca¢ 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, ktorzy optacag sktadke po tym terminie, bedg otrzymywac kwartalnik do czasu wyczerpa-
nia sie zapaséw 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, ktore nie sg cztonkami Towarzystwa, moga by¢ prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii". Koszt prenumeraty
w 2005 roku wynosi 100 zt (w tym koszty wysyiki). Biblioteki ptaca za preiumerate ,,Postepow Biochemii" (wraz z kosztami
wysyiki) 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.

Woptaty za prenumerate kwartalnika ,,Acta Biochimica Polonica" nalezy dokonywa¢ 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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