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ARTYKULY

Mikrosatelitarny DNA

Microsatellite DNA

JACEK TURYN

Spis tresci:

l.  Wstep

I1. Definicje

I11. Biologia mikrosatelitow

IV. Rola mikrosatelitarnego DNA

V. Zastosowanie markeréw mikrosatelitarnych

V1. Choroby zwigzane z mikrosatelitami
VI-1. Mikrosatelity a choroby neurodegeneracyjne
VI-2. Mikrosatelity w nowotworach

VIl.Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: CUGBP1 — biatko wiazace sie
z sekwencjag CUG (ang. CUG binding protein); HNPCC —
dziedziczny niepolipowaty rak jelita grubego (ang. hereditary
non-polyposis colorectal cancer); LOH — utrata heterozygo-
tycznosci (ang. loss ofheterozygosity)’, MMR — system napra-
wy btednie sparowanych zasad (ang. mismatch repair)’, MSI —
niestabilno$¢ mikrosatelitama (ang. microsatellite instability)’,

ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)',
PCR — tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain
reaction)’, SSR — proste sekwencje powtarzalne (ang. simple

sequence repeats)’, STR — krotkie tandemowe powtérzenia
(ang. shorttandem repeats)’, TNR — powtdérzenia tréjnukleoty-
dowe (ang. trinucleotide repeats)’, UTR — region nie ulegajacy
translacji (ang. untranslated region)’, VNTR — sekwencje o
zmiennej liczbie tandemowych powtdrzen (ang. variable num-
ber oftandem repeats).

I. Wstep
Mikrosatelity sg to proste tandemowe powtdrze-

nia krotkich sekwencji DNA. Wystepuja w duzej ilo-
§ci w genomach wszystkich organizmoéw zywych i

Mgr, Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia Medyczna w Gda-
nsku, ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk, turyn@amg.gda.pl
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organellach subkomérkowych zawierajacych mate-
riat genetyczny. Z powodu bardzo duzej czestosci
wystepowania i wysokiego polimorfizmu znalazty
szerokie zastosowanie jako marker segmentow chro-
mosoméw, w badaniach gatunkoéw, populacji, a ta-
kze pojedynczych osobnikéw. Stosowane sg w anali-
zach pokrewieAstwa, medycynie sgdowej i badaniu
biologicznych materiatéw o znaczeniu historycznym
[1], U wyzszych kregowcéw najczesciej wyste-
pujacymi mikrosatelitami sg sekwencje zbudowane z
jednostki powtarzalnej (CA)n, a Sredni dystans mie-
dzy mikrosatelitami wynosi okoto 25 tys. par zasad
[2]. U ludzi 90% najczesciej wystepujacych mikrosa-
telitdbw o sekwencji (CA)nma dtugosé ponizej 20 po-
wtorzen jednostki repetytywnej, a 1-2% ma powyzej
30 powtdrzen [3]. W niektorych stanach patologicz-
nych stwierdza sie zmiany w sekwencjach mikrosa-
telitarnych. W eksonach moga wystepowac sekwen-
cje o motywie powtarzalnym dtugosci trzech nukle-
otydéw. Nadmierna liczba powtdrzen w takiej se-
kwencji moze stanowi¢ molekularne podtoze niekto-
rych chordb, najczesciej zwigzanych z uktadem ner-
wowym [4]. W komérkach nowotworowych réwniez
moga pojawic sie zmiany w sekwencjach mikrosate-
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litarnych. Moze to by¢ wykorzystane w diagnostyce
tej choroby.

I1. Definicje

W latach 60-tych odkryto, ze 10% genomu myszy
stanowig sekwencje o liczbie powtérzen rzedu 106
[5]. Dalsze badania wykazaly, ze wszystkie sekwen-
cje repetytywne stanowig 30% mysiego genomu.
Wystepuja one licznie takze u wielu innych gatun-
kéw kregowcdw oraz u roslin, bezkregowcéw, a na-
wet u Protozoa i drozdzy [6]. Sekwencje powta-
rzajagce sie wielokrotnie w genomie, o dlugosci
130-300 par zasad, nazwane zostaty SINES (ang.
short interspersed repeats). Sekwencje dtuzsze — do
kilkudziesieciu tysiecy par zasad — nazwano LINES
(ang. long interspersed repeats). Wyroznia sie takze
sekwencje, ktérych motyw powtarzajacy sie tworzy
cigg powtdrzen ustawionych tandemowo [7]. S3 to:
satelitarny DNA, minisatelity oraz mikrosatelity. Sa-
telitarny DNA o rdzeniu powtarzalnym dtuzszym niz
sto par zasad i o catkowitej dtugosci do Kilku milio-
néw par zasad, stanowi dobrze poznang i zdefinio-
wang rodzine powtdrzen tandemowych. Kolejng gru-
pe stanowig minisatelity. Pierwszym odkrytym mini-
satelita byta sekwencja o 15-to nukleotydowym
rdzeniu powtarzalnym znajdujaca sie w poblizu genu
kodujgcego insuling [8]. W 1985 roku Jeffreys i
wsp. [9] opisali minisatelity o sekwencjach powta-
rzalnych dtugosci od 16 do 64 par zasad, a wielko$¢
catych sekwencji wahata sie od 100 do 3000 par za-
sad. Obecnie za minisatelite przyjmuje sie sekwencje
0 powtarzajagcym sie motywie dtugosci od 10 do 100
par zasad i catkowitej dtugosci od 100 do 100 tysiecy
par zasad [1, 10]. Klasg o najmniejszej jednostce re-
petytywnej sg mikrosatelity. Po raz pierwszy zostaty
opisane w roku 1989 [11, 12]. Dtugosé sekwencji po-
wtarzalnej jest definiowana réznie przez réznych au-
toréw jako 1-6 [7, 13], 1-5 [14], 2-6 [1] czy 2-5 par
zasad [15]. Niektorzy wyodrebniajg z mikrosateli-
tow jako oddzielng grupe ciggi mononukleotydowe
[1]. Rozbieznosci pojawiajg sie takze w nomenklatu-
rze. Definicje poje¢ przyjeto za zaleceniami Cham -
bers i MacAvoy [1]. Termin VNTR (ang. varia-
ble number oftandem repeats — sekwencje o zmien-
nej liczbie tandemowych powtorzen) przyjeto jako
okreslenie mini- i mikrosatelitéw, natomiast pojecia:
STR (ang. short tandem repeats — krdtkie tandemo-
we powtorzenia) i SSR (ang. simple sequence repe-
ats — proste sekwencje powtarzalne) dla okreslania
wytgcznie sekwencji mikrosatelitarnych. Wazne jest
zachowanie wyraznego rozdziatu pomiedzy mini- i
mikrosatelitami, poniewaz ich powstawanie i ewolu-
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cja zachodzg poprzez odmienne mechanizmy [10].
Za mutacje w sekwencjach mikrosatelitarnych odpo-
wiedzialne sg btedy majgce miejsce w czasie replika-
cji nici op6znionej. Natomiast zmiana ilosci powto-
rzen jednostki repetytywnej w minisatelitach zacho-
dzi przewaznie w komaorkach linii ptciowej w proce-
sie podobnym do konwersji genéw w czasie rekom-
binacji zachodzacej podczas mejozy izwigzanajest z
peknieciami obu nici DNA [10]. Przyporzadkowanie
VNTR o rdzeniu dtugosci 7-10 par zasad do odpo-
wiedniej grupy sekwencji repetytywnych nastepo-
wac bedzie wraz z dalszym postepem badan nad spo-
sobem mutowania tych sekwencji [1]. Mikrosatelity
podzielono na cztery grupy: mikrosatelity zupetne,
niezupetne, ztozone oraz ztozone niezupetne. Mikro-
satelity zupeine zawierajg nieprzerwane ciggi se-
kwencji repetytywnych, natomiast w mikrosatelitach
niezupetnych ciggi te sg przerywane wstawkami 1-4
nukleotydowymi. Mikrosatelity ztozone — zbudo-
wane sg z dwu i wiecej ciggow sekwencji powtarzal-
nych, ktére w ztozonych niezupetnych sg rozdzielo-
ne kilkunukleotydowymi wtrgceniami [3, 16]. Do tej
pory nie ustanowiono ogélnie przyjetych zasad spo-
sobu zapisywania sekwencji powtarzalnych. For-
muta ta powinna by¢ jak najprostsza i zapis podlegac
powinien porzadkowi alfabetycznemu. W zwiazku z
tym, mimo iz sekwencje tego samego mikrosatelity
mozna zapisa¢ w postaci (CA)noraz (TG)nto wedtug
powyzszej zasady poprawniejszy jest pierwszy za-
pis. Wyjatek stanowig tu tandemy w sekwencjach
kodujacych, gdzie poprawniejszy bedzie zapis se-
kwencji nici kodujacej. Zapis sekwencji moze
uwzglednia¢ obie nici np.: (CA)n(TG)n lub (CA)Y
(TG)n[1].

I11. Biologia mikrosatelitow

Mozna stwierdzi¢ z duzym prawdopodobien-
stwem, ze mikrosatelity wystepujg licznie w geno-
mach wszystkich organizmdw. Lokalizacja chromo-
somalna mikrosatelitéw jest dobrze poznana dla ta-
kich organizmdw jak cztowiek [17, 18], mysz [19,
20], szczur [21, 22]. Sekwencje te zlokalizowane sg
wzdtuz catych chromosoméw z wytaczeniem telo-
merow [1]. Podobny wz6r jest przedstawiany dla
bezkregowcow np. komara Anopheles gambiae [23].
Analiza bibliotek sekwencji kodujgcych i nieko-
dujacych roznych grup organizméw od drozdzy
przez rosliny, owady po naczelne wskazuje na nizsza
czesto$¢ wystepowania sekwencji STR (mono-, di-,
tetra- i pentanukleotydowych) w sekwencjach ko-
dujacych w poréwnaniu z niekodujacymi. W se-
kwencjach trinukleotydowych zaobserwowano tylko
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niewielkie roéznice [24]. U drozdzy Saccharomyces
cerevisiae okoto 5% mikrosatelitdw o rdzeniu mo-
no-, di- i tetranukleotydowym (zbudowanych co naj-
mniej z 15 powtdrzen) znajduje sie w ORF (ang.
open readingframe — otwarta ramka odczytu). Na-
tomiast okoto 80% o rdzeniu trinukleotydowym wy-
stepuje w sekwencjach kodujgcych [25].

Niewiele wiadomo o pochodzeniu ewolucyjnym
mikrosatelitow. Pewne Swiatto na ten problem rzuca
niezalezne powstanie dwu réznych loci mikrosateli-
tarnych w krétkim fragmencie pseudogenu p-glo-
biny u naczelnych. U czesci gatunkéw w tym rejonie
wystepuje zmiana sekwencji, powstata najprawdo-
podobniej na skutek mononukleotydowej substytucji
u ich wspdélnego przodka. Zjawisko to stwierdzono u
czesci cztekoksztattnych i ludzi, gdzie doszto do za-
miany G na A. W wyniku tej mutacji powstato te-
tranukleotydowe tandemowe powto6rzenie (ATGT)2,
ktore ulegto wydtuzeniu do (ATGT)4u szympansow i
goryli oraz do (ATGT)5 u ludzi. Inna mutacja
nastgpita u przodka pétnocnicy (fac. Aotus trivirga-
tus), matpy potudniowoamerykanskiej, gdzie w wy-
niku tranzycji A na G powstato dinukleotydowe po-
wtorzenie (GT)5, ktore ulegto wydtuzeniu u tego ga-
tunku do (GT)6[15] (Ryc. 1). Mikrosatelity powstajg

nia nad ludzkim genomem umozliwity testowanie
duzej ilosci r6znych loci. Wynika z nich bardzo wy-
soka czesto$¢ mutacji mikrosatelitow, $rednio 2x 10'3
na locus na mejoze. Danych tych nie mozna uogol-
nia¢ dla innych organizméw z powodu bardzo du-
zych  réznic  miedzygatunkowych [29]. Dla
przyktadu: $redni poziom mutacji jednego locus u
muszki owocowej (tac. Drosophila melanogaster)
jest znacznie nizszy (od 6x10'6do 9x10'6) [30, 31].

Powtdrzenia o catkowitej diugosci <8 nukleoty-
déw wystepujg w genomie z czestoscig oczekiwang
dla przypadkowych sekwencji. Sekwencje powta-
rzalne diuzsze od tej wartosci granicznej wystepuja
czesciej niz mozna by tego oczekiwaé dla takich se-
kwencji powstatych w wyniku przypadkowego usta-
wienia nukleotydow. [1]. Dominujgcym mechaniz-
mem mutacyjnym w sekwencjach mikrosatelitar-
nych jest tzw. btedne parowanie na nici op6znionej
(ang. slipped strand mispairing) [32, 33]. Podczas
replikacji nici opéznionej moze doj$¢ do powstania
petli ztozonej z petnego motywu powtarzalnego lub
jego wielokrotnosci. Jesli replikacja jest kontynu-
owana bez naprawy, na nowo powstajacej nici do-
chodzi do zmiany iloSci powtdrzen rdzenia repety-
tywnego. Jesli petla powstanie na matrycy, to nowo

orangutan
gibbon

TG ATGTGTGYGA e

Aolus trivirgatus

T1eTeTereTeTeTeA

goryl
szympans

7767 ATGTATGTATGTATGT 6.4

czlowiek

7767 ATGTATGTATGTATGTATGT G/

Ryc. 1 Hipotetyczne powstanie dwu mikrosatelitamych loci w pseudogenie r)-globiny u naczelnych na drodze pojedynczych mutacji punktowych
(miejsca mutacji oznaczone czarng kropka) i duplikacji motywoéw powtarzalnych.

zrejonéw tzw. ang. cryptic simplicity, tojest krotkich
rejondw, w ktérych powtarza sie jeden kilkunukle-
otydowy motyw w bardzo niewielkiej odlegtosci od
siebie [26]. Przykiadem takiej sekwencji jest oma-
wiany powyzej rejon w pseudogenie p-globiny.
Chambers i MacAvoy [1] sugerujg, by za
poczatek istnienia mikrosatelity uznawa¢ moment,
gdy dtugos¢ ciggu powtdrzen przekroczy 8 nukleoty-
doéw, ponizej ktérej istniatyby tylko sekwencje zwa-
ne cryptic simplicity.

Eukariotyczne sekwencje unikalne mutujg z cze-
sto$cig okoto 10'9zmian na nukleotyd na pokolenie
[27], natomiast sekwencje mikrosatelitarne mutujg w
zakresie 10 3-10'4na locus na pokolenie [28], Bada-
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zsyntetyzowana ni¢ ulegnie skréceniu o tyle powt6-
rzen, ile ulegto wypetleniu. Jezeli natomiast petla
utworzy sie na nici powstajacej, nastapi wzrost ilosci
powtérzen [29] (Ryc. 2). Za rozpoznawanie i usuwa-
nie takich btedow odpowiedzialny jest w komorkach
system MMR (ang. mismatch repair — system na-
prawy biednie sparowanych zasad). Uszkodzenie
tego systemu prowadzi w sekwencjach mikrosateli-
tarnych i ciggach mononukleotydowych do wzrostu
ilosci mutacji 100-700 razy. Eliminacja funkcji ko-
rektorskich z polimeraz DNA 8 i e w komérkach
drozdzy nie wywotuje takiego efektu [34], Na pod-
stawie scharakteryzowanych juz sekwencji STR
mozna przedstawi¢ nastepujace wnioski: mikrosate-

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004



lity wystepuja czeSciej i sg dtuzsze u kregowcow niz
u bezkregowcéw; wsréd kregowcow zmiennociepl-
nych majg $rednio wiecej powtorzen [1].

Czesto$¢ mutacji mikrosatelitow wykazuje rézni-
ce miedzygatunkowe, ale takze rozni sie wewnatrz
gatunku pomiedzy poszczegélnymi loci. O réznicach
tych decyduje gtéwnie dtugos¢ samego mikrosatelity
[3]. Analizy rodowoddw [28, 31] oraz obserwacje

kwencje otaczajgce, aktywnos$¢ transkrypcyjna.
Dane na ten temat sg jednak nieliczne i niejedno-
znaczne [35].

Zupetnie inny mechanizm powstawania mikrosa-
telitow rozwazany jest w zwigzku z retrotranspozo-
nami. Nadir iwsp. [41] sugerujg, ze mononukle-
otydowe ciagi nukleotydéw adeninowych powstac
mogty w wyniku, podobnego do mechanizmu odpo-

REPLIKACJA NICI OPOZNIONEJ

MATRYCA (5 POWTORZEN)

PETLA TWORZY SIE
NA NICI
MATRYCOWE]

Tt 6 44Tr<s4\r<giV*.r<gA 5

NOWO POWSTALA NIC JEST
KROTSZA (4 POWTORZENIA)

Tii'S T 1

PETLA TWORZY SIE NA

NOWOPOWSTAJACE)
NICI
<3
NOWO POWSTAEA NIC JEST
DLUZSZA (6 POWTORZEN)

Ryc. 2. Schemat mechanizmu (ang. slipped strand mispairing) odpowiedzialnego za zmiany ilosci powtérzen motywu repetytywnego w mikrosateli-

tach.

populacji [35] i klonowanych mikrosatelitow [36]
wykazaty, ze ilos¢ mutacji w tych sekwencjach wzra-
sta wraz z ilo$cig powtdrzen jednostki repetytywne;j.
Inne badania dowodzg tez, ze dodatkowe czynniki
maja wptyw na te zalezno$¢ [35]. Jednym z takich
czynnikdéw moze by¢ wielko$¢ motywu powtarzalne-
go. Bezposrednie obserwacje mutacji mikrosatelitar-
nych w analizach rodowoddéw sugeruja, ze poziom
mutacji sekwencji o rdzeniu tetranukleotydowym
jest wyzszy niz sekwencji o rdzeniu dinukleotydo-
wym [28]. Natomiast badania naturalnych populacji
wykazujg zjawisko zupetnie odwrotne [37, 38]. P0z-
niejsze obserwacje wykazaty, ze przy analizie se-
kwencji o tej samej liczbie powtdrzen, sekwencje te-
tranukleotydowe mutujg wolniej [39]. Jest to zgodne
zwynikami badan in vitro nad mechanizmem mutacji
mikrosatelitow. Wykazano w nich, ze istnieje ujemna
korelacja miedzy diugoscig sekwencji powtarzalnej
a powstawaniem petli w czasie replikacji [33]. Wy-
stepowanie przerw w ciggu powtdérzen (mikrosatelity
niezupetne) wptywa na tempo mutacji danego locus.
W analizach rodowodowych, allele z kilkunukleoty-
dowymi wtrgceniami w szeregu powtdrzen tego sa-
mego locus mikrosatelitarnego mutowaty znacznie
rzadziej od nieprzerwanych [40]. Ponadto przypusz-
cza sig, ze na tempo mutacji moga mie¢ wptyw takie
czynniki jak: sekwencja motywu powtarzalnego, se-

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004

wiedzialnego za poliadenylacje konica 3 mRNA,
procesu wydtuzania konca 3’ retrotranspozonu.

U ssakéw i Drosophila dominuja powtérzenia
(CA)n natomiast u Arabidopsis thaliana i drozdzy
czesciej wystepuja (AT)n. Mikrosatelity (CT)n, ktére
u ssakow wystepujg stosunkowo najrzadziej, sgprze-
wazajagcym typem mikrosatelity u robaka Caenor-
habditis elegans [35]. Te réznice moga by¢ wyni-
kiem specyficznych cech systemu MMR danego tak-
sonu [42].

IV. Rola mikrosatelitarnego DNA

Mikrosatelitarny DNA jest uwazany za neutralny
ewolucyjnie, chociaz cze$¢ sekwencji tego typu
moze spetnia¢ wazne biologicznie funkcje. Niektore
aspekty dystrybucji mikrosatelitbw w genomie
wskazujg na ich prawdopodobng role w tworzeniu
specyficznych dla gatunku struktur w chromatynie
[43]. Mikrosatelity (CCG)ni (CAG)nwykazujg bar-
dzo r6zng zdolno$¢ przytgczania histondw. Powt6-
rzenia (CAG)n wykazujg wyzsze od innych powino-
wactwo do biatek nukleosomu, natomiast (CCG)n
najnizsze ze znanych sekwencji [44], U wielu gatun-
kédw centromery chromosomoéw zawierajg duzg licz-
be roznorodnych sekwencji powtarzalnych, co
wplywa na organizacje tych rejonéw [43]. We
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wszystkich centromerach pomidora Lycopersicum
esculentum znaleziono mikrosatelite (GATA)n oraz
dtugie dinukleotydowe powtorzenia [45]. W geno-
mie buraka Beta vulgaris analiza metodg fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ wykazata duzy wzrost ilo-
sci sekwencji (GATA)ni (CAC)nw rejonie centro-
merowym 3 z 9 par chromosomoéw, natomiast (CA)n
w 8 [46],

Mikrosatelity sg zdolne do tworzenia nie-
zwyktych drugorzedowych struktur DNA. Sekwen-
cje (GT)nmajg zdolnos$¢ do tworzenia lewoskretnej
helisy Z-DNA [47], a w powtOrzeniach trinukleoty-
dowych (CCG)n/(CGG)nobie nici jako jednoniciowe
DNA moga tworzy¢ struktury ,,szpilki do wtosow”
[44]. Podobnie w TNR (ang. trinucleotide repeats —
powtdrzenia trinukleotydowe) (CAG)W(CTG)n po
przekroczeniu wartosci krytycznej ilosci powtérzen,
pojedyncza ni¢ zbudowana z ciggu tréjek CTG moze
tworzy¢ stabilng strukture ,,szpilki do wtoséw”. Po-
wstanie takiej struktury na nowo powstajacej
czasteczce DNA w czasie replikacji nici opdznionej,
prowadzi do znacznego wzrostu ilosci motywu po-
wtarzalnego [48]. Sekwencje (CAG)W(CTG)nmoga
ponadto tworzy¢ struktury potréjnego heliksu z wy-
tworzeniem par typu Hoogsteena i powstaniem
potaczen C-G-C oraz T-A-T. W pewnych warunkach
jednoniciowe sekwencje (CGG)n i (CAGGG)n w
obecnos$ci jonow K+mogg utworzy¢ strukture cztero-
niciowg, co moze powodowac zatrzymanie polime-
razy DNA w czasie replikacji [44, 49].

Wykazano, ze sekwencje powtarzalne moga by¢
odpowiedzialne za powstanie rejondw o0 znaczaco
wyzszej od oczekiwanej czestosci wystepowania re-
kombinacji [43]. Dinukleotydowe mikrosatelity
(CT)n, (GT)ni (CA)nsg preferencyjnie wigzane przez
biatko RecA pateczki okreznicy (tac. Escherichia
coli) orazjego analogi: biatka scRad51S. cerevisiae i
hsRad51 cztowieka, odgrywajgce istotng role w re-
kombinacji DNA [50]. Analiza 22 chromosomu ludz-
kiego wykazata zwigzek pomiedzy rozmieszczeniem
tandemow (GT)na czestoScig rekombinacji [47]. In-
nym aspektem metabolizmu DNA, na ktéry wplyw
mogg mie¢ sekwencje STR, jest naprawa btednie
sparowanych zasad. Eksony gendéw systemu MMR:
MSH6, MSH3, PMS2, MLH3 ssakow, owadoéw i dro-
zdzy zawierajg mononukleotydowe powtdrzenia o
dtugosci od 8 do 10 nukleotydéw. Mikrosatelity sa
narazone na delecje badz insercje znacznie bardziej
niz przypadkowe sekwencje. Jesli powtorzenia mo-
nonukleotydowe znajdujg sie w rejonie kodujgcym,
to mutacja taka grozi zmiang ramki odczytu i powsta-
niem niefunkcjonalnego biatka. Paradoksalnie —
biatka limitujgce mutacje w mikrosatelitarnym DNA
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sg podatne na takie mutacje. Istnieje hipoteza, ze w
organizmach eukariotycznych mononukleotydowe
powtorzenia w genach MMR speiniajg role
przetgcznika pozwalajgcego na tagodne zwiekszenie
czestosci mutacji, a przez to potencjalny wzrost
przystosowania do zmieniajacych sie warunkéw
[51].

Wielu autorow sugeruje, ze sekwencje mikrosate-
litarne moga wptywacé na poziom ekspresji niekto-
rych genow. Delecja znajdujacej sie w rejonie pro-
motora genu c-Kl-ras sekwencji (TCCC)7, powoduje
znaczacy spadek aktywnosci transkrypcyjnej tego
genu. Podobny efekt przynosi usuniecie motywu
(TC)ji z promotora genu hsp26 u Drosophila [52].
Na ekspresje genu moga wptywac takze sekwencje
powtarzalne znajdujace sie poza rejonem promotoro-
wym. Poziom transkrypcji genu kodujgcego receptor
czynnika wzrostu naskérka jest zalezny od ilosci po-
wtérzen motywu CA w dinukleotydowej sekwencji
STR, znajdujacej sie w intronie 1tego genu [53]. Mi-
krosatelity moga takze petni¢ funkcje wzmacniaczy
transkrypcji. In vitro wykazano, ze taka role spetnia
HUMTHO1. Jest to mikrosatelita tetranukleotydowy
umiejscowiony w intronie 1 genu kodujgcego hy-
droksylaze tyrozynowa [54]. I10$¢ powtdrzen repety-
tywnego rdzenia moze bardzo r6znie wptywaé na
ekspresje genu. Gdy sekwencje (CTG)nwbudowano
do promotora genu URA3 w uktadzie drozdzowym,
nastepowato zahamowanie ekspresji tego genu, kie-
dy tandem zbudowany byt z 30 powto6rzen [48]. Od-
miennie na aktywnos$¢ promotora wptywa dinukle-
otydowy mikrosatelita znajdujacy sie okoto tysigca
par zasad przed miejscem inicjacji transkrypcji genu
PAX-6. Gdy powtorzen jest 29 to aktywnos$¢ tego pro-
motora wzrasta 4-9 krotnie w poréwnaniu z komér-
kami zawierajgcymi allele o 26 powt6rzeniach [55].
Natomiast mikrosatelita (GAA)nw rejonie promoto-
rowym genu M9/pMGA u Mycoplasma gallisepticum
musi sie sktadaé¢ doktadnie z 12 powtdrzen, aby za-
chodzita transkrypcja [56].

Kolejnymi etapami ekspresji genéw, na ktore
moga wptywac sekwencje powtarzalne, sg sktadanie
pre-mRNA itranslacja [43]. W intronie 5 pre-mRNA
genu cTNT wystepuje sekwencja zbudowana z po-
wtdérzen CUG. Z sekwencjg tag wiagze sie biatko
CUGBP1 (ang. CUG binding protein — biatko
wigzace sie z sekwencjg CUG). Jego nadmierne na-
gromadzenie sie w jadrze komérkowym kardiomio-
cytow powoduje nieprawidtowe wbudowywanie
eksonu 5w mRNA cTNT [57]. Biatko CUGBP1 ma
zdolno$¢ wiazania takze powtdrzen CGG wyste-
pujacych w mRNA. Moze ono znajdowac sie zarow-
no w jadrze komdrkowym, jak i w cytosolu. W
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MRNA dla C/EBP biatko CUGBP1 wigze sie z oby-
dwoma rodzajami sekwencji powtarzalnych i stabili-
zuje strukture faworyzujgcg alternatywny kodon
startu translacji, a przez to synteze krotszej izoformy
biatka C/EBP [58],

V. Zastosowanie markerow mikro-
satelitarnych

Mapowanie gendéw jest bardzo waznym elemen-
tem badan genetycznych roslin i zwierzat. Dostep-
no$¢ map genowych umozliwia identyfikacje i pre-
cyzyjne klonowanie gendw [59], tworzenie fizycz-
nych map chromosomoéw [60] i badania nad ewolucja
genoméw [61]. W drugiej potowie lat osiemdzie-
sigtych do mapowania gendéw zaczeto wykorzysty-
waé sekwencje VNTR. W pordwnaniu do wczesniej
stosowanych markerdw wykazywaty one duzo wie-
ksza zmienno$¢. Dzieki wysokiej informatywnosci
mozna byto zastosowac je do genotypowania rodzin i
wyznaczania sposobu dziedziczenia gendéw w rodzi-
nach obcigzonych badang chorobg [62] lub do szuka-
nia loci potencjalnie zwigzanych z powstawaniem
danego zespotu chorobowego [63]. U ludzi znanych
jest wiele tysiecy mikrosatelitarnych markerow [17]
precyzyjnie zlokalizowanych wzdiuz kazdego seg-
mentu kazdego z chromosoméw [1]. Podobne mapy
istniejg juz dla wielu innych organizmow [20, 21,
23]. W regionie kodujgcym HLA klasy Il wystepuje
ponad 150 polimorficznych loci mikrosatelitarnych.
Dokonywane sg proby wykorzystania ich do analizy
haplotypow HLA w analizie dawcow do przeszcze-
péw szpiku kostnego [64]. Ponadto prébuje sie zasto-
sowac je do badania sprzezen uktadu HLA z wyste-
powaniem réznych choréb u cztowieka [65].

U gatunkéw, ktérych genom zostat catkowicie
badZ czeSciowo zsekwencjonowany, mikrosatelity
moga by¢ wyszukiwane poprzez analize baz danych
[66]. W innym przypadku sekwencje powtarzalne
znajduje sie postepujac wedtug og6lnego schematu:
najpierw analizowany genom podlega fragmentacji,
fragmenty odpowiedniej dtugosci taczy sie z wekto-
rem, klonuje, a nastepnie selekcjonuje sie klony przy
uzyciu sond zbudowanych z poszukiwanych sekwen-
cji powtarzalnych i klony hybrydyzujgce z sondg se-
kwencjonuje sie wraz z unikalnymi sekwencjami
otaczajacymi, bedacymi Zzrodtem sekwencji starte-
row dla reakcji PCR (ang.polymerase chain reaction
— tancuchowa reakcja polimerazy) [67].

Poniewaz mikrosatelitarne loci czesto posiadajg
po kilka alleli wystepujagcych ze stosunkowo duza
czestoscig i wykazujg bardzo wysoka heterozygo-
tycznos$¢, staty sie idealnym narzedziem do moleku-
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larnej identyfikacji osobnikéw [1]. Sg podobnie jak
minisatelity wykorzystywane rutynowo w badaniach
genetycznych, w medycynie sgdowej m. in. w spra-
wach o ustalenie ojcostwa. Zastosowanie 13 poli-
morficznych loci mikrosatelitarnych pozwala wy-
kluczy¢ ojcostwo z prawdopodobieAstwem ponad
99, 99% [68] (lub z duzym prawdopodobiefistwem je
potwierdzi¢). Stosowane sg rdwniez do identyfikacji
zwitok [1]. Badania przeprowadzone na sekwencjach
tetranukleotydowych wykazaty duzg stabilno$¢ se-
kwencji mikrosatelitarnych w réznych tkankach, na-
wet przy wysokim stopniu rozktadu zwtok [69]. Mar-
kery te dzieki duzej trwatosci czgsteczki DNA i jej
odpornosci na czynniki Srodowiskowe sg uzyteczne
w analizie dowodéw rzeczowych jakie stanowic
moga roéznorodne $lady biologiczne np.: krew,
wilosy, naskorek, sperma, Slina. Wystarczajg pi-
ko-gramowe iloSci matrycy, nawet w duzym stopniu
zdegradowanej, aby przy zastosowaniu technik PCR
dokona¢ ich analizy [68]. Stad tez mikrosatelity sg
bardzo uzyteczne w badaniach historycznego mate-
riatu biologicznego [70]. Mata ilos¢ materiatu ba-
dawczego (np.: pojedyncze #tuski, wiosy, wylinki
wezy, niewielka ilo$¢ krwi, a nawet kosci z wyplu-
wek séw) sprawia, ze analizy te mogg by¢ mato- lub
wrecz nieinwazyjne i wptywajg w niewielkim stop-
niu na kondycje badanych, nawet matych organi-
zmow [71, 72]. Sa takze stosowane w badaniach pre-
natalnych u ludzi w diagnostyce choréb genetycz-
nych [73].

Mikrosatelity sg dobrym markerem do badania
réznic pomiedzy blisko spokrewnionymi popula-
cjami. Stanowig doskonate narzedzie do monitoro-
wania zmian réznorodnos$ci genetycznej populacji,
a takze do analizy pokrewienstwa i identyfikacji
osobnikow rodzicielskich wewnatrz duzych popu-
lacji. Takie analizy sg uzyteczne w zarzgdzaniu ho-
dowlami i zasobami naturalnymi, w zrozumieniu
wzoréw pokrewienstwa w dzikich populacjach [74,
75] oraz ochronie $rodowiska np.: ochronie wyko-
rzystywanych gospodarczo gatunkéw ryb przed
przetowieniem [76].

Problemem w badaniach populacyjnych wykorzy-
stujacych  mikrosatelity = mogacym  znaczaco
wptywac na obserwowang zmienno$¢ danego locus
sg,allele zerowe”. Sg to allele nie ulegajgce amplifi-
kacji w wyniku mutacji w rejonie wigzania starteréw
dla reakcji PCR w sekwencjach otaczajacych mikro-
satelite [77]. Moga one wystepowac z czestoscig na-
wet do 15% na locus. Gdy wystepujg ,allele zero-
we”, heterozygoty mogga by¢ mylone z homozygota-
mi, a gdy u osobnika wystepuja dwa takie allele, brak
uniego jakichkolwiek produktéw amplifikacji [78].
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Wygodng cechg mikrosatelitow jest to, ze homo-
logiczne loci mogg by¢ z duzym prawdopodobien-
stwem amplifikowane w spokrewnionych gatunkach
przy zastosowaniu tych samych starterow [79]. Ga-
tunki nie muszg by¢ nawet bardzo blisko spokrew-
nione, ale procent amplifikowanych loci moze obni-
zac sie wraz ze wzrostem przedziatu czasu od rozejs-
cia sie gatunkéw [66]. Inne dane wykazujg, ze mimo
duzego dystansu czasowego (nawet do 300 milionéw
lat od szacowanego momentu rozejScia sie gatun-
kéw) dzielagcego gatunki z dwu réznych rodzin mor-
skich z6twi udato sie powieli¢ sze$¢ analizowanych
loci u szesSciu badanych gatunkéw [80]. Niemnigj
jednak ,allele zerowe” sg opisywane czesto
wewnatrz populacji tego samego gatunku [66].

V1. Choroby zwigzane z mikrosatelitami
VI-1. Mikrosatelity a choroby neurodegeneracyjne

Mikrosatelity trinukleotydowe, nazywane tez
TNR mogag wystepowaé w rejonach miedzygeno-
wych oraz w sekwencjach kodujacych. Zidentyfiko-
wano 2135 gendw, ktére zawierajg takie sekwencje
(o dtugosci czterech lub wiecej powtdrzen) w ekso-
nach [81]. Eksony, tak jak i rejony UTR (ang. un-
translated region — region nie ulegajacy translacji),
mogga zawiera¢ rézne sekwencje tego typu. W ekso-
nach najliczniej wystepuje sekwencja zbudowana z
(AGC)n. Mniej licznie reprezentowane sg tandemy o
powtarzajagcym sie motywie (AGG)ni (CCG)n. Nato-
miast mikrosatelity takie jak (ACG)ni (ACT)nwyste-
puja rzadko. Sekwencja ACT moze by¢ réwniez od-
czytana jako kodon ,,stop” — TGA. Moze to ttuma-
czy€ jej rzadsze wystepowanie w eksonach. Wszyst-
kie te sekwencje wystepujg bardzo rzadko w rejo-
nach miedzygenowych i w intronach, gdzie najlicz-
niejsze TNR to (AAT)n. (AAT)njest najczesciej wy-
stepujagcym u cztowieka tandemem o jednostce po-
wtarzalnej dtugosci trzech nukleotydéw. Sekwencje
(CCG)nczesto wystepujg w rejonach przed miejscem
startu transkrypcji genu i w rejonach UTR [81].

Antycypacja jest to zjawisko ostrzejszego prze-
biegu i wczesniejszego wystepowania objawoéw cho-
réb dziedzicznych w kolejnych pokoleniach. Jegj
podtoze molekularne stanowi niestabilno$¢ sekwen-
cji powtarzalnych. Zjawisko to opisano dla wielu
chordb neurodegeneracyjnych i zwigzane jest z mu-
tacjami dynamicznymi. Mutacje te polegaja na zwie-
lokrotnieniu, na przestrzeni kilku pokolen, najcze-
Sciej trinukleotydowego motywu powtarzalnego,
umiejscowionego w genie [82]. Prawdopodobien-
stwo wystapienia mutacji dynamicznych zalezy od
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ilosci nieprzerwanych podjednostek repetytywnych
[83].

Pierwszg opisang genetyczng chorobg zwigzang z
mutacjami dynamicznymi sekwencji STR byt zespot
kruchego chromosomu X (FRAXA). Jest to jedna z
najczesciej wystepujacych form rodzinnego upoS$le-
dzenia umystowego [84], Zwigzanajest ze znacznym
wzrostem ilosci powtorzen w mikrosatelicie (CCG)n
znajdujacym sie w rejonie 5’'UTR w genie FMR1
[85]. W normalnym chromosomie w mikrosatelicie
tym wystepuje od 5 do 55 powtorzen. Gdy ilos¢ ich
wzro$nie powyzej 55, liczba powtdrzen zaczyna
szybko rosna¢ z kazdg nastepng generacjg. Brak jest
jednak objawow klinicznych i produkowane jest
funkcjonalne biatko FMR1 (FMRP). Zjawisko takie
okresla sie jako premutacje. Kiedy ilos¢ powtorzen
motywu CCG przekroczy 230, dochodzi do petnej
mutacji [86]. W normalnych warunkach promotor
genu FMR1 nie jest zmetylowany, jednak gdy wyste-
puje petna mutacja ulega on metylacji ijego ekspre-
sja zostaje obnizona. In vitro gen ten moze odzyskaé
swojg aktywnos$¢, gdy potraktuje sie go zwigzkami
demetylujagcymi. Ten fakt w potgczeniu z obserwa-
cjami ludzi o normalnym ilorazie inteligencji z petng
mutacjg, ale bez zmetylowanego promotora, u kt6-
rych poziom biatka FMR1 zblizony jest do normal-
nego, wskazuje, ze to metylacja promotora a nie
wydtuzenie sekwencji (CCG)n, uszkadza funkcje
tego genu [87].

FRAXA jest zwigzany z miejscem, w ktdrym w
specyficznych warunkach moze nastgpi¢ pekniecie
chromosomu X. Miejsca takie w chromosomach na-
zywane sg miejscami kruchymi (ang. fragile sites).
Cze$¢ z tych miejsc zwigzana jest z powtdrzeniami
tandemowymi [88] (Tab. 1).

Mikrosatelitarne sekwencje zwigzane z choroba-
mi mogaby¢ umiejscowione w genach zaréwno w re-
jonach niekodujgcych (Tab. 2), jak iw ORF. Choroba
Huntingtona wywotana jest podobnie jak kilka in-
nych choréb neurodegeneracyjnych przez ekspansje
trinukleotydowych powtorzen (CAG)nznajdujacych
sie w ORF ikodujacych ciagi glutamin (poli-Q) [89].
W przeciwienstwie do wcze$niej omawianych cho-
réb, gdzie do powstania choroby ilo$¢ powtérzen
jednostki repetytywnej wzrasta¢ musiata kilkukrot-
nie w stosunku do normalnego poziomu (a osiggac
mogta ilosci nawet ponad 1000 powtorzen), w tych
chorobach nawet 5% wzrost iloSci motywu powta-
rzalnego moze prowadzi¢ do rozwoju choroby [83].
W genie IT15 (HD) zwigzanym z chorobg Huntingto-
na [82] normalna dtugos$¢ tandemu wynosi 8 do 35
powtorzen rdzenia CAG [89], u chorych natomiast
od 36 do 121 [4]. Do chorob zwigzanych z wydtuze-
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niem sie mikrosatelitéw (CAG)nw sekwencjach ko-
dujacych zalicza sie obecnie 9 podobnych schorzen
objawiajacych sie postepujaca dysfunkcjag neuronéw
i silng neurodegeneracjg (Tab. 3).

Tabela 1.

Miejsca kruche w chromosomach (ang.fragile sites) zwigzane z eks-
pansja tandemowych sekwencji repetytywnych

FRAXA (CCG)n [4, 86, 88]
FRAXE (CCG)n [4, 86, 88]
FRAXF (CCG)n [88]
FRA10B minisatelita [86]
FRAL IB (CCG)n [88]
FRA16A (CCG)n [88]
FRA16B minisatelita [86]

Bezposrednig przyczyna uszkodzen komorek w
tych chorobach jest wzrost dtugosci rdzenia glutami-
nowego w biatku. Pomimo iz izolowane ciggi poli-
glutaminowe sg bardzo toksyczne dla komérek, gdy
wystepujg w biatkach stajg sie patogenne dopiero po
przekroczeniu diugosci granicznych charaktery-
stycznych dla danego biatka. Prawdopodobnie po-

Tabela 2.

VI1-2. Mikrosatelity w nowotworach

Transformacja nowotworowa jest procesem wie-
loetapowym, zwiazanym z r6znorodnymi zmianami
w genomie. Zmiany te mogg dotyczy¢ rowniez se-
kwencji mikrosatelitarnych. W komérkach nowo-
tworowych obserwujemy dwa typy zmian w tych re-
jonach DNA: niestabilno$¢ mikrosatelitarng (MSI —
ang. microsatellite instability) i utrate heterozygo-
tycznosci (LOH — ang. loss of heterozygosity).

MSI opisano w 1993 roku w dziedzicznym niepo-
lipowatym raku jelita grubego (HNPCC — ang. he-
reditary non-polyposis colorectal cancer). Niestabil-
no$¢ w rozumieniu pojedynczego locus, polega na
zmianach ilosci powt6rzen repetytywnego rdzenia w
markerze mikrosatelitarnym w DNA komérek nowo-
tworowych w stosunku do DNA w niezmienionych
komérkach tego samego pacjenta [91, 92]. MSI sto-
suje sie takze jako okreslenie fenotypu nowotworu
wykazujgcego niestabilnos¢ loci mikrosatelitarnych
[91]. Wystepuje on w wiekszosci przypadkow raka
jelita grubego w rodzinach obcigzonych HNPCC
(55-90% — rdznice wynikaja z analizy réznej liczby
pacjentow istosowania réznych zestawéw markeréw
przez badaczy) [93, 94], HNPCC wigze sie z wadli-
wym dziataniem systemu MMR, gtdwnie z genami
MSH2 i MLH1, rzadziej z genem MSH®6 [95]. Przy-
najmniej u 50% rodzin obcigzonych HNPCC znale-

Choroby wywotane przez zmiany ilosci powt6rzen jednostki repetytywnej w mikrosatelitach znajdujacych sie poza ORF (otwartg ramka odczytu)

Choroba Motyw
powtarzalny

Zesp6t kruchego chromosomu X
(FRAXA) cce
Uposledzenie umystowe zwigzane
z FRAXE cee
Beztad rdzeniowo-mézdzkowy cTG
typ 8
Beztad rdzeniowo-mézdzkowy ATTCT
typ 10
Beztad rdzeniowo-mézdzkowy CAG
typ 12
Dystrofia miotoniczna typ 1 CTG
Dystrofia miotoniczna typ 2 CCTG
Beztad Friedreicha GAA

wodujg one agregacje biatek o wydtuzonym rdzeniu
glutaminowym z innymi. Powstawanie takich agre-
gatdbw moze zaburza¢ strukture i funkcje jadra ko-
maérkowego oraz biatek, z ktérymi agregujg [4]. Wy-
kazano, ze biatka z wydtuzonym ciggiem glutamin
moga aktywowac niektére kaspazy odgrywajgce
wazng role w procesie apoptozy [4, 90].
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Lokalizacja PisSmien-
. Gen .

w genie nictwo
5’UTR FMR1 4, 82, 88
5’UTR FMR2 4, 82, 88,
3'UTR KLHL1 4, 109
Intron 9 SCAJO 109,110
5'UTR PPP2R2B 4, 82, 109
3'UTR DMPK 4, 109,
Intron 1 ZNF9 109
Intron 1 X25 4, 82, 109

ziono dziedziczne mutacje wjednym z genéw MMR.
Natomiast tylko 10-15% sporadycznych przypad-
kéw raka jelita grubego wykazuje fenotyp MSI [94,
96]. Dla innych sporadycznych nowotwordw dane sg
bardzo rozbiezne, np. w raku prostaty 2-65%, w no-
wotworach gltowy i szyi 2-30%, a w raku zotgdka
MSI wykazuje 2-15% przypadkoéw [96].
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Utrata heterozygotycznosci jest efektem delecji
oraz duzych niestabilnosci chromosomalnych
zwiazanych z transformacjg nowotworowa [97, 98].
Dzieki rozpowszechnieniu w genomie i wysokiemu
stopniowi heterozygotycznosci sekwencje STR sg
bardzo uzytecznymi markerami tego typu zmian.
LOH objawia sie redukcjg ilosci produktu amplifika-

Tabela 3.

DNA, zatrzymaniem cyklu komérkowego i aktywa-
cje szlaku prowadzacego do apoptozy [96].

Utrata heterozygotycznosci (LOH) jest stosowana
do analizy delecji w rejonach istotnych dla komérki,
na przyktad zmian w rejonach kodujacych supresory
transformacji nowotworowej (np.: biatka p53 [101],
BRCAL1 i BRCA2 [102]). Uzyteczno$é LOH i MSI w

Choroby zwigzane z ekspansja ciagdw poliglutaminowych w biatkach kodowanych przez geny zawierajace mikrosatelity (CAG)n w sekwencjach ko-

dujacych

Choroba

Choroba Huntingtona

Zanik mie$ni rdzeniowo-opuszkowy
(choroba Kennedy’ego)

Epilepsja miokloniczna z ruchami
plasawiczymi (DRPLA)

Beztad rdzeniowo-moézdzkowy typ 1

Beztad rdzeniowo-mé6zdzkowy typ 2

Beztad rdzeniowo-mézdzkowy typ 3
(Choroba Machado-Josepha)

Beztad rdzeniowo-mézdzkowy typ 6
Beztad rdzeniowo-mézdzkowy typ 7

Beztad rdzeniowo-mézdzkowy typ 17

cji jednego z alleli markera mikrosatelitarnego. W
przypadku, gdy marker jest homozygotyczny u dane-
go pacjenta, uzyskanie informatywnego wyniku jest
niemozliwe [99]. LOH zostata znaleziona na wielu
chromosomach w prawie wszystkich czesciej wyste-
pujacych nowotworach. Wykazuje ona charaktery-
styczny wzo6r dla danego typu nowotworu [97].
Trwajg prace nad zastosowaniem mikrosatelitow
w diagnostyce choréb nowotworowych. W niekt6-
rych nowotworach fenotyp MSI jest wskaznikiem
prognostycznym. W raku jelita grubego i zotadka
jest on zwigzany z wyzszym procentem przezy¢ pie-
cioletnich oraz nizszym prawdopodobienstwem
wystgpienia przerzutow do weztéw chionnych [96].
System MMR jest istotny w skutecznym dziataniu
wielu terapii nowotworowych. Linie komorkowe z
niefunkcjonujagcym systemem MMR sg oporne na
czynniki metylujgce DNA i cisplatyne, a toksycz-
no$¢ takich chemoterapeutykow jak doxorubicyna
czy busulfan jest w takich komérkach zredukowana
[100]. Ponadto linie te wykazuja niewielki ale istot-
ny statystycznie spadek wrazliwosci na promienio-
wanie jonizujgce [96]. Moze by¢ to zwigzane z bra-
kiem biatek systemu MMR rozpoznajgcych zmodyfi-
kowane zasady, uszkodzenia DNA wywotanych
przez cisplatyne i promieniowanie jonizujgce. Jak
sie wydaje, system ten jest zwigzany z rozpoznawa-
niem niemozliwych do naprawienia uszkodzeh
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Gen Pls.mlen-
nictwo
IT15 4, 82

gen receptora androgenéw

(AR) 4, 82
B37 {DRPLA) 4, 82
SCAI 4, 82
SCA2 4, 82
SCA3 (MJD1) 4, 82
SCA6 (CACNAL1A) 4, 82
SCA7 4, 82
SCA17 111

diagnostyce polega gtéwnie nie na badaniu samego
guza, ale przede wszystkim na posSrednim wykrywa-
niu DNA nowotworowego w ptynach ustrojowych
takich jak: mocz, $lina, plwocina, a zwtaszcza krew
[99]. Juz w latach 70-tych wykazano, ze duza cze$é
pacjentow z chorobg nowotworowg ma znacznie wy-
7sze stezenie wolnego DNA krgzacego we krwi niz
osoby zdrowe [103]. POzniej stwierdzono, ze wyka-
zuje on cechy charakterystyczne dla DNA nowotwo-
rowego [104], W roku 1996 w DNA izolowanym z
osocza znaleziono MSI i LOH w raku ptuc [105] oraz
nowotworach gtowy i szyi [106]. Podobne wyniki
uzyskano dla wielu innych typéw nowotworéw
[107]. LOH/MSI obserwuje sie w DNA w osoczu, su-
rowicy oraz w moczu pacjentéw z rakiem pecherza
moczowego. Czes¢ z tych zmian moze nie by¢ wy-
krywana w tkance nowotworowej [108]. Do badania
guza stosuje sie jego fragment. W wyniku klonalne-
go rozwoju nowotworu czes$¢ zmian wystepujaca w
innej czesci guza moze zosta¢ pominieta [97].
Wiadomo powszechnie jak istotne dla skuteczno-
Sci terapii jest wczesne wykrycie nowotworu. Dzigki
matej inwazyjnosci analiza loci mikrosatelitarnych
w ptynach ustrojowych moze stanowi¢ doskonate na-
rzedzie nie tylko wczesnego wykrywania nowotwo-
ru, ale takze monitorowania pacjentow podczas tera-
pii i wykrywania nawrotu choroby [107]. Jezeli
przyszte badania przyniosg opracowanie zestawow
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markerow o odpowiedniej czutosci, to zastosowanie
mikrosatelitéw w diagnostyce raka stanie sie¢ mozli-
we.

VIIl. Uwagi koricowe

Mikrosatelity wystepujg licznie w catym genomie
u wszystkich znanych organizmow zywych. Przez
zdolno$¢ do wigzania specyficznych biatek oraz two-
rzenia struktur drugorzedowych moga spetniaé
wazngrole w roznych aspektach metabolizmu DNA i
w regulacji syntezy biatek. Zmiany w tych sekwen-
cjach moga by¢ objawem badz przyczyna wielu cho-
réb. Mikrosatelity mutujg czesciej niz przypadkowe
sekwencje nukleotydéw, stad tez wykazuja bardzo
duzg roznorodnos¢ i czesto wysoki stopien polimor-
fizmu w obrebie jednego locus. Dzieki tym cechom
znalazty szerokie zastosowanie jako marker moleku-
larny w badaniach genetycznych i populacyjnych.
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Nowopoznane bakteryjne polimerazy DNA — ich rola w

tolerancji uszkodzen genomul.

Novel bacterial DNA polymerases — their role in the

damage tolerance

PAWEL. KARPINSKI1, DOROTA DZIADKOWIEC?2
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IV. Polimeraza DNA Il — reinicjacja replikacji
V. Polimeraza DNA V — synteza poprzez uszkodzenie
V1. Polimeraza DNA IV- niekierowana mutageneza
w stacjonarnej fazie wzrostu
VIl. Wspoétzawodnictwo polimeraz
VIIIl. Poréwnanie budowy nowych polimeraz DNA
IX. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: kDa — kilodaltony; poi I, Il, 11,
IV, V — polimeraza I, Il, Ill, IV, V; poi Ill HE — holoenzym po-
limerazy Ill; SSB — biatka wiagzgce jednoniciowy DNA (ang.
single strand binding proteins); ssDNA — jednoniciowy DNA
(ang. single strand DNA)\ TLS — synteza poprzez uszkodzenie
(ang. translesion synthesis).

I. Wstep

Szereg czynnikoéw, takich jak promieniowanie
UV lub promieniowanie gamma, zwiagzki chemiczne
pochodzace ze Srodowiska lub bedace produktami
metabolizmu samej komorki, moze modyfikowaé
strukture materiatu genetycznego. Efektem dziatania
tych czynnikéw sa fizyczne uszkodzenia DNA lub
chemiczne modyfikacje czterech podstawowych za-
sad. Uszkodzenia te moga zaburzaé procesy replika-
cji, prowadzi¢ do powstawania mutacji, a nawet
$mierci komorki. NajczeSciej jednak sg one usuwane
przez obecne w komdrce systemy naprawcze, kto-

'Student, 2dr, Pracownia Biotransformacji, Instytut Genetyki i
Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski, ul.Przybyszewskiego
63/77, 51-148 Wroctaw, e-mail: dorota@ microb.uni.wroc.pl
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rych zadaniem jest przywrdcenie pierwotnej, nie-
zmienionej sekwencji i struktury DNA.

Zdarza sie jednak, ze systemy te nie sg wystar-
czajagco wydajne, aby usungé wszystkie zmiany w
DNA. Préba replikacji sekwencji zawierajacych ta-
kie nie naprawione uszkodzenia moze powodowac
oddysocjowanie holoenzymu polimerazy DNA Ill od
matrycy i rozpad widetek replikacyjnych. Takie
przerywanie procesu replikacji jest niebezpieczne
dla komorki ze wzgledu na mozliwo$¢ powstania
wielu luk w nowo syntetyzowanej czasteczce DNA,
czyli znieksztatcenie lub utrate informacji genetycz-
nej.

Badania z ostatnich trzech lat pokazaty, ze istnieje
grupa biatek, wykazujgcych aktywno$é polimera-
zowg, ktore umozliwiajg prowadzenie replikacji
uszkodzonego DNA w procesie nazywanym TLS
(ang. translesion synthesis — synteza poprzez
uszkodzenie). Do biatek tych nalezg miedzy innymi
niedawno odkryte w komoérkach Escherichia coli po-
limerazy DNA IV iV oraz znana wczesniej polimera-
za Il DNA.

Rolg tych polimeraz w komdrkach jest kontynu-
acja replikacji po oddysocjowaniu holoenzymu poli-
merazy DNA III, na krétkich odcinkach matrycy zde-
formowanej przez uszkodzenia (TLS). Po zakonhcze-
niu procesu TLS nastepuje ponowne witaczenie holo-
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enzymu DNA polimerazy 11l do replikacji. Podczas
TLS polimerazy IV i V czesto wstawiajg niewtasci-
we nukleotydy, dlatego nazywane sg polimerazami
sktonnymi do popetniania btedéw (ang. error-prone
polymerases). Jednak dla komdrki ryzyko wprowa-
dzenia niewtasciwego nukleotydu do DNA jest mnigj
niebezpieczne niz niemozno$¢é przeprowadzenia
peinej replikacji materiatu genetycznego.

Proces TLS nalezy postrzegac jako mechanizm to-
lerancji uszkodzen, poniewaz nie dochodzi w nim do
ich usuniecia. Uszkodzenia te naprawiane sg przez
inne systemy naprawcze dopiero po zakonczeniu re-
plikacji.

Replikacja uszkodzonego DNA oraz reinicjacja
replikacji majg dla organizmoéw kluczowe znacze-
nie. Swiadczy o tym fakt, ze biatka przeprowa-
dzajace TLS charakteryzujg sie bardzo konserwa-
tywng strukturg, a ich homologi mozna spotkac¢ u
wszystkich grup organizmdw: Archae, Bacteriae, a
wsrod Eucaryota zaréwno u drozdzy jak i cztowieka.
Te ciekawe nowopoznane polimerazy zostang opisa-
ne ponizej na przyktadzie E. coli.

Il. Replikacja DNA

Procesem zapewniajagcym powstanie dwéch iden-
tycznych czasteczek DNA jest replikacja. Mozliwie
najwieksza wierno$¢ kopiowania jest osiggana nie
tylko dzieki precyzji dziatania gtéwnych polimeraz
DNA, ale takze dzigki udziatowi systemdw naprawy
DNA. Sg one zdolne do wykrycia i naprawy réznych
typdw uszkodzen i btedow w DNA powstatych pod-
czas jego replikacji, badz w czasteczce juz zrepliko-
wanej. Dzieki tym systemom btedy powodujgce po-
wstawanie mutacji pojawiajg sie niezwykle rzadko.
Gtéwnymi enzymami replikujgcymi materiat gene-
tyczny w komorkach Escherichia coli sg polimerazy
DNA Il il

Polimeraza DNA Il (poi Il1), odkryta w roku
1972, jest gtownym enzymem replikujagcym DNA w
komorkach E. coli. Polimeraza tajest zdolna réwniez
do korygowania wiasnych biedéw dzieki posiadaniu
aktywnosci egzonukleolitycznej w kierunku 3°—5’.
Polimeraza ta wstawia S$rednio jeden niewtasciwy
nukleotyd na 5 x 109wprowadzonych podczas repli-
kacji. Polimeraza DNA Il jest duzym kompleksem
biatkowym ztozonym z dziesieciu réznych podjed-
nostek o masie sumarycznej rownej okoto 900 kilo-
daltonéw (kDa). Podjednostki a, 8 i 0 stanowig
rdzen polimerazy, ktéry wykazuje aktywnos$¢ poli-
meryzacyjng (podjednostka a) i egzonukleolityczng
w kierunku 3'—5’ (podjednostka €) [1]. Podjednost-
ka i umozliwia dimeryzacje dwoch komplekséw
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rdzenia. W sktad holoenzymu polimerazy 11l wcho-
dzi takze kompleks y (ang. clamp loader), ktory
umieszcza rdzen polimerazy na pierscieniu p (ang.
sliding clamp). O wysokiej procesywnoS$ci polimera-
zy DNA Ill decyduje pierscien ztozony z dwdch pod-
jednostek P (Ryc. 2), ktory obejmuje taficuch DNA,
przytrzymujac jednoczes$nie holoenzym na matrycy
[2]

Polimeraza Ill charakteryzuje sie najwyzszg pro-
cesywnoscig (tworzy 5x105 wigzan fosfodiestro-
wych bez oddysocjowywania od matrycy [3]) i szyb-
koscig polimeryzacji (1000 nukleotydéw na sekun-
de) sposrod wszystkich dotychczas poznanych poli-
meraz prokariotycznych.

Poniewaz wszystkie znane polimerazy DNA kata-
lizujg dotgczanie nukleotydow tylko w kierunku od
konca 5’ do konca 3’, synteza nowych nici w obrebie
widetek replikacyjnych jest procesem asymetrycz-
nym. Dlatego tylko jedna z nici moze by¢ syntetyzo-
wana w sposob ciggty, zgodnie z kierunkiem przesu-
wania sie widetek. Nazywana jest ona nicig wiodaca
lub prowadzacag (ang. leading strand). Druga ni¢,
syntetyzowana w Kkierunku przeciwnym do ruchu
widetek, w postaci krétkich fragmentéw o dtugosci
1000-2000 nukleotydéw (fragmentow Okazaki, od-
krytych przez Reiji Okazaki wl 967 roku), nosi
miano nici op6zniajacej (ang. lagging strand) [1].

Polimeraza DNA | (poi 1) zostata odkryta naj-
wczesniej (w 1956 roku przez Kornberga). En-
zym ten wykazuje réwniez duzg wierno$¢ polimery-
zacji, wprowadza jeden niewtasciwy nukleotyd na
5x107[1]. Polimeraza | charakteryzuje sie niskg pro-
cesywnoscia (katalizuje powstanie do 20 wigzan fos-
fodiestrowych bez oddysocjowywania od matrycy) i
matg predkoscig polimeryzacji (okoto 11 nukleoty-
déw na sekunde) [1].

Rolg poi | jest usuwanie z fragmentéw Okazaki
starterowych odcinkow RNA, a nastepnie wstawia-
nie w ich miejsce kilku nukleotydow. Startery nie
moga by¢ usuniete przez polimeraze Ill, gdyz nie po-
siada ona aktywnosci egzonukleolitycznej o kierun-
ku 5°->3\ Enzym ten odtgcza sie wiec od nici matry-
cowej, a jego miejsce zajmuje polimeraza |, posia-
dajgca takag aktywnos$¢. Taka zamiana polimeraz
(ang. polymerase switch) ma miejsce podczas repli-
kacji wielokrotnie. Polimeraza | bierze tez udziat w
procesach naprawy DNA, wypetniajac luki powstate
po usunieciu uszkodzonych nukleotydéw. Proces re-
plikacji DNA przedstawia schematycznie Rycina 1.

Polimeraza DNA 1l (poi Il) znana byta jeszcze
wczesniej niz polimeraza Ill, jednak jej funkcja po-
zostawata nieznana do roku 1999 [4]. Najwieksza
niespodziankg ostatnich kilku lat byto odkrycie, ze

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004



poi I, wraz z biatkami UmuC i UmuD oraz DinB,
rowniez wykazujgcymi aktywnos$¢ polimerazowa,
bierze udziat w replikacji uszkodzonego DNA i mu-
tagenezie [5]. Kompleks UmuC i UmuD oraz biatko
DinB zostalty nazwane odpowiednio polimerazami V
iV,

biatka SSB

ligaza r

ni¢ wiodaca [N
ni¢ opdzniajaca

Ryc. 1. Schemat dziatania enzyméw w widetkach replikacyjnych E. coli
(na podstawie [6]).

I1l. Uszkodzenia DNA

Chociaz czasteczka DNA jest genetycznie stabil-
na (btad popetniany przez aparat replikacyjny zdarza
sie raz na okoto 109 wprowadzanych nukleotydéw
[6]1), to rézne czynniki chemiczne i fizyczne moga
powodowaé zmiany jej struktury. Efektem dziatania
tych czynnikow sg pekniecia fosfodiestrowego
tancucha kwasow nukleinowych lub chemiczne mo-
dyfikacje czterech podstawowych zasad. Dlatego tez
wszystkie organizmy wyksztatcity wiele mechani-
zmow usuwajgcych takie zmiany lub pozwalajgcych
im przezy¢ pomimo tych zmian.

Wyro6znia sie wiele rodzajow uszkodzen DNA,
miedzy innymi pekniecia pojedynczej i podwdjnej
nici DNA, depurynacje oraz chemiczne modyfikacje
nukleotydéw [7]. Niektdére z tych uszkodzen powo-
dujg odksztatcenie struktury podwojnej helisy i sta-
nowig bariere dla procesu replikacji DNA. Jezeli nie
zostang one usuniete przed rozpoczeciem kolejnej
tury replikacji, to mogg powodowac jej przerwanie,
oddysocjowanie poi Il od matrycy i uruchomienie
rekombinacyjnych systeméw naprawy DNA, zale-
znych od biatka RecA.
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W sytuacji gdy uszkodzenia DNA sg rozlegte i
konstytutywnie syntetyzowane systemy naprawcze
nie moga ich usungé¢ i umozliwi¢ kontynuacje repli-
kacji, indukowany jest regulon odpowiedzi SOS,
czyli zbior wielu grup genéw, bedacych pod kontrolg
represora LexA i induktora RecA, biatka o kluczowej
roli w naprawie uszkodzeh DNA na drodze rekombi-
nacji homologicznej. Niektdre geny nalezgce to tego
regulonu, ktérych produkty biorg udziat w réznych
procesach, zwigzanych z naprawg tub tolerancja
uszkodzen w DNA zebrano w Tabeli 1

W wyniku odpowiedzi SOS nastepuje petna repli-
kacja materiatu genetycznego, ale pojawiajg sie w
nim rowniez spontaniczne mutacje (np. wstawienie
niekomplementarnych zasad, przesuniecie ramki od-
czytu). Zjawisko to okre$la sie mianem mutagenezy
SOS [7]. Do niedawna nie znano przyczyn powsta-
wania tych bteddw, obecnie jednak wiadomo, ze do
biatek uczestniczacych w tej mutagenezie zaliczy¢
mozna: niedawno odkryte polimerazy DNA IV iV,
biatko RecA, biatka SSB, polimeraze DNA Il oraz
niektére podjednostki polimerazy DNA I11 [4, 8].

IV. Polimeraza DNA Il — reinicjacja replikacji

Gtéwna rolg polimerazy Il (poi Il) jest szybka re-
inicjacja replikacji po oddysocjowaniu polimerazy
Il spowodowanym obecnoscig uszkodzenia od-
ksztatcajgcego helise DNA. Poniewaz biatko LexA
bardzo stabo wigze sie z sekwencja regulatorowsy tej
polimerazy, wystepuje ona w do$¢ duzym stezeniu w
normalnie rosngcych komorkach. Jest to tez jedno z
biatek najszybciej indukowanych w odpowiedzi
SOS: reinicjacja replikacji zahamowanej naswietle-
niem komdrek promieniowaniem UV nastepuje naj-
p6zniej po 10 minutach [4].

Dotychczasowe badania pokazujg, ze polimera-
za ll, dzieki aktywnosci egzonukleolitycznej (spraw-
dzajacej) w kierunku 3’-»5’, jest wierna w stosunku
do matrycy. To ttumaczy jej duze stezenie w komoér-
kach bakteryjnych oraz znacznie szybszg aktywacje
w poréwnaniu z polimerazg V [8].

Druga wazng funkcjg polimerazy Il jest przepro-
wadzanie dla niektorych uszkodzen matrycy syntezy
DNA w procesie TLS. Proces ten zostanie szcze-
gétowo omowiony dla polimerazy V w kolejnym
rozdziale.

Naprawa uszkodzern DNA przez polimeraze Il jest
z reguly wierna. Istniejg jednak takie uszkodzenia
matrycy, jak pokazano w rozdziale VII, przy napra-
wie ktérych to wtasnie poi Il a nie poi V wprowadza
mutacje do matrycy (najczesciej przesuniecie ramki
odczytu o 1 lub 2 nukleotydy) [5].
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Tabela 1.

Niektére biatka systemu SOS (opracowano na podstawie [7])

Gen kodujagcy Funkcja biatka

biatko

lexA Represor systemu SOS

recA Regulator systemu SOS, naprawa rekombinacyjna,
replikacja poprzez uszkodzenie (TLS).

recN Naprawa rekombinacyjna, naprawa peknie¢ podwdjnej nici DNA

ruvB Rekombinacja homologiczna

ruvA Rekombinacja homologiczna

umuC Podjednostka DNA polimerazy V, replikacja poprzez uszkodzenie (TLS)

umuD Podjednostka DNA polimerazy V, replikacja poprzez uszkodzenie (TLS)

uvrA Naprawa poprzez wycigcie nukleotydow

uvrB Naprawa poprzez wycigcie nukleotydéw

uvrD Naprawa poprzez wyciecie nukleotydéw, naprawa rekombinacyjna, naprawa peknie¢
podwaojnej nici DNA

dinA DNA polimeraza Il, reinicjacja replikacji DNA po naswietleniu promienowaniem UV

dinB DNA polimeraza IV, replikacja poprzez uszkodzenie (TLS), mutageneza
nieuszkodzonej matrycy

sulA Zatrzymanie podziatow komoérkowych

ssb SSB- biatka wigzace pojedyncza ni¢ DNA

V. Polimeraza DNA V — synteza poprzez
uszkodzenie

Polimeraza DNA V jest kompleksem biatkowym,
ktérego podjednostki kodowane sg przez dwa geny
umuC i umuD (od ang. unmutable). Geny kodujace
podjednostki tej polimerazy oraz udziat ich produk-
tdbw w mutagenezie SOS znane byty juz od potowy
lat siedemdziesigtych. Mechanizm ich dziatania oraz
struktura chemiczna poznana zostata dopiero w
ostatnich latach przez niezalezne zespoty naukow-
cow (Tang i wsp. oraz Reuven i wsp. w 1998
roku za [9]), natomiast aktywno$¢ polimerazowa
kompleksu tych biatek zostata odkryta w 1999 roku
(Tang iwsp. za [9]).

Synteza polimerazy V jest regulowana zaréwno
transkrypcyjnie (geny kodujace to biatko nalezg do
regulonu SOS), jak i potranslacyjnie. Biatko UmuC
wykazuje aktywnos$¢ polimerazows, ale do przepro-
wadzania TLS na uszkodzonym DNA bezwzglednie
wymagana jest obecno$¢ biatka UmuD’. Powstaje
ono w wyniku samonaciecia N-konca podjednostki
UmuD (katalizowanego przez biatko RecA potaczo-
ne z jednoniciowym DNA). W wyniku interakcji
dwoch nacietych podjednostek UmuD’, biatka
UmuC oraz RecA-ssDNA powstaje w petni aktywny
kompleks polimerazy V (kompleks UmuD’2C) [10].
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Gtoéwna rolg poi V jest przeprowadzanie syntezy
poprzez uszkodzenie w DNA (TLS). W trakcie tego
procesu biatko to czasami wprowadza niekomple-
mentarne nukleotydy. Model mechanizmu TLS
przedstawia Rycina 2 (opracowana na podstawie
(8.

Holoenzym polimerazy Il (poi 11l HE) napoty-
kajac uszkodzenie DNA (odksztatcong strukture
DNA), oddysocjowywuje, nie mogac kontynuowac
replikacji (Ryc. 2a). Uszkodzone miejsce jest rozpo-
znawane przez biatko RecA, ktdre polimeryzuje
tworzac diugi filament owiniety wokét pojedynczej,
uszkodzonej nici DNA (Ryc. 2b i c). RecA inicjuje
tez indukcje gendéw regulonu SOS. Po okoto 40 mi-
nutach od indukcji, kompleks polimerazy V (Umu-
D’2C) jest juz uformowany.

Kompleks potgczonych ze sobg biatek SSB, poli-
merazy V, dimeru p, kompleksu y (rolg dimeru P i
kompleksu vy jest przyczepienie polimerazy do nici
DNA) oraz RecA-ssDNA (nazwany tu poi V Mut od
ang.polymerase Vmutasome) (Ryc. 2d i e) prowadzi
replikacje uszkodzonego DNA najcze$ciej wprowa-
dzajgc niekomplementarne nukleotydy. W przypad-
ku TT (6-4) fotoproduktu, poi V Mut prawie zawsze
przytacza do tyminy znajdujacej sie przy korcu 3’
nici DNA guanine (sze$¢ razy cze$ciej niz adenine),
co w nastepnej turze replikacji powoduje tranzycje
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tymina—»cytozyna, a tymine konca 5’ paruje najcze-
Sciej z adening. W przypadku dimeru tyminy z piers-
cieniem cyklobutanowym, poi V Mut naprzeciwko
tymin prawie zawsze wstawia adenine.

Po przeprowadzeniu TLS, polimeraza V razem z
innymi  biatkami oddysocjowuje, do matrycy
przytacza sie kompleks holoenzymu polimerazy Il i
kontynuuje synteze DNA (Ryc. 2f). Jest to zjawisko
wymiany polimeraz (ang. polymerase switch) bardzo
podobne do tego, ktore zachodzi pomiedzy poi | i poi
Il w trakcie normalnej replikacji.

Polimeraza V charakteryzuje sie niskg procesyw-
noscig (zaraz po przeprowadzeniu TLS oddysocjo-
wywuje), jak réwniez zaskakujgco niska wiernoscig
replikacji nieuszkodzonej matrycy. W eksperymen-
tach in vitro, na nieuszkodzonej nici, ilo$¢ btedow
wprowadzanych przez te polimeraze réwna byta jed-
nemu nieprawidtowemu nukleotydowi na 103wpro-
wadzonych. Natomiast zdolno$¢ poi V do przepro-
wadzania TLS jest najwieksza wsréd opisanych u
E.coli polimeraz. Prowadzi ona ten proces okoto 50
razy wydajniej niz poi Il lub poi IV [8].

Produkty genédw umuC i umuD oprécz przeprowa-
dzania TLS uczestniczg takze w innych procesach
biologicznych. Kompleks UmuD2C (ale nie Umu-
D’2C) bierze udziat w kontroli replikacji DNA. Spo-
walniajg, co daje wiecej czasu nie wprowadzajgcym
btedéw mechanizmom naprawczym (np. systemowi
wycinania nukleotydéw) na usuniecie uszkodzen z
DNA przed replikacjg genomu [10]. Zwiekszone ste-
zenia kompleksu UmuD’2C prowadza za$ do zatrzy-
mania RecA-zaleznej rekombinacji homologicznej i
w naprawie uszkodzen DNA wiekszg role zaczyna
odgrywa¢ mutagenna TLS [10].

Inng rolg poi V jest reinicjacja replikacji. O ile
proces bezbtednej reinicjacji replikacji katalizowa-
nej przez poi Il rozpoczyna siejuz po 2 minutach od
naswietlenia komorek promieniami UV, to dziatanie
UmuD’2C mozna zaohserwowac dopiero po 50 mi-
nutach, jesli pierwszy system zawiedzie [8, 11].

Homologi biatek UmuC i UmuD znaleziono row-
niez na plazmidach koniugacyjnych (np. na plazmi-
dzie pKMIOI) zawierajacych geny opornosci naréz-
ne antybiotyki, ktdrych gospodarzami moze by¢ wie-
le gatunkdéw bakterii. Biatkami tymi sg miedzy inny-
mi biatka MucA i MucB, ktére tworzg razem kom-
pleks MucA’B zdolny do przeprowadzania TLS.
Przypuszcza sie, ze funkcjg tych homologéw jest
udziat w spontaniczej mutagenezie, a poniewaz pla-
zmidy te niosg geny opornosci na antybiotyki, biatka
MucA i B oraz inne ich homologi mogg grac role w
rozprzestrzenianiu sie antybiotykoopornosci wsréd
réoznych gatunkéw bakterii [12].
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Ryc. 2. Mechanizm przeprowadzania TLS przez polimeraze V (na pod-
stawie [8]).

V1. Polimeraza IV — niekierowana muta-
geneza w stacjonarnej fazie wzrostu

Polimeraza DNA IV (poi V) jest kodowana przez
jeden gen dinB, podlegajgcy kontroli systemu SOS.
Dopiero badania Wagnera i wsp. z 1999 r. do-
wiodty, ze biatko to wykazuje aktywnos$¢ polimera-
zowg [13]. Chociaz molekularny mechanizm
dziatania tego biatka nie jest jeszcze znany, wykaza-
no, ze jest ono zaangazowane w kilka proceséw. Po-
limeraza IV jest zdolna do przeprowadzania TLS in
vivo dla niektérych rodzajéw uszkodzen [5] (podob-
nie jak w przypadku polimerazy V, odbywa sie to
przy udziale dimeru p i kompleksu vy), jednak jej
udzial w tym procesie obserwowany byt znacznie
rzadziej niz w przypadku polimerazy V. Biatko to,
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podobnie jak poi V, wykazuje sie wyjatkowo niska
procesywnoscig, oddysocjowujac od matrycy po
przytaczeniu 6 do 8 nukleotydéw [14].

Specyficznym procesem zwigzanym z aktywno-
Scig polimerazy 1V, jest niekierowana mutageneza w
stacjonarnej fazie wzrostu bakterii poddanych stre-
sowi Srodowiskowemu [15]. Zjawisko to objawia sie
zahamowaniem wzrostu i zwiekszong liczba mutacji
wséréd szczepéw poddanych gtodzeniu, traktowa-
nych antybiotykami lub kolonizujacych nowe $rodo-
wisko.

Nadekspresja genu dinB powoduje w komorkach
bakteryjnych indukcje wielu mutacji, a do najcze-
Sciej obserwowanych zaliczy¢ mozna mutacje zmia-
ny podstawienia zasad oraz przesuniecie ramki od-
czytu (ang.frameshift) najczesciej ojeden nukleotyd
w stosunku do rodzicielskiej nici. Mechanizm reini-
cjacji replikacji przez poi 1V przedstawia Rycina 3.

3'CAA((.T.CC( AA
5'GTTCC

poi 111

3'CAAGG = CCCAA
5'gttcc g

1»

poi 11 poi IV

G
3'CAAGGCCCAA
5GTTCCGGGTT

Ryc. 3. Mechanizm powstawania mutacji typu zmiana ramki odczytu
(na podstawie [13]).

Mutacje powodujace przesuniecia ramki odczytu
wprowadzane przez poi IV najczesciej powstajg
spontanicznie w obrebie sekwencji palindromowych
(sekwencje, ktére posiadajg 0§ symetrii rotacyjnej)
(Ryc. 3a). W sekwencjach takich czesto dochodzi do
wewnatrzniciowego parowania zasad (ang. intra-
strandpairing), co w konsekwencji prowadzi do po-
wstania struktury spinki do wioséw (ang. hairpin
formation) i deformacji nici DNA [16], a takze tak
zwanego poslizgu (ang. slippage), czyli przesuniecia
jednej nici wzgledem drugiej ojeden lub dwa nukle-
otydy (Ryc. 3b). Przesuniecie takie prowadzi czesto
do przerwania replikacji, ktérej reinicjacje w tym
przypadku umozliwia wtasnie poi IV, utrwalajac jed-
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nak w tym procesie przesuniecie ramki odczytu
(Ryc. 3b).

W wielu przypadkach, a szczegdlnie w warunkach
stresu Srodowiskowego, mutacje typuframeshift ge-
nerowane na sekwencjach palindromowych moga
bra¢ udziat we ,,wigczaniu” i ,,wytgczaniu” réznych
gendw, zwiekszajac znacznie szanse przezycia bak-
terii w niekorzystnych warunkach [15].

VII. Wspotzawodnictwo polimeraz

Pierwsze badania nad TLS dotyczyty przebiegu
syntezy poprzez odksztatcenie DNA wywolane
obecnosciag dimeru tyminy. Nie byto jednak wiado-
mo, jakie polimerazy biorg udziat w naprawie innych
uszkodzen i czy naprawiajgje w sposdb wierny, czy
tez wprowadzajg btedy. Przestanka wskazujaca na to,
ze proces ten jest bardzo skomplikowany iniejedno-
znaczny, mogg by¢ wyniki eksperymentow doty-
czacych naprawy DNA zawierajacego guanine pod-
stawiong grupg acetyloaminofluorenowg (dG-AAF)
w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez enzym re-
strykcyjny Nar | [11].

Badania procesu TLS w DNA niosacym zmodyfi-
kowang guanine, dG-AAF, pokazaly, ze rodzaj poli-
merazy syntetyzujacej nukleotydy poprzez to uszko-
dzenie zalezy od konformacji, jakgprzyjmie sekwen-
Cja zawierajaca ten podstawiony nukleotyd. Okazato
sie, ze polimeraza V, uznawana za mutagenng, nie
popetniata w tym przypadku zadnych btedéw, pod-
czas gdy skutkiem dziatania polimerazy Il, normal-
nie bardzo wiernej, byto przesuniecie ramki odczytu
o dwa nukleotydy (nowa ni¢ byta krétsza o dwa nu-
kleotydy w stosunku do nici matrycowej) [11]. Mo-
del przeprowadzania TLS poprzez dG-AAF przed-
stawiono na Rycinie 4.

W tym procesie komplementarny nukleotyd (cy-
tozyna) zostaje wstawiony naprzeciw dG-AFF przez
poi Il lub poi V (Ryc. 4a ib). Dalszy sposob replika-
cji zalezy od konformaciji, jakg przyjmie replikowa-
ny region. Jezeli konformacja, w jakiej znajduje sie
ostatnio dotgczony nukleotyd (cytozyna), jest zabu-
rzona (Ryc. 4b), to tylko poi V bedzie w stanie dosyn-
tetyzowaé kilka nastepnych nukleotyddw. Sekwen-
cja DNA w obrebie uszkodzenia nie zostanie zmie-
niona (Ryc. 4c). Jezeli dojdzie do przesunigecia nici
wzgledem siebie o dwa nukleotydy (konformacja
ostatniego dotaczonego nukleotydu bedzie pra-
widtowa) (Ryc. 4d), to synteze bedzie mogta konty-
nuowac poi Il (Ryc. 4e). W tym przypadku dojdzie do
przesuniecia ramki odczytu o 2 nukleotydy.
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Mechanizm bezblgdny

aar Pol llI X
§--- GGCGCC 3 Pl GGCGCC
GO~ 5 T
2 Pol V b)

Aar
......... 3 PO| v 5..A..,A..GGcécc..A......3
" «GCGG 5
<)

Zmiana konformacji

uszkodzenia

ol Y GGC’ gcc » Polll s GG gcc ......... 3
CG - G 5 —T 4“—CG -G-8

e)

Przesunigcie ramki odczytu

Ryc. 4. Model przeprowadzania TLS poprzez dG-AAF w obrebie sekwencji Nar | (na podstawie [11]).

VIIl. Poréwnanie budowy nowych polimeraz
DNA

Wsrod polimeraz DNA wyrdznia sie pie¢ gtow-
nych rodzin: A (np. poi lu£. coli, mitochondrialna
poi y u cztowieka), B (np. poi ot u cztowieka), C (np.
poi Il u E. coli), X (np. poi P i poi X u cztowieka)
[10]. W 2001 roku O h o m o r i iwsp. wyrdznili
nowa rodzine polimeraz Y, do ktérej zalicza sie mie-

. Motywy :

Biatka :
ScRad30
hRad30A
SpSPBC16A3.11
hRad308B B
hDinBI w{ el ]
CeF22B7.6* el )
SpSPCC5533.07c* e ) [ ()
EcDinB &)
EcUmuC .j
ScRevi e
SpSPBI347.01c - w)EH ]

CeZK675.2

| — ()

szych i nizszych Eucaryota (it), co przedstawia Ta-
bela 2. Wsp6lnym mechanizmom przeprowadzania
TLS, dla tak odlegtych organizmow jak bakterie,
drozdze czy cztowiek, odpowiadajg biatka o bardzo
podobnej strukturze nalezace do rodziny Y polime-
raz [18,19], co przedstawia Rycina 5.

W strukturze pierwszorzedowej tych biatek wy-
rézniono pie¢ bardzo konserwatywnych motywoéw
aminokwasowych znajdujacych sie w poblizu ich

11 v Vv

Y e i e W =)
) D ) el (o
@O e [ D—— [ —

e [ W] e

T e
D N [
e BT e B
T

(e fr—

Dt o e Ry
E E b= H—————
L [ SR, ==

Ryc. 5. Schematycznie przedstawiona struktura biatek nalezacych do rodziny Y polimeraz [19]. Skréty przy nazwie biatek oznaczaja: Sc — Saccharo-
myces cerevisiae, h— Homo sapiens, Ce — Caenorhabtidis elegans, Ec — Escherichia coli, Sp — Schizosaccharomyces pombe.

dzy innymi poi IV ipoi V E. coli. Cechy wspélne tej
rodziny biatek to: brak aktywnosci egzonukleoli-
tycznej w kierunku 3’—5’, zdolno$¢ do polimeryza-
cji DNA in vitro z bardzo matg doktadnoscig i stabg
procesywnos$cig. Bardzo interesujgcg cecha tych
biatek jest ich zdolno$¢ do przeprowadzania TLS
[17].

Polimerazy typu Y wystepujg u wszystkich gtow-
nych grup organizmoéw Bacteriae, Archae (it), wyz-
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N-korica. Motywy | i Ill zawierajg aminokwasy od-
powiadajace za aktywnos¢ polimerazowa, motywy Il
i IV oddziatujg z przytagczanym nukleotydem, nato-
miast motyw V odpowiada za kontakt polimerazy z
nicig DNA [20].

Wszystkie skrystalizowane dotgd polimerazy
DNA zbudowane sg wedtug reguty prawej reki. W
trzeciorzedowej budowie polimeraz nalezgcych do
grupy Y tez mozna wyrézni¢ motywy dtoni (ang.
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palm), palca (ang.finger) oraz kciuka (ang. thumb),
charakterystyczne roéwniez dla innych rodzin poli-
meraz. Motywy kciuka i palca polimeraz grupy Y od-
biegaja budowa od tych spotykanych wsréd typo-
wych polimeraz replikacyjnych. To witasnie region
palca odpowiada za doktadno$¢ polimeraz, spraw-
dzajagc powierzchnie powstatg pomiedzy nad-
chodzacym nukleotydem a komplementarnym nu-

Tabela 2.

Przyktadowe polimerazy nalezgce do grupy Y [9, 10i 18],

Gen Nazwa biatka
umuC, umuD polimeraza V
dinB polimeraza IV
dinP Dpo4

revi, rev3, rev? polimeraza G

SPBC16A3.il homolog Rad30
hREVI REV1

hDINBI polimeraza k
HRAD30B polimeraza i

hRAD30A/XP-V polimeraza g

kleotydem na matrycy [17]. Mozliwe, iz wiasnie od-
mienna budowa tego regionu warunkuje charaktery-
styczne wiasciwosci polimeraz grupy Y, ich zdol-
nos$¢ do przeprowadzania TLS oraz stosunkowo mata
wiernos¢ [18].

IX. Podsumowanie

Powszechno$¢ wystepowania procesu TLS wsréd
bakterii, drozdzy jak i wyzszych organizméw euka-
riotycznych, prowadzonego przez polimerazy z ro-
dziny Y [10] wskazuje na jego ogromne znaczenie
dla proceséw zyciowych. Przyktady bakteryjnej po-
limerazy 1V, generujacej mutacje w stacjonarnej fa-
zie wzrostu komorek [15] oraz ludzkiej polimerazy r|
uczestniczacej w somatycznych hypermutacjach im-
munoglobulin (co zwigksza ich réznorodnos¢) [21],
$wiadczg 0 zaangazowaniu tej rodziny polimeraz w
dostosowywanie sie organizmdéw zywych do zmien-
nych warunkéw $rodowiskowych.

Innym przyktadem ogromnego znaczenia polime-
raz z rodziny Y dla prawidtowego funkcjonowania
organizmow jest ich rola w Xeroderma pigmento-
sum-variant, chorobie objawiajgcej sie nadwrazli-
woscig skory na Swiatto UV oraz zwiekszong czesto-
tliwoscig wystepowania czerniaka ztosliwego. Cho-
roba tajest wynikiem mutacji w genie kodujacym po-
limeraze r\. Poniewaz polimeraza ta jest zdolna do
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przeprowadzania wiernej replikacji uszkodzonego
DNA, mutacja w kodujacym ja genie sprawia, ze jej
role przejmujg mutagenne systemy naprawy uszko-
dzen DNA powodowanych promieniowaniem UV
[10, 22].

Polimerazy DNA II, IV iV biorg udziat w syntezie
DNA poprzez rozne uszkodzenia, czesto od-
ksztatcajgce ni¢, ktdre stanowig bariere dla poi lll,

Organizm

E. coli

E. coli

Sulfolobus solfataricus
S. cerevisiae

S. pombe

H. sapiens

H. sapiens

H. sapiens

H. sapiens

gtownej bakteryjnej polimerazy replikacyjnej.
Udziat danej polimerazy zalezy od rodzaju uszko-
dzenia ijego konformacji oraz sekwencji nukleoty-
dowej, w jakiej to uszkodzenie sie znajduje [5, 23].
Od wielu czynnikéw zaleze¢ wiec bedzie, czy dana
polimeraza wprowadzi w uszkodzone miejsce pra-
widtowe (komplementarne), czy tez zmienione nu-
kleotydy, atakze czy dojdzie w replikowanym obsza-
rze do przesuniecia ramki odczytu.

Mechanizmdéw syntezy poprzez uszkodzenie czy
restartu replikacji nie mozemy zaliczy¢ do systemow
naprawczych DNA, poniewaz nie doprowadzajg one
do fizycznej naprawy uszkodzenia, ajedynie umozli-
wiajajego ominiecie w procesie replikacji DNA. Po-
zwala to komérce powielié catkowicie materiat ge-
netyczny. Naprawa uszkodzen moze by¢ przeprowa-
dzana w komorkach potomnych przed kolejna turg
replikacji przez tradycyjne systemy naprawy DNA.
Nalezy podkresli¢ réwniez, ze w trakcie replikacji
uszkodzonej matrycy przez polimerazy z rodziny Y
dochodzi czesto do powstawania mutacji (przesunie-
cie ramki odczytu, wstawienie niekomplementarnej
zasady). Jednak w pewnych sytuacjach (szczegolnie
w warunkach zmiennego, wywotujgcego stres srodo-
wiska) moze sie to okaza¢ bardzo korzystne dla ko-
morki bakteryjnej [15, 22]. Replikacja uszkodzone-
go DNA umozliwia jego duplikacje, ale kosztem
zmniejszenia wiernosci przekazu informacji gene-
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tycznej. Polimerazy z rodziny Y sg wiec bardzo istot-
nym sktadnikiem systemu tolerancji uszkodzen
DNA.

Artykut otrzymano 6 lutego 2003
Zaakceptowano do druku 17 czerwca 2004
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Silnie wigzace analogi stanu przejsciowego fosforylazy
nukleozydow purynowych — znaczenie, projektowanie i

wiasciwosci
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properties
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Wykaz stosowanych skrétow: DADMelmmG — DADMelm-
mucillina G; DADMelmmH — DADMelmmucillina H; dCK
— kinaza deoksycytydynowa (ang. deoxycytidine kinase); EIE
— roéwnowagowy efekt izotopowy (ang. equilibrium ijotope
effect)’, ImmH — immucillina H; KIE — kinetyczny efekt izoto-
powy (ang. kinetic ijotope effect)’, MEP — czasteczkowy poten-
cjat elektrostatyczny (ang. molecular electrostatic potential)’,
MTAP — fosforylaza metyltioadenozynowa (ang. met-
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hylthioadenosine phosphorylase)’, PNP — fosforylaza nukle-
ozydéw purynowych (ang.purine nucleosiephosphorylase)’, TS
— stan przejéciowy (ang. transition State).

I. Wprowadzenie
1-1. Analogi stanu przejsciowego

Blokowanie  enzyméw  stanowi podstawe
dziatania wielu grup lekow, wiaczajac np. $rodki
przeciwbakteryjne (inhibitory reduktazy dihydrofo-
lianowej), leki przeciwzapalne (inhibitory cyklook-
sygenazy), leki przeciwnadcisnieniowe (inhibitory
konwertazy angiotensyny), wiele chemioteraupeuty-
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kow stosowanych w onkologii, jak inhibitory gliko-
zylacji, transferazy fernazylowej, kinaz biatkowych
itp. [1]. Osiagniecie efektu terapeutycznego mozliwe
jest m.in. na drodze inhibicji kompetycyjnej
(wspotzawodniczej), gdzie inhibitor konkuruje z
substratem, nie wigzac sie jednak kowalencyjnie z
enzymem. Poprzez projektowanie analogéw substra-
tu badZ produktu, na podstawie struktur krystalogra-
ficznych kompleksow enzym-reagent uzyskano wie-
le inhibitorow charakteryzujacych sie nawet nano-
molarnymi statymi dysocjacji [2, 3]. W wielu przy-
padkach nie jest to jednak wynik wystarczajacy dla
osiggniecia efektu biologicznego, mozliwego przy
catkowitej inhibicji enzymu i stezeniach inhibitora
nie zaburzajgcych innych fizjologicznych parame-
trow [4-6].

Zgodnie z teorig stanéw przejSciowych reakcji en-
zymatycznych, enzym wigze stan przejsciowy (TS)
silniej niz substrat, co powoduje obnizenie energii
aktywacji. Stabilny analog substratu podobny do sta-
nu przejSciowego wykorzystuje te roznice energii
jako energie wigzania, majac stad potencjat wigzania
od 1010do 102Zrazy silniejszy niz sam substrat [7-9].
Nawet czesciowe przyblizenie struktury inhibitora
do stanu przejsciowego reakcji enzymatycznej po-
zwala osiggng¢ bardzo duza entalpie swobodna
wigzania w poréwnaniu z inhibitorami projektowa-
nymi w oparciu o strukture stabilnych reagentow
[10-12]. Do racjonalnego projektowania analogow
stanu przejsciowego niezbedne jest poznanie jego
struktury.

Jednak mimo prostoty zalozenia, ze im wieksze
podobiefstwo projektowanego zwigzku do struktury
TS tym silniejsze jego wigzanie z enzymem, znale-
zienie potencjalnego inhibitora o odpowiednich
witasciwosciach biochemicznych i farmakologicz-
nych jest bardzo zmudnym i dtugim procesem, a ba-
dania obejmujg wiele dziedzin, wigczajgc chemie ob-
liczeniowg, enzymologie, badania kinetyczne, skom-
plikowang synteze organiczng czy faze koncowa, tj.
préby kliniczne, ktdre nie zawsze prowadzg przeciez
do zamierzonych celdw.

1-2. Kinetyczne efekty izotopowe — wglad w
strukture stanu przejsciowego

Chociaz struktura stanu przejsciowego nie jest
mozliwa do zobrazowania za pomocg metod krysta-
lograficznych i spektroskopowych, jak w przypadku
struktury stabilnych reagentéw, czy nawet produk-
téw posrednich, kinetyczne efekty izotopowe stano-
wig bardzo uzyteczne narzedzie do analizy struktury
TS. Kinetyczny efekt izotopowy (KIE) zdefiniowany
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jest jako stosunek statej szybkosci reakcji dla sub-
stratu niepodstawionego do statej szybkosci reakcji
substratu podstawionego izotopowo, przy czym
przyjmuje sie, ze substrat podstawiony izotopowo to
ciezki izotopomer. Kinetyczny efekt izotopowy od-
zwierciedla zmiany otoczenia wibracyjnego wokot
centrum reakcji na drodze od reagentow do stanu
przejsciowego, ktéry znajduje sie na szczycie barie-
ry energetycznej wzdtuz rozpatrywanej wspo6trzed-
nej reakcji. W przypadku, gdy atom ciezki zwigzany
jest silniej w stanie rownowagowym (ang. ground
state) niz w stanie przejSciowym, kinetyczny efekt
izotopowy ma warto$¢ normalng, wiekszg od jedno-
Sci, tzn. lekki izotopomer reaguje szybciej. Ciezki
substrat reaguje natomiast szybciej w przypadku,
gdy atom ciezki jest silniej zwigzany w stanie przejs-
ciowym. Kinetyczne efekty izotopowe odzwiercie-
dlajg stad zmiane mocy wigzan wokot centrum reak-
cji podczas konwersji substratu do stanu przejscio-
wego. Z kolei, rownowagowe efekty izotopowe
(EIE) obrazujg te roznice miedzy stabilnym substra-
tem i produktem, wzglednie substratem i produktem
posrednim [13-15]. Wczesne analizy enzymatycz-
nych standw przejsciowych z wykorzystaniem kine-
tycznych efektéw izotopowych ustality oksokarbe-
niowy stan przejsciowy dla lizozymu [16]. Pdzniej-
sze badania nad transferazg O-metylokatecholowg z
mapowaniem stanéw przejsciowych ustality rzedy
wigzan Paulinga grupy atakujgcej i odchodzacej
[17]. Obecnie analizy enzymatycznych stanéw prze-
jsciowych opierajg sie na pomiarze kinetycznych
efektéw izotopowych dla wielu atomoéw, dostar-
czajac informacji o reagujgcych atomach, jak i ich
sgsiedztwie [18-24]. Analiza kinetycznych efektéw
izotopowych umozliwita poznanie struktur stanéw
przejsciowych wielu reakcji, waznych z farmakolo-
gicznego punktu widzenia [25-33].

1-3. Fosforylazy nukleozydéw purynowych —
biologiczny cel projektowanych inhibitorow

Analiza enzymatycznych stanéw przejsciowych
pozwolita osiggna¢ ostatnio pikomolowe state dyso-
cjacji dla zwigzkdéw chemicznych bedacych poten-
cjalnymi lekami [34-36]. SzczegOlnie interesujace
osiggniecia w dziedzinie projektowania analogow
stanu przejsciowego otrzymano na polu badan N-ry-
bozylotransferaz, ktére katalizuja przeniesienie resz-
ty rybozylowej pomiedzy azotem puryn, pyrymidyn
lub pyrydin i nukleofilowym atomem tlenu wody,
fosforanu, czy tez pirofosforanu [37]. Enzymem od-
krytym w 1947 r. i nalezacym do N-rybozylotransfe-
raz jest fosforylaza nukleozydéw purynowych (EC
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2.4.2.1, PNP), ktéra katalizuje przeniesienie reszty
rybozylowej z nukleozydéw purynowych na tlen fos-
foranowy [38-41].

P-nukleozyd purynowy + POg3- 0 puryna +
1-fosforan a-D-rybozy

1-4. Efekt in vivo inhibicji ludzkiej PNP

Naturalnymi substratami ludzkiego izoenzymu
PNP sa 6-oksopuryny, deoksyguanozyna, guanozy-
na, inozyna oraz deoksyinozyna [42]. Ze wzgledu na
kluczowe znaczenie PNP w metabolizmie puryn za-
réwno ssakoéw jak i organizméw o znaczeniu choro-
botwdrczym, enzym ten jest intensywnie badany pod
wzgledem struktury, mechanizméw reakcji oraz pro-
jektowania inhibitorow o zastosowaniu farmakolo-
gicznym [43-47].

W 1975 r. Gib le 11 zauwazyt, ze u dzieci z lim-
fopenig i uposledzong funkcjg limfocytow T, jakkol-
wiek prawidtowg odpowiedzig immunologiczng ze

1-fosforan D-rybozy + guanina

anozyny, fizjologicznie degradowanej do guaniny.
Dzielgce sie, aktywowane limfocyty T wytwarzaja
kinaze deoksycytydynowg (dCK), przeksztatcajaca
deoksycytydyne w dCMP [53]. Deoksyguanozyna,
ktora akumutuje sie (wzrost stezenia nawet do 10
pM) przy zahamowanej aktywnosci fosforylazy nu-
kleozydéw purynowych, jest rdGwniez substratem dla
dCK, ktéra przeksztatca jg w dGMP [54], podczas
gdy w warunkach normalnych stezenie deoksygu-
anozyny, dzieki wysokiej aktywnosci PNP w watro-
bie, $ledzionie, jelitach oraz erytrocytach ludzkich
utrzymuje sie ponizej 0.1 pM [55]. W konsekwencji,
nagromadzony dGTP allosterycznie blokuje redukta-
ze difosforanow rybonukleozyd6éw, a zaburzenie w
puli nukleotydéw indukuje apoptotyczng Smieré ko-
marki [56-57] (Ryc. 1). Hamowanie ludzkiej fosfo-
rylazy nukleozydéw purynowych rozpatruje sie jako
bardzo istotny cel w leczeniu nowotworéw wy-
wodzgacych sie z linii limfocytow T, jak rowniez wie-
lu chordb autoimmunologicznych zwigzanych z nad-
mierng aktywacja limfocytow T, wigczajac tuszczy-

* 4= nhibitor PNP

> dGuo R deoksycytydyna
/ 1
¢ &
/L//
dGMP <

& ~_> dCMP
J\[ Wzrost stezenia dGTP = allostervezna
Ry inhibicja reduktazy difosforanow
l 1 rybonukleozydéw (RDR).
RDR

dGTP

: dATP
RDP % dRDP% dTTP % DA
dcTP

apoptoza

Ryc. 1. Skutki inhibicji ludzkiej PNP. Inhibicja PNP prowadzi do nagromadzenia dGMP, na drodze fosforylacji katalizowanej przez kinaze deoksycyty-
dynowg (dCK). dGMP po konwersji do dGTP prowadzi do allosterycznej inhibicji reduktazy difosforanéw rybonukleozydéw (RDR), a zabu-

rzenie puli deoksyrybonukleotydéw (dRDP) skutkuje apoptoza.

strony limfocytéw B, miat miejsce catkowity brak
aktywnosci fosforylazy nukleozydéw purynowych
[48]. Nastepne badania wykazaty, ze biochemiczny
zwigzek miedzy brakiem aktywnosci PNP i uposle-
dzeniem funkcji limfocytéw T polega na zahamowa-
niu degradacji deoksyguanozyny i jej nastepczej
konwersji do dGTP w aktywowanych komérkach T
[49-52]. Proliferacja limfocytow T wymaga
wzmozonej syntezy DNA. Przy zahamowanej ak-
tywnosci PNP nastepuje wzrost stezenia deoksygu-

220

ce, czy reakcje odrzucania przeszczepu [58-61]. W
dotychczasowych badaniach biologicznych testowa-
ny byt analog stanu przej$ciowego — immucillina H
zaprojektowany w oparciu o strukture stanu przejs-
ciowego wyznaczong na podstawie kinetycznych
efektdw izotopowych dla wotowego izoenzymu PNP
[32].

Wykazano, ze inhibicja PNP za pomocg immucil-
liny Hw hodowli komérek biataczki T-komorkowej,
linii CCRF-CEM i MOLT-4, wytwarzajagcych dCK
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podczas aktywacji, spowodowata indukcje apopto-
zy. Limfocyty B nie wytwarzajgce dCK nie byty jed-
nak podatne na dziatanie inhibitorow PNP, jak réow-
niez linie komoérkowe z wysokg aktywnoscig 5’-nu-
kleotydazy nie ulegaty apoptozie wskutek inhibicji
PNP [62], Zaobserwowano réwniez, ze immucillina
H byta tak samo skuteczna w przedtuzaniu zycia go-
spodarza w modelu reakcji odrzucania przeszczepu,
jak cyklosporyna A [63], Obecnie zwigzek ten znaj-
duje sie w fazie I/1l préb klinicznych z pacjentami z
rozrostami T-komérkowymi [57],

1-5. Znaczenie inhibicji PNP zarodzca malarii

Istotnym izoenzymem PNP, wzbudzajgcym zain-
teresowanie pod katem projektowania inhibitoréw,
jest fosforylaza nukleozyd6w purynowych z zarodz-
ca sierpowatego {Plasmodium falciparum), wywo-
tujacego malarie, przyczyne 1do 2 min zgon6w rocz-
nie [64, 65], Ze wzgledu na rosnacg lekoopornos¢ za-
rodzca, znalezienie alternatywnych lekéw jest kwe-
stig kluczowg dla skutecznej terapii tej choroby [66,
67], Od dawna przypuszczano, ze szlak purynowy
moze stanowié przeciwmalaryczny cel [68-70], Za-
rodziec malarii, pasozyt bytujagcy wewnatrz erytro-
cytow krwi ludzkiej, jest niezdolny do syntezy puryn
de novo, jak réwniez erytrocyty nie posiadajg zdol-
nosci syntezy puryn. Replikacja pasozyta wymaga
ciggtego dostarczania zasad purynowych do syntezy
DNA iRNA (ang. purine salvage). Gtéwnym prekur-
sorem nukleozyddw purynowych dla zarodZzca mala-
rii jest hipoksantyna, powstajgca podczas fosforolizy
inozyny. Reakcja ta katalizowana jest przez fosfory-
laze nukleozydéw purynowych, dlatego tez zaro-
dziec malarii jest wrazliwy na blokowanie PNP. Wy-
kazano, ze inhibicja PNP powoduje $mier¢ pasozyta
w hodowli erytrocytow in vitro [70-72]. Do tej pory
nie wiadomo jednak, czy do wywotania $mierci pa-
sozyta wystarczajgca jest inhibicja zarodzcowego
izoenzymu PNP, czy rowniez ludzkiej fosforylazy
nukleozyddw purynowych. Nie znaleziono bowiem
inhibitora selektywnie blokujgcego zarodzcowg
PNP, co umozliwitoby znalezienie odpowiedzi. Do
niedawna nie byly znane rowniez struktury stanéw
przejSciowych obu izoenzymoéw, niezbedne do za-
projektowania selektywnych analogéw stanu przejs-
ciowego, a poznano jedynie strukture TS dla PNP
wotu.

Hamowanie fosforylazy nukleozydéw puryno-
wych jest rowniez rozwazane jako potencjalny $ro-
dek przeciwko gruzlicy, tym bardziej ze rowniez w
przypadku Mycobacterium tuberculosis obserwuje
sie rosngcg lekoopornos¢ [73].
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Il. Projektowane analogi stanu przejscio-
wego PNP

I1-1. Grupa immucillin

Analiza struktury stanu przejsciowego reakcji ar-
senolizy wotowej PNP doprowadzita do zaprojekto-
wania i syntezy analogu stanu przejsciowego imrnu-
cilliny H, bedacej chemicznie (16)-1-(9-deazahipo-
ksantyn-9-yl)-1, 4-dideoksy-I, 4-imino-D-rybitolem
oraz immucilliny G czyli (16)-1-(9-deazaguanin-9-
yl)-1,4-dideoksy-1,4-imino-D-rybitolem [30-32]
(Ryc. 2). Stan przejsciowy reakcji katalizowanej

a)
0
o]
&
Nt
TP VARG =

Immucillina G

Immucillina H

Ryc. 2. Immucillina H i immucillina G (b). Analogi stanu przejsciowe-
go zaprojektowane na podstawie analizy struktury TS wyzna-
czonej w oparciu o kinetyczne efekty izotopowe reakcji arseno-
lizy katalizowanej przez wotowa PNP (a).

przez wotowg PNP charakteryzuje sie znikomym
rzedem wigzania miedzy atomem C I’ i atakujgcym
tlenem nukleofila (<0.02) oraz zachowanym czescio-
wo rzedem wigzania z azotem N9 grupy odchodzg-
cej. Dtugos¢ wigzania C 1°-N9 na podstawie analizy
KIE oszacowano na 1.77 A, podczas gdy dtugosé
wigzania C1’-C9 w immucillinach wynosi 15 A,
Oksakarbeniowy charakter stanu przej$ciowego in-
hibitory z grupy immucillin nasladujg poprzez upro-
tonowany atom azotu 4’ pierScienia imminorybitolo-
wego, z tym ze tadunek zlokalizowany jest praktycz-
nie na atomie 4°, podczas gdy w TS miedzy atomem
Cl1’i104’. Immucillina H charakteryzuje sie 23 pM
statg dysocjacji wzgledem wolowego izoenzymu
oraz 56 pM wzgledem izoenzymu ludzkiego. Wyka-
zuje jednak znacznie stabsze wigzanie w stosunku do
PNP z Plasmodium falciparum (stata dysocjacji 0.6
nM). Dodatkowa grupa aminowa w immucillinie G
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poprawita site wigzania inhibitora, poprzez umozli-
wienie dodatkowych wigzahn wodorowych w przy-
padku ludzkiej PNP [74] (Tab. 1).

I11. Model stanu przejsciowego ludzkiej
i zarodZzcowej PNP

Analiza stanéw przejsciowych ludzkiego i zaro-
dZzcowego PNP przeprowadzona ostatnio za pomoca
kinetycznych efektéw izotopowych pozwolita na
lepsze zrozumienie oddziatywan w centrum aktyw-
nym w fazie stanu przejsciowego [29]. Ustalono, ze
reakcja arsenolizy katalizowana przez izoenzym
ludzki i zarodzcowy przechodzi poprzez jon oksa-
karbeniowy stabilizowany przez sie¢ wigzan wodo-
rowych oraz inne oddzialywania elektrostatyczne,

a)

wktadu we wspotrzedng reakcji, w przeciwnym razie
otrzymany efekt izotopowy wegla C 1’ bytby wiek-
szy od jednosci [29].

Wykazano réwniez, ze bardzo mate efekty izoto-
powe atomu wodoru H2’ wskazujg na znikomy
udziat hiperkoniugacji, konformacje 3’-endo piers-
cienia jonu oksakarbeniowego oraz zlokalizowanie
tadunku dodatniego gtéwnie na atomie Cl ’(czeScio-
wo 047) w stanie przejsciowym w przypadku obu
izoenzymow [10, 29, 75, 76]. W przeciwienstwie do
nowo scharakteryzowanych TS dla ludzkiej i zarodz-
cowej PNP, wykazano, ze izoenzym wotowy katali-
zuje reakcje przebiegajacg poprzez podstawienie nu-
kleofilowe z zachowanym w duzym stopniu rzedem
wigzania z azotem N9 grupy odchodzacej (0.36)
[31].

b)

OH oH Y720/

Ryc. 3. Wymodelowana geometriajonu oksakarbeniowego (a) — nietrwatego produktu posredniego, przez ktéry przebiega reakcja katalizowana przez
ludzka i zarodZzcowa PNP (pokazana struktura dla ludzkiego izoenzymu). Réznica obu struktur wyraza siejedynie r6znymi katami dwuscienny-
mi H2-C2’-CI’-H r, 57.3° dla ludzkiej i 55.7° dla zarodzcowej PNP. (b) Schemat stanu przejsciowego reakcji. Odlegtosci azotu N9 grupy od-
chodzacej i atakujgcego nukleofila > 3.0 A na etapie stanu przejsciowego ttumacza otrzymane efekty izotopowe.

ktory powinien mie¢ czas zycia dtuzszy niz czas po-
jedynczego drgania wigzania. Wykazano, ze zgodnie
z teorig efektow izotopowych tylko przy takim
zatozeniu mozliwe jest zaobserwowanie réwnowa-
gowego efektu izotopowego atomu CI’, ktéry ma
wartos¢ bliskgjednosci. Struktura wymodelowanego
jonu oksakarbeniowego bedacego produktem po-
Srednim reakcji przedstawiona jest na rycinie 3a.
Produkt ten powstaje poprzez stan przejsciowy, w
ktérym udziat grupy odchodzacej jest znikomy, od-
legtosci C1’-N9 i C1’-O sg wieksze od 3.0 A, atadu-
nek dodatni zlokalizowany jest gtéwnie wokot ato-
mu C 1’ (Ryc. 3b). Otrzymane efekty izotopowe nie
przecza hipotezie pary jonowej — silnego stabili-
zujacego oddziatywania elektrostatycznego miedzy
atomem C I’ i tlenem nukleofila (fosforanu), ktore
uwaza sie zajeden z czynnikdw determinujacych site
wigzania analogow stanu przejsciowego (patrz ni-
zej). Musi to by¢ jednak oddziatywanie niemajgce
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IV. Analogi stanu przejsciowego PNP
Il generacji. Modyfikacja DADMe

Uwzglednienie cech nowo scharakteryzowanych
standw przejsciowych, tj. bardziej dysocjacyjnego
charakteru, jak i tadunku zlokalizowanego gtéwnie
woko6t atomu C1°, dokonano poprzez wigczenie
mostka metylenowego miedzy atom 1’ imminorybi-
tolu i atom C9 9-deazapuryny odsuwajgc od siebie
oba pierscienie. Centralne umieszczenie tadunku do-
datniego w pozycji 1’jonu oksakarbeniowego, uzy-
skano poprzez umieszczenie uprotonowanego atomu
azotu w pozycji 1’pierscienia imminorybitolu w sta-
bilnym analogu TS (Ryc. 4). W skrécie modyfikacja
ta okreslana jest jako DADMe (patrz nizej). Poprzez
te modyfikacje uzyskano niebywate zwiekszenie sity
wigzania inhibitoréw. Najnizsza stata dysocjacji dla
ludzkiej PNP wyniosta 6.8 pM w przypadku
DADMelmmucilliny G.
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IV-1. DADMelmmucillina H i DADMelmmu-
cillina G. Terminologia

Podstawg nazewnictwa nowo otrzymanej grupy
inhibitorow PNP drugiej generacji pozostata immu-
cillina H lub immucilllina G (odpowiednio w przy-
padku hipoksantyny lub guaniny). Przedrostek
DADMe wskazuje na modyfikacje 4’-deaza-
1’-aza-2’-deoksvmetvleno-

i chociaz jest to termi-

OH

Imnmecilliiui 11

DADMe-Immucilliua G

tychczasowe inhibitory bardziej podobne do substra-
tu, jak rodzina immucillin [34]. Analiza krystalogra-
ficzna komplekséw DADMelmmucilliny H potwier-
dza kluczowa role wigzan wodorowych tworzonych
miedzy atomem wodoru zwigzanym z azotem N7,
tlenen 06 iazotem NI w wigzaniu pierscienia pury-
nowego. Odseparowanie puryny od pierscienia im-
minorybitolu za pomocg mostka metylenowego
wigczonego pomiedzy atomy C1’ i C9 réwniez umo-

Ryc. 4. Nowo zsyntezowane analogi stanu przejsciowego ludzkiej i zarodZzcowej PNP. Wyjasnione pochodzenie przedrostka DADMe charaktery-

zujacego modyfikacje wprowadzone do inhibitoréw Il generacji.

nologia opracowana na uzytek wiasny autoréw, w
sposOb najprostszy wskazuje na nowa rodzine inhibi-
toréw [34] (Ryc. 4).

1V-2. Modyfikacje poprawiajgce schemat
oddziatywan analog TS — centrum aktywne

Struktura DADMelmmucilliny H i DADMelm-
muciliny G uwzglednia fakt znikomego rzedu wigza-
nia miedzy C1’iatomem N9 hipoksantyny w stanie
przejsciowym [77, 78]. Odlegtos¢ CI1'-C9 w
DADMelmmucillinach wynosi 2.5 A, a wiec jest o
0.7 A dtuzsza niz dla poprzednio modelowanego sta-
nu przejsciowego wotowej PNP io 1A dtuzsza nizw
przypadku immucillin, gdzie wynosi 1.5 A [30, 31],
jednoczes$nie pozostaje nieco ponizej wartosci ocze-
kiwanych dla ludzkiej bgdz zarodzcowej PNP (>3.0
A). Ze wzgledu na nasladowanie po6znego stanu
przejsciowego, DADMelmmucillina H zostata scha-
rakteryzowana réwniez jako ,,over the barrier transi-
tion state analogue”, przyblizajacy strukture stanu
przejSciowego bardziej od strony produktu, niz do-

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004

zliwia uprzywilejowanie oddziatywania elektrosta-
tycznego miedzy dodatnio natadowanym azotem
N1’ i atomem tlenu nukleofila (odlegtos¢ 2.7 A w
DADMe zamiast 3.3 A w przypadku struktur kom-
plekséw z PNP z M. tuberculosis) [34].

Przeprowadzono wiele analiz powigzan struktury
i wiasciwosci dla analogéw immucillin iDADMelm-
mucillin. Sprawdzono na przykiad, ze modyfikacja
polaryzacji wigzania N7-H poprzez wprowadzenie
atomu azotu N8 w pochodnej 8-aza- skutkuje znacz-
nym ostabieniem sity wigzania inhibitora przez pod-
wyzszenie pKadonora protonu dla wigzania wodoro-
wego.

Z obecnie zsyntezowanych analogéw immucillin i
DADMe-Immucillin, najnizsze state dysocjacji wy-
kazuja jednak opisane tutaj DADMelmmH i
DADMelmmG [35, 77, 78].

1V-3. Wiasciwosci kinetyczne i state dysocjacji

Wykazano, ze podobnie jak immucilliny, analogi
DADMe przejawiajg dwufazowy przebieg inhibicji.
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Po poczatkowym zwigzaniu analogu w centrum ak-
tywnym  enzymu, prawdopodobnie obojetnej
czgsteczki inhibitora, nastepuje jego protonacja i w
konsekwencji zmiany konformacyjne centrum ak-
tywnego, co prowadzi do $cistego, réwnowagowego
zwigzania analogu stanu przejsciowego [34, 79].
Poczatkowa faze inhibicji charakteryzuje stata dyso-
cjacji K\, faze rGwnowagowg (powolne ustalenie sie
inhibicji (ang. inhibition slow-onset) — stata K\ . W
praktyce faza rownowagowa ustala sie w przeciagu
Kilku — kilkunastu minut. Modyfikacja DADMe

wieksze podobienstwo miedzy strukturg DADMelm-
mucilling H oraz modelem jonu oksakarbeniowego,
przez ktdry przebiega reakcja ludzkiej i zarodzcowej
PNP, niz analogiczne podobienstwo z immucilling H
[29]. Dodatnio natadowany, uprotonowany atom
azotu NI ’w DADMelmmucillinie H nasladuje tadu-
nek dodatni jonu oksakarbeniowego zlokalizowany
wokot centrum elektrofilowego Cl ’-04°. Umozliwia
to wytworzenie silnego oddziatywania elektrosta-
tycznego z atomem tlenu atakujgcego nukleofila,
ktory z kolei zwigzany jest poprzez sie¢ wigzan wo-

? ?
5 ar
3. AL

Ryc. 5. Czasteczkowe powierzchnie potencjatéw elektrostatycznych obliczone dla struktur zoptymalizowanych na poziomie teorii funkcjonatéw ge-
stosci [29]. (a) inozyna, (b) immucilling H, (c) DADMelmmucillina H, (d) model jonu oksakarbeniowego, ktéry jest zblizony do struktury sta-

nu przejsciowego reakcji ludzkiej i zarodzcowej PNP.

prowadzi do prawie czterokrotnego obnizenia réw-
nowagowej statej dysocjacji immucilliny H (16 za-
miast 56 pM) i 6-krotnego jej obnizenia dla immucil-
liny G (odpowiednio 6.8 pM i42 pM dla DADMelm-
mucilliny G i immucilliny G).

Chociaz analiza kinetycznych efektéw izotopo-
wych wskazywata na podobne stany przejSciowe
ludzkiej i zarodZzcowej PNP, state dysocjacji dla dru-
giego izoenzymu sg o dwa rzedy wielkosci wyzsze.
W celu wyjasnienia tej r6znicy wysunieto hipoteze,
ze w zwiazku z obserwowang nizszg statg katali-
tyczng dla izoenzymu zarodZzcowego, biatko to musi
wigzac stabiej rowniez stan przejsciowy, co skutkuje
tez stabszym wigzaniem analog6w stanu przejscio-
wego [29].

IV-4. Czasteczkowe powierzchnie potencjatéw
elektrostatycznych inhibitoréw

Pomocng w wyjasnieniu silniejszego wigzania in-
hibitorow drugiej generacji byta réwniez analiza
czasteczkowych powierzchni potencjatow elektro-
statycznych (MEP) obliczonych na podstawie mode-
lowania struktur substratu, inhibitoréw i stanu prze-
jéciowego. Porownanie MEP pozwolito wykazaé
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dorowych w centrum aktywnym. Ladunek dodatni na
azocie N4’ immucilliny H zlokalizowany jest asyme-
trycznie, przez co oddziatywanie elektrostatyczne
odgrywa mniejszg role (Ryc. 5).

Wiasciwe potozenie dodatnio natadowanego ato-
mu azotu, nasladujacego centrum elektrofilowe przy
atomie 1°, okazato sie warunkiem decydujgcym o
sile wigzania inhibitora, nawet bardziej istotnym, niz
separacja 9-deazapuryny od pierscienia imminorybi-
tolu poprzez mostek metylenowy. 1’-(9-rnetyleno)-
immucillina H, w ktorej wtgczono mostek metyleno-
wy przy zachowanym azocie w potozeniu 4°, charak-
teryzuje sie bowiem bardzo stabym wigzaniem
(Tab. 1).

IV-5. Znaczna poprawa witasciwosci farmakolo-
gicznych DADMelmmH wykazana na
modelu in vivo u myszy

Przeprowadzono wstepne eksperymenty na my-
szach in vivo, ktére wykazaty doskonatg biodostep-
no$¢ nowego inhibitora PNP DADMelmmucilliny H,
po podaniu zarowno dootrzewnowym jak i doust-
nym. Wykazano réwniez przepuszczalno$¢ btony
erytrocytarnej dla DADMelmmucilliny H. 50 % in-
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hibicje mysiej erytrocytarnej PNP uzyskano po 10
minutach od podania doustnego pojedynczej dawki
10 nmoli (27 pg). W przypadku dawki 10 nmoli (27
pg) immucilliny H, tj/2ustalenia inhibicji wyniést 14
minut. Czas potowiczny odzyskania aktywnosci wy-
nosit natomiast 275 h (11.5 dnia) dla DADMelmmH,
co przy 25 dniowym potowicznym okresie zycia ery-

Tabela 1.

V. Podsumowanie

Logiczne projektowanie nowej generacji analo-
goéw stanu przejsciowego oparte na analizie kine-
tycznych efektéw izotopowych pozwolito otrzymaé
bardzo silnie wigzgce inhibitory o pikomolowych
statych dysocjacji dla fosforylaz nukleozydéw pury-

Poréwnanie statych dysocjacji dla niektérych immucillin i DADMelmmucillin wobec ludzkiej i zarodzcowej PNP. Podane wartosci statych dysocjacji

poczatkowych (Kj) i rownowagowych (Ki*) [77].

PNP ludzka PNP zarodZzcowa
Kj [pM] K. [pM] Kj [pM] Kj' [pM]
immucillina H 3300+200 56+15 - 860180
immucillina G 5401100 42+6 - 9001200
DADMelmmucillina H 1100+120 16+1.4 - 500+40
DADMelmmucillina G 163+25 6.8+1.2 - 890160

trocytéw mysich sugeruje, ze odzyskanie aktywno-
§ci zwigzane byto raczej w duzym stopniu z syntezg i
wymiang erytrocytéw na nowe, niz z samg dysocja-
cjg i wydaleniem inhibitora [80]. Inhibicja za po-
mocg immucilliny H charakteryzowata sie czasem
potowicznym odzyskania aktywnosci réwnym 100
godzin (Ryc. 6).

006 T T T ] T Il;l T T T T T
Bl
£ 00y t4/2 =275 h (11.5 dni) 1
Z B
£ o004{* -
% 172 onset =10 min
o 0.03 : 1
'g o] P AN.

R J

2 o002 ¢ o :
o AO Oo »° [
5 0014 9 .
o ® 00 9 ® DADMelmmH
5 o e .* O lmmH
= 0.00- A

| RN I A T T III T T L4 T T T T
0005101520 50 100 150 200 250 300

czas

Ryc. 6. Dostepno$¢ biologiczna po podaniu doustnym immucilliny H
(10 nmoli, O), lub DADMelmmucilliny H (10 nmoli, #). T12
dla poczatkowego fragmentu krzywej oznacza czas po ktérym
nastepuje 50 % inhibicja PNP krwi mysiej. Otrzymano 10 min
dla DADMelmmucilliny H i 14 min dla immucilliny H. Powr6t
aktywnosci po podaniu doustnym pojedynczej dawki inhibitora
charakteryzuje potowiczny czas t12=275 h dla DADMelmmu-
cilliny Hi 100 h w przypadku immucilliny H. Aktywno$¢ wyra-
zona w jednostkach — absorbancja kwasu moczowego w sprze-
zonym oznaczeniu z oksydaza ksantynowa przy 293 nm/min
[80].
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nowych. Ostatnio przeprowadzone analizy stanéw
przejsciowych ludzkiej i zarodzcowej PNP wraz z
analiza krystalograficzng pozwalajg wnioskowac o
oddziatywaniach wewnatrz centrum aktywnego, od-
powiedzialnych za silne wigzanie analogu TS. Otrzy-
many nowy inhibitor PNP, DADMelmmucillina H,
wierniej nasladujacy strukture stanu przejsciowego
ze wzgledu na wiasciwosci biologiczne moze stac sie
wkrdtce efektywniejszg alternatywg dla immucilliny
H, bedacej obecnie w fazie badan klinicznych z
udziatem pacjentow z rozrostami T-komoérkowymi.
Badania nad skutecznosciag DADMelmmucilliny H
wobec Plasmodium falciparum wywotujgcym mala-
rie sg w dalszym ciggu w toku. Okazato sie réwniez,
ze nowo opracowana modyfikacja immucillin okre-
$lana jako DADMe, ma charakter bardziej uniwer-
salny. Opisano juz nowo zsyntezowane inhibitory
oparte na modyfikacji DADMe dla innych N-nukle-
ozydaz jak fosforylazy metylotioadenozynowej
(MTAP), kluczowego enzymu szlaku syntezy polia-
min, uwazanego za cel dla terapii m.in. raka prostaty.
W tym przypadku uzyskano réwniez pikomolowe
state dysocjacji [81].

Artykut otrzymano 31 maja 2004
Zaakceptowano do druku 26 lipca 2004
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I. Wstep

Mitochondria wystepujg w cytoplazmie prawie
wszystkich komérek eukariotycznych. Gtdwng ich
funkcjg jest przeprowadzanie procesu fosforylacji
oksydacyjnej. Ponadto mitochondria uczestniczg w
innych procesach niezbednych do funkcjonowania
komarki, np. biosyntezie porfiryn czy cyklu moczni-
kowym. Mitochondria poszczeg6lnych tkanek
zwierzecych roznig sie zardwno struktura, jak i funk-
cjg. Komorki roznego typu zawierajg rozng liczbe
mitochondriow, ktéra moze sie waha¢ od kilkuset do
kilku tysiecy. Cechy te w duzej mierze zalezg od wy-
magan energetycznych danej tkanki. W odpowiedzi
na sygnat wewngtrzkomérkowy lub zewnatrzkomor-
kowy (hormony, temperatura, zapotrzebowanie na
ATP) funkcja oraz aktywno$¢ mitochondriéw moze
ulec zmianie [1].

Mitochondria zawierajg ponad 1000 réznych
biatek, z ktorych tylko znikoma cze$¢ kodowana jest
przez genom mitochondrialny. Struktura oraz organi-
zacja genow w DNA mitochondriéow u réznych ssa-
kdw jest bardzo podobna. Ssaczy genom mitochon-
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drialny jest kolista, dwuniciowg czasteczkg DNA o
dtugos$ci okoto 16569 pz, kodujacag 37 genow. Dwa-
dzieScia cztery geny mitochondrialne koduja
czgsteczki RNA wchodzgce w skiad mitochondrial-
nego aparatu translacyjnego (22 tRNA oraz 2 rRNA),
pozostate 13 genow koduje podjednostki komplek-
sow tancucha oddechowego [2].

Mitochondria sg szczegdélnymi organellami ko-
morki zwierzecej. Ich funkcjonowanie, a zwitaszcza
wytwarzanie przez nie ATP, zalezy od dwobch syste-
mow genetycznych. Do prawidtowej biogenezy oraz
funkcjonowania mitochondriéw niezbedna jest
wsplipraca genomu jadrowego z genomem mito-
chondrialnym. Biogeneze mitochondriow mozna
rozpatrywaé jako dwa odrebne procesy: proliferacja
mitochondriéw oraz ich réznicowanie sie w organel-
le zdolne do fosforylacji oksydacyjnej [3], Obydwa
te procesy sg zwigzane ze zmiang ilosciowg ijako-
Sciowg biatek znajdujgcych sie w mitochondriach.
Zatem zagadnienia dotyczace poszczegdlnych biatek
mitochondrialnych pozostajg w $cistym zwigzku z
procesem bhiogenezy mitochondriéw. Obecnie coraz
lepiej poznajemy ten proces. Poznano czynniki tran-
skrypcyjne, ktérych aktywno$é umozliwia skoordy-
nowang ekspresje genomu mitochondrialnego oraz
gendéw jadrowych kodujgcych biatka mitochondrial-
ne. Poszerza sie takze wiedza na temat czynnikow
pozakomérkowych, np. hormon tarczycy, mogacych
wpltywac na proliferacje i rdznicowanie sie mito-
chondriow. Zidentyfikowano réwniez biatko PGC-1,
ktore jest jednym z elementdw na Sciezce przekazu
informacji o tym, ze potrzebna jest biogeneza mito-
chondriéow w odpowiedzi na zwiekszone zapotrzebo-
wanie na energie cieplna.

Zagadnienia zwigzane z biogenezg mitochon-
driow stanowig bardzo obszerny temat, ktdrego
petne omdéwienie przekracza mozliwosci tego arty-
kutu. Intencjg autoréw byto przyblizenie zagadnien
biogenezy mitochondriow zwigzanych z aktywno-
$cig taincucha oddechowego. Jednakze w wielu miej-
scach niniejszego artykutu jest mowa o biogenezie
mitochondriow w szerszym ujeciu. Wigze sie to z
faktem, ze mitochondria stanowig bardzo skompli-
kowany uktad, z ktorego nie da sie w prosty sposéb
wyodrebni¢ poszczegblnych jego elementéw. Na ak-
tywnos$¢ tancucha oddechowego ma wptyw nie tylko
bezposrednia synteza biatek wchodzacych w jego
skiad, ale system transportu biatek z cytoplazmy do
mitochondriow, sktad lipidowy bton mitochondrial-
nych, koordynacja ekspresji genomu jagdrowego i mi-
tochondrialnego, synteza hemu wchodzacego w
sktad cytochromow, a takze liczba mitochondriéw w
komérce i stopien ich zréznicowania.
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Il. Koordynacja ekspresji genomu mitochon-
drialnego i jadrowego

Mechanizm zapewniajacy ,,wspotprace” miedzy
genomem mitochondrialnym ijagdrowym musi pod-
legac regulacji w odpowiedzi na r6znorodne bodzce.
Skoordynowang ekspresje genomu mitochondrialne-
go ijadrowego zapewniaja czynniki transkrypcyjne,
aich ilos¢ czy tez aktywno$¢ moze ulega¢ zmianie w
odpowiedzi na sygnaty wewnatrzkomoérkowe i/lub
zewnatrzkomérkowe [4].

Poznane dotychczas promotory genow jadrowych
kodujacych biatka mitochondrialne wykazujg znacz-
ne zrdéznicowanie pod wzgledem struktury, jak i
obecnosci sekwencji wigzacych czynniki transkryp-
cyjne [5]. W promotorach tych wystepuja cztery ele-
menty cis okreSlane jako NRF1, NRF2,
OXBOX/REBOX oraz Mtl, 3, 4. O tych ostatnich
sadzi sie, ze sg specyficzne dla genéw kodujacych
biatka tancucha oddechowego. W zadnym ze scha-
rakteryzowanych promotoréw nie ma wszystkich
tych elementéw. Ani jeden ze wspomnianych ele-
mentéw cis nie wystepuje we wszystkich dotad po-
znanych jadrowych genach kodujacych biatka mito-
chondrialne [5]. Scarpu 1la [4] sugeruje, ze sko-
ordynowanej regulacji podlegaja tylko te geny, kto-
rych produkty majg decydujgce znaczenie dla aktyw-
nosSci oddechowej mitochondridw.

Obserwacje uzyskane dla oksydazy cytochromu ¢
potwierdzajg istnienie skoordynowanej ekspresji jej
podjednostek kodowanych w mtDNA iwjadrze w ta-
kich organizmach, jak szczur [6], mysz [7] i cztowiek
[8, 9]. Na przyktad Hood i wsp. [6] wykazali, ze
przewlekta stymulacja miesni szkieletowych szczura
prowadzi do 3-4-krotnego wzrostu aktywnos$ci oksy-
dazy cytochromu ¢ (COX). Towarzyszy temu 2-kro-
tny wzrost poziomu podjednostki Il (kodowana w
mtDNA) i Vic (kodowana w jadrze). Waznym czyn-
nikiem regulujagcym skoordynowang ekspresje geno-
mu jadrowego i mitochondrialnego jest takze hor-
mon tarczycy (Rozdziat V).

Dotychczasowe badania wskazujg, ze trzy czynni-
ki transkrypcyjne odgrywajg kluczowg role w funk-
cjonowaniu i biogenezie mitochondriéw. Sg to:
NRF-1, NRF-2 oraz PGC-1.

11-1. NRF-1
NRF-1 jest biatkiem jadrowym, kt6re wigze sie z
DNA jako homodimer. Domena aktywujgca tran-

skrypcje znajduje sie w C-koncowej czesci tego
biatka. Natomiast N-koncowy fragment zawiera do-
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mene wigzagcg DNA oraz sygnat lokalizacji jadrowej
[10, 11].

Wykazano, ze NRF-1 reguluje aktywno$¢ tran-
skrypcyjng jadrowych gendéw kodujgcych niektoére
polipeptydy wchodzgce w sktad kompleksdw tancu-
cha oddechowego (Tab. 1). Sekwencje rozpoznawa-
ne przez NRF-1 wystepujg w obszarach promotoro-
wych genow kodujacych mtTFA [12] i podjednostke
rybonukleinowg RNAzy MRP [4]. Pierwszy z tych
genéw koduje mitochondrialny czynnik transkryp-
cyjny zwigzany z inicjacjg transkrypcji i replikacji
mtDNA, drugi nukleaze, ktora przecina powstajgca
ni¢ RNA, tworzac w ten sposéb starter niezbedny do

Tabela 1.

Jadrowe geny kodujace biatka mitochondrialne regulowane przez
NRF-1 i NRF-2. Dane pochodzg z [4, 12, 14, 15].

Nazwa genu (pochodzenie) NRF-1  NRF-2

geny OXPHOS

cytochrom c (cztowiek, szczur) +
Kompleks 1:

podjednostka 8 (cztowiek) +
Kompleks I1:

podjednostka B, C oraz D (cztowiek) + +
Kompleks I11:

biatko wiazace ubichinon (cztowiek) +

biatko rdzenia 1(cztowiek) +
Kompleks IV :

podjednostka IV (mysz, szczur) +

podjednostka Vb (cztowiek, mysz, szczur) + +

podjednostka Vlc (szczur) +

podjednostka Vllc (krowa) +

podjednostka VlaL (cztowiek) + +

podjednostka VllaL (cztowiek) +
Kompleks V:

podjednostka a (cztowiek) +

podjednostka c (cztowiek) +

podjednostka g (krowa) +

pozostate geny

podjednostka rybonukleinowa RNazy MRP

(cztowiek, mysz) +
mtTFA (cztowiek) + +
ALAS (szczur) +
mitorybosomalne biatko S12 (cztowiek) + +
Tom20 (cztowiek) + +

rozpoczecia replikacji mtDNA. Tak wiec, NRF-1 jest
czynnikiem, ktéry transkrypcje i replikacje genomu
mitochondrialnego wiaze z ekspresjg genow jadro-
wych kodujacych wybrane podjednostki wchodzace
w sktad aparatu oddechowego mitochondriéw. Bada-
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nia Huo i Scarpulla [13] potwierdzajg udziat
NRF-1 w utrzymaniu odpowiedniego poziomu
mtDNA. Wykazali oni, ze unieczynnienie genu ko-
dujacego NRF-1 powoduje znaczne obnizenie ilosci
mtDNA w blastomerach 3,5-dniowego zarodka my-
szy, ktory obumiera w okresie przedimplantacyj-
nym. Autorzy pracy wykazali, ze brak NRF-1 nie in-
dukuje apoptozy. Tak wiec obnizenie poziomu
mtDNA nie zostato spowodowane tym, ze w komor-
ce nastepuje proces Smierci samobojczej.

Udzial NRF-1 w koordynacji ekspresji genomu
mitochondrialnego ijgdrowego potwierdza fakt, ze
ekspresja genu kodujgcego syntaze ALAS wymaga
obecnosci w obszarze promotora dwdch sekwencji
wigzacych NRF-1. Aktywno$¢ tego enzymu ma de-
cydujace znaczenie dla przebiegu szlaku biosyntezy
hemu bedacego kofaktorem cytochromow, biatek ko-
dowanych zaréwno przez genom mitochondrialny,
jak ijadrowy i wchodzacych w skiad tancucha odde-
chowego [4].

Obecno$é¢ funkcjonalnej sekwencji wigzacej
NRF-1 w promotorze genu biatka S12, wchodzgcego
w skiad mitochondrialnego rybosomu (mitoryboso-
mu) [14] (Tab. 1), wskazuje, ze NRF-1 reguluje po-
ziom biatek kodowanych przez genom mitochon-
drialny takze poprzez wptyw na translacje mitochon-
drialnego mRNA. Poza tym wykazano, ze NRF-1 re-
guluje rowniez ekspresje genu kodujacego biatko
Tom20, ktdre bierze udziat w imporcie biatek do mi-
tochondriéw [15] (Tab. 1). Wskazuje to, ze NRF-1
wptywa nie tylko na aktywno$¢ oddechowag mito-
chondriéw, ale takze na og6lng aktywno$¢é metabo-
liczng mitochondridw.

NRF-1 prawdopodobnie odgrywa kluczowg role
w procesie biogenezy mitochondriow. Potwierdzajg
to wyniki badan X ia iwsp. [16], ktérzy wykazali, ze
od ekspresji genu kodujgcego NRF-1 zalezy wzrost
ekspresji gendéw zwigzanych z proliferacjg mito-
chondriéw w miocytach miesnia sercowego stymu-
lowanych elektrycznie.

Rola NRF-1 nie ogranicza sie tylko do regulacji
funkcjonowania oraz biogenezy mitochondridow.
NRF-1 reguluje réwniez ekspresje genow, ktdérych
produkty biatkowe nie sg bezposrednio zwigzane z
funkcjonowaniem mitochondriow. Biatka kodowane
przez te geny uczestniczg w podstawowych proce-
sach komdrkowych — metabolizmie aminokwasow
(aminotransferaza tyrozyny) czy inicjacji translacji
(elF-2a). Analiza komputerowa pozwolita na znale-
zienie potencjalnych miejsc wigzgcych NRF-1 w
promotorach genéw kodujacych biatka, ktére uczest-
niczg w transdukcji sygnatu (np. ludzki gen receptora
insuliny), metabolizmie kwaséw nukleinowych (np.
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ludzki gen topoizomerazy 1), regulacji cyklu komér-
kowego (np. ludzki gen cdc2), a takze w genach ko-
dujacych enzymy roznych szlakéw metabolicznych
(np. ludzki gen a-enolazy). Wskazuje to, ze NRF-1
moze byé czynnikiem, ktéry zapewnia odpowiedni
poziom fosforylacji oksydacyjnej w zaleznos$ci od
potrzeb energetycznych komorki [10].
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Ryc. 1. Koordynacja ekspresji genéw kodowanych jadrowo i mitochondrialnie odpowiadajacych za biogeneze mitochondridw.

11-2. NRF-2

Drugim czynnikiem zaangazowanym w regulacje
ekspresji niektérych genow mitochondrialnych jest
NRF-2 — biatko kodowane jadrowo. Udziatl tego
biatka w regulacji gendéw mitochondrialnych zostat
stabiej poznany niz w przypadku biatka NRF-1 [4].

Wykazano, ze NRF-2 reguluje ekspresje genéw
kodujacych niektére podjednostki kompleksu dehy-
drogenazy bursztynianowej, kompleksu oksydazy
cytochromu c oraz genu kodujacego podjednostke p
syntazy ATP, a takze ekspresje genu kodujgcego
mtTFA, mitorybosomalne biatko S12, oraz genu ko-
dujgcego biatko Tom 20 (Tab. 1).

W przeciwienstwie do NRF-1, NRF-2 sktada sie z
trzech podjednostek a, P, y. U cztowieka istniejg
dwie izoformy podjednostek p (plsp2 iy (yj,y2),jed-
nakze ich funkcja nie zostata dotad poznana [4]. Je-
dynie podjednostka a czynnika transkrypcyjnego
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tworzy kompleks z podjednostka a, jednakze ma on
mniejsze powinowactwo do DNA niz kompleks ap.
Kompleksy te, ap i ay, nie wykazujg réznic pod
wzgledem specyficznosci wobec sekwencji DNA, z
ktérymi sie wigza [4].

11-3. Regulacja ekspresji i aktywnosci NRF-1 i
NRF-2

Dotychczasowe badania wskazujg, ze waznym
czynnikiem regulujacym poziom NRF-1 i podjed-
nostki NRF-2 w komorce jest PGC-1 [18] (Rozdziat
11-4). Poza tym poziom mRNA NRF-1 jest regulowa-
ny przez hormon tarczycy [19] (Rozdziat 1V).

Regulacja aktywnos$ci NRF-1 nastepuje na skutek
jego fosforylacji. Ufosforylowana forma NRF-1 ma
znacznie wiekszg zdolnos¢ wigzania sie z DNA niz
forma nieufosforylowana [11]. Badania Gugneja
i Scarpulla [11], wskazujg, ze reakcje fosfory la-
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cji NRF-1 katalizuje kinaza kazeinowa Il. Nie jest to
jednak pewne, gdyz sami autorzy tej pracy podkre-
Slaja, ze niektére aminokwasy wchodzace w skiad
NRF-1, ktore sg fosforylowane przez kinaze kaze-
inowg Il in vitro, nie ulegajg fosforylacji in vivo.

W przypadku NRF-2 zdolno$¢ wigzania sie z
DNA jest wieksza dla a.p heterodimeru niz ay. Do-
tychczas nic nie wiadomo o czynnikach regulujgcych
poziom podjednostek P iy. Wykazano natomiast, ze
czynniki utleniajgce zmniejszajg powinowactwo
podjednostki a do DNA natomiast zwigzki redu-
kujace powoduja jego zwiekszenie. Sugeruje to, ze
NRF-2 mogtby regulowac¢ ekspresje gendw ko-
dujacych sktadniki aparatu oddechowego mitochon-
driow w zaleznosci od potencjatu oksydoredukcyj-
nego komorki. Zbyt niska aktywno$¢ oddechowa mi-
tochondriéw prowadzi do wzrostu poziomu substra-
téw oddechowych (NADH i FADH2) i tym samym do
wzrostu aktywno$ci NRF-2, co powoduje wzrost
transkrypcji genéw regulowanych przez NRF-2.
Konsekwencjg tego jest zwiekszenie sie aktywnosci
oddechowej mitochondriow [4].

Ilos¢ poszczegbélnych podjednostek NRF-2 jest
specyficzna tkankowo. Poziom mRNA kodujgcego
dangpodjednostke nie odpowiada iloSci biatka obec-
nego w komorce. Podczas, gdy mRNA kodujacego
podjednostke a w watrobie szczura jest mniej niz w
mobzgu czy jadrach, biatka podjednostki a jest tam
najwiecej. Poziom mRNA kodujacego podjednost-
ke a jest najwiekszy w jadrach i odpowiada mu naj-
mniejszy poziom biatka tej podjednostki [20, 21].
Powyzsze wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze regulacja
ilosci poszczeg6lnych podjednostek odbywa sie na
poziomie posttranskrypcyjnym. Ponadto fakt, ze po-
winowactwo podjednostki a do DNA jest uzaleznio-
ne od podjednostki, z ktérg ona oddziatuje, oraz ze
poziom poszczegblnych podjednostek NRF-2 jest
zréznicowany tkankowo sugeruje, ze geny regulo-
wane przez NRF-2 moga podlegaé regulacji tkanko-
wo-specyficznej.

Dotychczasowe badania nad NRF-1 iNRF-2 umo-
zliwity opracowanie modelu skoordynowanej eks-
presji genomu mitochondrialnego oraz niektérych
jadrowych genéw OXPHOS (Ryc. 1). Model ten nie
uwzglednia jednak genow OXPHOS nie zawie-
rajagcych w  swoich  promotorach  sekwencji
wigzacych NRF-1 lub NRF-2.

11-4. PGC-1

PGC-1 zostat poczatkowo zidentyfikowany jako
czynnik regulujacy ekspresje biatka UCP-1 [22].
Biatko to odgrywa kluczowag role w procesie termo-
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genezy bezdrzeniowej uruchamianym przez orga-
nizm podczas zwiekszonego zapotrzebowania na
energie cieplng. Molekularny mechanizm tego pro-
cesu polega na zwiekszeniu przepuszczalnosci wew-
netrznej btony mitochondrialnej dla protonéw, kté-
rych energia jest rozpraszana w postaci ciepta.
Biatka UCP stanowig swoiste rozprzegacze fosfory-
lacji oksydacyjnej.

Proces termogenezy bezdrzeniowej zwigzany jest
bezposrednio z funkcjonowaniem oraz biogenezg
mitochondriéw. Obejmuje on zaréwno zwiekszenie
liczby mitochondriow, jak i wzrost ekspresji genéw
kodujacych biatka, ktore wchodza w sklad aparatu
oddechowego mitochondriow oraz gendéw ko-
dujacych biatka UCP [22],

PGC-1 jest koaktywatorem czynnikdw transkryp-
cyjnych. Jego ekspresja jest tkankowo specyficzna i
podlega regulacji zaleznej od fizjologicznego stanu
organizmu. Biatko PGC-1 ulega ekspresji w sercu,
nerce, mdézgu, watrobie oraz w brunatnej tkance
ttuszczowej [19, 22, 23]. Poziom mRNA kodujacego
biatko PGC-1 znacznie wzrasta w brunatnej tkance
thuszczowej oraz w miesniach szkieletowych myszy
poddanej dziataniu niskiej temperatury (4°C) [22,
23].

Ekspresja PGC-1 w kulturach tkankowych powo-
duje aktywacje wielu proceséw zwigzanych z termo-
genezg bezdrzeniowg. Aktywowana jest zaréwno
proliferacja mitochondriéw, jak i ekspresja gendéw
kodujacych podjednostki kompleksow tancucha od-
dechowego [18]. W komorkach mie$niowych, po-
dobnie jak w komérkach ttuszczowych, zwiekszony
poziom PGC-1 powoduje wzrost poziomu mRNA
kodujacego podjednostke Il i IV oksydazy cytochro-
mu c oraz podjednostke p syntazy ATP [18, 22]. Eks-
presja PGC-1, zarébwno w hodowli komdérek miesnio-
wych, jak i tluszczowych powoduje wzrost poziomu
mtDNA. Towarzyszy temu wzrost liczby mitochon-
driow [18, 22].

Ekspresja biatka PGC-t w hodowli miocytéw
szczura powoduje wzrost poziomu biatek mitochon-
drialnych kodowanych zaréwno przez genom jadro-
wy (podjednostki COX 1V, Va, Vb, cytochrom c), jak
i przez genom mitochondrialny (podjednostka COX
I1) [24]. Jednoczes$nie ze wzrostem poziomu podjed-
nostek COX Il, COX 1V, Va, Vb, oraz cytochromu ¢
obserwuje sie wzrost liczby mitochondridéw [24].

Wykazano réwniez, ze PGC-1 reguluje poziom
czasteczek mMRNA kodujacych NRF-1 oraz podjed-
nostke a NRF-2 oraz, ze jest on koaktywatorem re-
ceptora hormonu tarczycy, z czym bezposrednio
zwigzany jest wzrost poziomu mRNA kodujacego
mtTFA [18,22]. Wyniki powyzszych badan sugeruja,
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ze PGC-1 jest jednym z elementdéw S$ciezki sy-
gnatowej prowadzacej do aktywacji ekspresji genow
mitochondrialnych kodowanych jagdrowo oraz akty-
wacji genomu mitochondrialnego.

Puigserver iwsp. [22] wykazali, ze ekspresja
PGC-1 jest indukowana w hodowli komdérek brunat-
nej tkanki ttuszczowej przez agoniste receptoréw P-
adrenergicznych. Na podstawie wynikow dotychcza-
sowych badan nad termogenezg bezdrzeniowg za-
proponowano mechanizm, wedlug ktérego PGC-1
reguluje biogeneze oraz funkcje mitochondriow w
odpowiedzi na zmieniajace sie warunki srodowisko-
we. Wiadomo, ze niska temperatura oraz wysokoka-
loryczna dieta pobudza wspoétczulny uktad nerwowy.
Prowadzi to do wydzielania noradrenaliny, neuro-
transmitera stymulujgcego receptory P-adrenergi-
czne. Wskutek aktywacji receptora P-adrenergicz-
nego uruchamiana jest sciezka sygnatowa, co powo-
duje wzrost poziomu cAMP. Prowadzi to do wzrostu
ekspresji genu kodujgcego PGC-1, prawdopodobnie
poprzez przytgczenie sie biatka CREB do promotora
genu kodujgcego PGC-1 [23]. Ponadto obecno$é¢ w
biatku PGC-1 sekwencji rozpoznawanej przez
biatkowa kinaze A sugeruje mozliwos¢ regulacji ak-
tywnosci PGC-1 poprzez modyfikacje posttransla-
cyjne [22]. PGC-1, poprzez NRF-1, NRF-2 oraz re-
ceptor hormonu tarczycy, aktywuje biogeneze mito-
chondriow i biatek mitochondrialnych.

I11. Biogeneza mitochondriéw w okresie
poporodowym

Wiekszosé komdrek dorostych ssakéw uzyskuje
ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Jednakze
w okresie rozwoju ptodowego gtéwnym zrddiem
ATP jest glikoliza. Wynika to z matej liczby mito-
chondriéw oraz ich niskiej aktywnosci metabolicz-
nej. Zaréwno enzymy uczestniczace w utlenianiu
substratow oddechowych, jak i enzymy wchodzace
w skbad innych szlakow metabolicznych znaj-
dujacych sie na terenie mitochondriow, wykazujg
niskg aktywnos$¢ w okresie rozwoju ptodowego. Mo-
ment narodzin oraz pierwszy okres zycia pozama-
cicznego jest sciSle zwigzany z biogenezg mitochon-
driow. Wzrasta ich aktywno$¢ metaboliczna —
zwhaszcza oddechowa, a w pdzniejszym okresie zy-
cia wzrasta takze ich liczba. Z tego powodu zmiany
okotoporodowe zachodzgce w organizmie zwierze-
cym stanowig bardzo dobry model do badan nad bio-
genezg mitochondriow oraz czynnikami regu-
lujacymi ten proces. Wiele z tych badan przeprowa-
dzono $ledzac biogeneze mitochondriéw w rozwi-
jajacej sie watrobie szczura [25].
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Valcarce iwsp. [26] wykazali, ze w mitochon-
driach hepatocytdw szczura w ciagu pierwszej go-
dziny zycia pozamacicznego nastepuje gwaltowny
wzrost zawartosci biatek. Jest on cztery razy wiekszy
niz wzrost catkowitego poziomu biatka w komor-
kach watroby. Jednakze zbadan lzquierdo iwsp.
[27] wynika, ze nie dotyczy to w réwnym stopniu
wszystkich biatek mitochondrialnych. Na przyktad,
ilos¢ podjednostki P syntazy ATP zwieksza sie dwu-
krotnie [26-29], natomiast ilo$¢ podjednostki synta-
zy ATP pozostaje stata. 1lo$¢ biatka podjednostki p
syntazy ATP w mitochondriach hepatocytéw szczura
osiggnieta w ciggu pierwszej godziny zycia pozama-
cicznego pozostaje bez zmian w trakcie dalszego
rozwoju szczura [26, 30]. Vale arce i wsp. [26]
wykazali, ze wzrost ilosci biatka podjednostki synta-
zy ATP w mitochondriach hepatocytéw szczura jest
skorelowany ze wzrostem kontroli oddechowej.

Uwaza sie, ze podjednostka p syntazy ATP jest
markerem biogenezy mitochondriéw [25-29]. Na
podstawie zmian jej poziomu w mitochondriach mo-
zna wnioskowac o stopniu ich réznicowania. Nato-
miast zmiany poziomu podjednostki P syntazy ATP
w biatkach homogenatu danej tkanki w stosunku do
poziomu podjednostki a w mitochondriach pozwa-
lajg wnioskowa¢ o zmianach w liczbie mitochon-
driow [27].

Mechanizm warunkujgcy szybki wzrost zawarto-
§ci podjednostki P syntazy ATP w mitochondriach
jest bardzo ztozony. lzquierdo iwsp. [28] wyka-
zali, ze w hepatocytach ptodu dwa dni przed urodze-
niem sie szczura nastepuje wzrost poziomu mRNA
kodujagcego podjednostke p syntazy ATP. Pomimo
tego ilos¢ biatka pozostaje niezmieniona. Podwyz-
szony poziom tego mRNA utrzymuje sie przez
pierwsze godziny zycia pozamacicznego po czym
nastepuje jego stopniowy, 6-7-krotny spadek do po-
ziomu obserwowanego w hepatocytach szczura do-
rostego [27-29]. Wysoki poziom mRNA w okresie
okotoporodowym nie jest spowodowany podwyz-
szonym poziomem transkrypcji lecz zwiekszong sta-
bilnoscig mMRNA. Jest ona okoto cztery razy wieksza
w hepatocytach nowonarodzonego szczura niz w he-
patocytach szczura dorostego [28].

Wykazano réwniez, ze w ciggu pierwszej godziny
Zycia pozamacicznego szczura nastepuje znaczny
wzrost wydajnosci translacji mRNA kodujacego
podjednostke p syntazy ATP [29]. Szczeg6towe ba-
dania przeprowadzone przez lzquierdo i Cu-
ezva [31] doprowadzity do identyfikacji biatka
3P’FBP, ktére reguluje translacje mRNA kodujacego
podjednostke p syntazy ATP. Biatko 3P’FBP
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przytacza sie do regionu 3’'UTR mRNA podjednostki
P syntazy ATP znacznie zmniejszajgc jego wydaj-
nos¢ translacji. Wydaje sie, ze gtéwnga funkcja biatka
3P’FBP jest niedopuszczenie do przedwczesnego
wzrostu ilosci podjednostki p syntazy ATP. Biatko
3P’FBP wyizolowane z watroby nowonarodzonego
szczura ma o wiele wiekszg zdolno$¢ do wigzania sie
z mRNA kodujgcym podjednostke P syntazy ATP i
tym samym do obnizania wydajnosci jego translacji
niz biatko 3p’FBP wyizolowane z watroby szczura
jednogodzinnego. Prawdopodobnie to aktywnos$¢
biatka 3P’FBP powoduje, ze mimo wysokiego pozio-
mu mRNA kodujacego podjednostke p syntazy ATP
w hepatocytach szczura pod koniec rozwoju ptodo-
wego poziom biatka kodowanego przez to mRNA
jest niski.

Kolejnym waznym czynnikiem warunkujgcym
szybki wzrost ilosci biatka podjednostki p syntazy
ATP w ciggu pierwszej godziny zycia pozamaciczne-
go szczura sg whasciwosci regionu 3’UTR mRNA ko-
dujacego to biatko. Okazuje sie bowiem, ze region
ten spetnia role wzmacniacza translacji. Przytacze-
nie sekwencji tego regionu do genu reporterowego
powoduje dziesieciokrotne zwiekszenie szybkosci
jego translacji in vitro [31].

W ciggu pierwszej doby zycia pozamacicznego
szczura catkowita liczba mitochondriéw w watrobie
prawie nie ulega zmianie, natomiast zmniejsza sie
liczba mitochondriéow w komdrce, co zwigzane jest z
intensywnymi podziatami hepatocytéw. Po pierw-
szym dniu Zzycia pozamacicznego, pomimo po-
dziatéw hepatocytow, obserwuje sie wzrost liczby
mitochondriéw w komérkach, co $wiadczy o inten-
sywnej proliferacji mitochondriéw [32]. Podobne
wyniki uzyskano badajac poziom mtDNA. W hepa-
tocytach szczura obserwuje sie staty poziom mtDNA
w okresie trzech ostatnich dni rozwoju ptodowego
oraz niewielki wzrost poziomu mtDNA w ciggu
pierwszego dnia zycia pozamacicznego. Natomiast
po pierwszym dniu zycia pozamacicznego nastepuje
intensywny wzrost poziomu mtDNA w komérkach
watroby [33].

Badania przeprowadzone dla oksydazy cytochro-
mu ¢ wskazujg, ze aktywno$¢ tego kompleksu enzy-
matycznego zmienia sie w trakcie rozwoju embrio-
nalnego i w okresie poporodowym. Ponadto w przy-
padku podjednostek COX obserwuje sie korelacje
pomiedzy zmiang ekspresji podjednostek kodowa-
nych w mtDNA i w jadrze. Oksydaza cytochromu ¢
sktada sie z 13 podjednostek. Trzy z nich (COX I, II,
I11) sg zakodowane w genomie mitochondrialnym,
pozostate zas w jadrowym [34]. Skoordynowang
ekspresje podjednostek COX obserwuje sie w roz-
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nych stadiach rozwoju organizmu cztowieka. Po-
twierdzajg to badania przeprowadzone dla podjedno-
stek Il i IV na sercach pobranych od ptodéw we
wczesnej (45-65 dni) i p6Zznej cigzy (85-110 dni) oraz
od niemowlat w wieku 1-30 dni [8]. Pomiedzy wcze-
sng a pdZzng cigzg obserwowano 2-krotny wzrost ak-
tywnosci oksydazy cytochromu c, czemu towarzy-
szyt dwukrotny wzrost poziomu podjednostki Il. Po-
ziom podjednostki IV byt niewykrywalny w ptodach
z wczesnej cigzy i dobrze wykrywalny w ptodach z
péznej cigzy. Pomiedzy stadium pdznej cigzy a okre-
sem poporodowym nastepowat 3-3,5-krotny wzrost
iloSci obydwu podjednostek, przy 1,3-krotnym
wzro$cie aktywnosci oksydazy cytochromu c.

Jednakze badaniaBonne iwsp. [9] wskazuja, ze
zmiany w poziomie ekspresji genéw kodujgcych po-
szczegOlne podjednostki moga zaleze¢ od typu tkan-
ki. Badajac roznice w poziomach mRNA pomiedzy
ludzkimi ptodami w wieku 20-28 tygodni a dwoma
osobami dorostymi w wieku 35 i 55 lat wykazali oni,
ze w sercu i miesniach szkieletowych wzrost pozio-
mu transkryptéw mitochondrialnych ijagdrowych ko-
dujacych podjednostki COX jest skorelowany ze
wzrostem aktywnosci COX. Natomiast w watrobie,
pomimo dwukrotnego wzrostu aktywnosci COX, nie
obserwowano wzrostu poziomu transkryptow,
oprocz tych, ktére kodujg izoformy podjednostek
specyficzne dla watroby (VlaL i VIlaL). Powyzsze
obserwacje potwierdzajg badania przeprowadzone
na myszach, u ktdrych badano zmiane ekspresji pod-
jednostek COX w okresie poporodowym [7]. Wyka-
zano 3-10-krotny wzrost poziomu mRNA jednostek
kodowanych mitochondrialnie ijadrowo w okresie
od porodu do osiggniecia wieku dojrzatego. W trak-
cie rozwoju osobniczego zaobserwowano ponadto
zmiany ekspresji podjednostek kodujacych izoformy
tkankowo-specyficzne. Na przykiad, zaraz po naro-
dzinach we wszystkich badanych tkankach obserwo-
wano wysoki poziom ekspresji podjednostek VlaL i
VIIIL. Poziom ten nastepnie obnizat sie w miesniach
szkieletowych i sercu, natomiast wzrastat w nerkach
i mézgu. mRNA podjednostki VlaH w pierwszym
dniu po porodzie zostato wykryte jedynie w mie-
$niach szkieletowych i sercu i tylko w tych dwdch
tkankach nastepowat wzrost jego poziomu podczas
dalszego rozwoju myszy.

IV. Hormon tarczycy

Dotychczasowe badania nad biogeneza mitochon-
driéw u szczuréw wykazaty, ze hormon tarczycy —
trijodotyronina — jest waznym czynnikiem regu-
lujacym réznicowanie i proliferacje mitochondriow
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w rozwoju ptodowym oraz pierwszej fazie zycia po-
zamacicznego. Hormon tarczycy regulujgc poziom
podstawowej przemiany materii realizuje swojg
funkcje poprzez wptyw na funkcjonowanie oraz bio-
geneze mitochondriéw. Hormon ten oddziatuje na
morfologie, liczbe oraz strukture mitochondridw
[35], a takze reguluje ekspresje genomu mitochon-
drialnego [36] oraz jadrowego [37] i powoduje
wzrost aktywnosci oddechowej mitochondridw.
Hormon tarczycy reguluje sktad fosfolipidowy wew-
netrznej btony mitochondrialnej m.in. przez stymu-
lacje aktywnosci syntazy kardiolipin. Tym samym,
wpltywa na aktywnos$¢ enzymow, ktére aktywowane
sg przez kardiolipiny [38].

1IV-1. Wplyw na proliferacje i roznicowanie sie
mitochondriéw

W badaniach nad wptywem hormonu tarczycy na
biogeneze mitochondridéw stosuje sie model badaw-
czy polegajacy na wywotywaniu u ciezarnej samicy
szczura stanu hipotyreozy (nieprawidtowa czynnos¢
tarczycy prowadzaca do obnizenia poziomu hormo-
nu tarczycy we krwi) i badaniu funkcjonowania mi-
tochondridw u jej potomstwa. Dalsze rozwiniecie
tego modelu polega na podtrzymywaniu stanu hipo-
tyreozy u nowonarodzonych zwierzat [27, 30, 35]. W
tych badaniach markerem proliferacji ir6znicowania
sie mitochondriéw sg takze zmiany w poziomie pod-
jednostki p syntazy ATP.

Obnizony poziom hormonu tarczycy nie powodu-
je zaburzen w rdznicowaniu sie mitochondriéw w
okresie rozwoju ptodowego. Powoduje natomiast
zmniejszenie liczby mitochondriéw. Wykazano bo-
wiem, ze mitochondria wyizolowane z watroby po-
tomstwa szczurow z hipotyreozg zawierajg podobng
do kontroli ilo$¢ podjednostki p syntazy ATP, nato-
miast poziom tego biatka w catkowitym homogena-
cie zwatroby jest 0 50% nizszy niz w homogenacie z
watroby nowonarodzonego szczura, urodzonego
przez samice z prawidtowym poziomem hormonu
tarczycy (eutyreoza) [27]. Badanie wykonano zaraz
po urodzeniu oraz po jednej i dwéch godzinach zycia
pozamacicznego. W przypadku mitochondriéow
szczurow urodzonych przez samice z obnizonym po-
ziomem hormonu tarczycy w hepatocytach nie ob-
serwuje sie wzrostu poziomu biatka podjednostki p
syntazy ATP w ciggu dwdch pierwszych godzin zy-
cia. Poziom hormonu tarczycy nie wptywa natomiast
na ilos¢ biatka podjednostki a syntazy ATP, co po-
twierdza specyficzny wptyw hormonu tarczycy na
zmiane iloSci poszczegdlnych biatek mitochondrial-
nych [27]. Jednakze badania przeprowadzone najed-
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nodniowych szczurach, u ktérych po narodzinach
podtrzymywano stan hipotyreozy, wskazuja, ze ich
mitochondria zawierajg takg samg ilo$¢ biatka pod-
jednostki P syntazy ATP jak mitochondria jedno-
dniowego szczura z eutyreoza, urodzonego przez sa-
mice z prawidlowym poziomem hormonu tarczycy
[30]. Zatem obnizony poziom hormonu tarczycy nie
blokuje réznicowania sie mitochondriow hepatocy-
tébw szczura, jednakze znaczgco spowalnia ten pro-
ces. Przyczyn moze by¢ kilka. Przede wszystkim ob-
nizony poziom hormonu tarczycy moze prowadzié
do obnizenia poziomu mRNA kodujacego podjed-
nostke P syntazy ATP. Wykazano, ze hormon tarczy-
cy reguluje transkrypcje genu kodujacego podjed-
nostke P syntazy ATP [39]. Poziom mRNA ko-
dujacego podjednostke p syntazy ATP w komérkach
watroby nowonarodzonego oraz jednogodzinnego
szczura, potomka samicy z hipotyreozg, stanowi je-
dynie 25% poziomu rejestrowanego w hepatocytach
szczura urodzonego przez samice z eutyreozg [27].
Podanie zaraz po porodzie trijodotyroniny szczurowi
urodzonemu przez samice z hipotyreoza, powoduje
w ciggu pierwszej godziny zycia pozamacicznego
dwukrotny wzrost poziomu mRNA kodujacego pod-
jednostke P syntazy ATP. Jednocze$nie ze wzrostem
poziomu mRNA obserwuje sie wzrost ilosci biatka
podjednostki P syntazy ATP w mitochondriach hepa-
tocytow szczura. Wzrost ten prowadzi do osiggniecia
po godzinie od porodu (i iniekcji trijodotyroniny) po-
ziomu, jaki obserwowany jest w mitochondriach he-
patocytdw normalnie rozwijajacego sie szczura [27].
Prawidtowy poziom biatka przy poziomie mRNA
obnizonym o 50% sugeruje istnienie dodatkowego
mechanizmu kompensacyjnego. Mozliwe, Zze hor-
mon tarczycy wptywa na aktywnos$¢ biatka 3P°FBP i
tym samym reguluje wydajnos$¢ translacji mRNA ko-
dujacego podjednostke p syntazy ATP.

Wpityw hormonu tarczycy na biogeneze mito-
chondriow oraz na ich aktywno$¢ oddechowsg zalezy
od rodzaju badanej tkanki. Dowoddw na to dostar-
czajg badania Stevens i wsp. [40]. W sercach
zdrowych szczurdéw podczas pierwszych 56 dni zycia
obserwuje sie ok. 2,3-krotny wzrost aktywnosci
COX, przy czym najwieksze tempo wzrostu obser-
wuje sie podczas pierwszych dwoch dni zycia poza-
macicznego. Poziom aktywnosci COX w miesniu
szkieletowym pozostaje na niezmienionym pozio-
mie. U 56-dniowych szczuréw z hipotyreoza obser-
wuje sie 0 50% mniejszg aktywnos¢ COX w sercu w
pordwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi, natomiast
stan hipotyreozy nie wptywa na aktywno$é¢ COX w
miesniu szkieletowym.

235



Prawdopodobnie gtdwng funkcjg hormonu tarczy-
cy jest koordynacja grupy gendéw zwigzanych z ak-
tywnoscig metaboliczng mitochondriéw. Dlatego
wiasnie niedobdr hormonu tarczycy powoduje zmia-
ne ekspresji szeregu genéw prowadzgcg do zaburze-
nia roznicowania sie mitochondriéw oraz do zmiany
ich aktywnosci metabolicznej, zwitaszcza oddecho-
wej. Niedob6r hormonu tarczycy moze nawet prowa-
dzi¢ do zmian w tkankowo-specyficznej ekspresji
niektérych gendw. Jako przyktad mogg postuzy¢ izo-
formy COX VlaH, VlaL, VIIIH i VIIIL [41]. W ser-
cach ptodéw szczurow wystepujg gtéwnie izoformy
VlaL i VIIIL. Poziom mRNA kudujacy izoformy
VlaH i VIIIL jest bardzo niski lub niewykrywalny.
Po porodzie nastepuje zanik ekspresji izoform VlaL i
VIIIL i duzy wzrost ekspresji izoform VlaH i VIIIH.
Niedob6r hormonu tarczycy powoduje zaburzenie
mechanizmu prowadzacego do przetaczenia ekspre-
sji odpowiednich izofrom podjednostek COX VI i
VIIl. U 14-dniowego szczura z hipotyreozg poziom
izoform VIIIH i VlaL jest silnie zmniejszony w po-
rdbwnaniu z kontrolg, natomiast poziom izoform
VlaH i VIIIL pozostaje bez zmian. Prace Hood i
wsp. [42] wykazaty, ze niedobdr hormonu tarczycy
powoduje catkowite zniesienie skoordynowanej re-
gulacji ekspresji pozostatych podjednostek
wchodzacych w sktad oksydazy cytochromu c.

Proces ré6znicowania mitochondriow polega nie
tylko na wzroscie aktywnos$ci poszczeg6lnych kom-
plekséw tancucha oddechowego oraz syntazy ATP,
ale takze na zmianach dotyczgcych witasciwosci we-
wnetrznej btony mitochondrialnej. Almeida i
wsp. [35] wykazali, ze hormon tarczycy jest niezbed-
ny do zmniejszenia przepuszczalno$ci wewnetrznej
btony mitochondrialnej dla protondw. Tym samym
hormon tarczycy nie tylko zwieksza poziom fosfory-
lacji oksydacyjnej poprzez wptyw na poziom biatek
tancucha oddechowego, ale takze wptywa na wydaj-
nos¢ tego procesu. Almeida iwsp. [35] sugeruja,
ze hormon tarczycy indukuje fizyczne potaczenie
miedzy wewnetrzng i zewnetrzng btong mitochon-
drialng poprzez wzmocnienie ekspresji nieokres$lo-
nych biatek mitochondrialnych kodowanych jadro-
wo.

Waznym sktadnikiem wewnetrznej btony mito-
chondrialnej jest kadriolipina. Fosfolipid ten odgry-
wa bardzo wazng role w utrzymaniu prawidtowej ak-
tywnos$ci wielu waznych dla funkcjonowania mito-
chondriow enzymoéw takich, jak translokaza nukle-
otydoéw adeninowych [43], fosfokinaza kreatyniny
[44,45], mitochondrialny transporter anionéw fosfo-
ranowych [46] oraz | [47], 1l [47] i IV [48] kompleks
tancucha oddechowego. Aktywnos$¢ syntazy kardio-
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lipiny jest regulowana przez hormon tarczycy. Poda-
wanie szczurom hormonu tarczycy powoduje wzrost
aktywnosci syntazy kariolipiny [49] i zawartosci
kardiolipiny w wewnetrznej btonie mitochondrialnej
[50]. Wykazano, ze spadek aktywnosci oksydazy cy-
tochromu ¢ moze by¢ catkowicie zniesiony przez
podanie egzogennej kardiolipiny [51]. Obserwacje te
wskazuja, ze hormon tarczycy regulujgc sktad lipi-
dowy bton mitochondrialnych wptywa w sposéb po-
$redni na aktywnos$¢ wszystkich wazniejszych kom-
ponentéw odpowiedzialnych za aktywno$¢ odde-
chowg mitochondrow.

Oprocz stopnia zrdéznicowania mitochondriow
czynnikiem wptywajagcym na poziom fosforylacji
oksydacyjnej w komdrce jest liczba mitochondridw.
Badania przeprowadzone na szczurach urodzonych
przez samice z hipotyreozg, u ktérych podtrzymywa-
no ten stan do osiggniecia wieku dojrzatego, wyka-
zaly, ze obnizenie poziomu hormonu tarczycy powo-
duje zmniejszenie liczby mitochondriéw. Jednocze-
$nie wykazano, ze w hepatocytach 1, 5, 9, 21-dnio-
wych oraz dorostych szczuréw z obnizonym pozio-
mem hormonu tarczycy poziom mRNA kodujgcego
podjednostke syntazy ATP jest o okoto 50% mniej-
szy w pordwnaniu z kontrolg, podczas gdy ilos¢
biatka byta mniejsza co najwyzej o 30% [30]. U pra-
widtowo rozwijajgcych sie szczurow nastepuje stop-
niowy wzrost poziomu hormonu tarczycy az do
osiggniecia wieku dojrzatego. Ze zmianami poziomu
hormonu tarczycy skorelowane sg zmiany w pozio-
mie transkrypcji genu kodujgcego podjednostke P
syntazy ATP iwzrost liczby mitochondriéw w hepa-
tocytach szczura w trakcie rozwoju pozamacicznego.

IV-2. Regulacja ekspresji biatek mitochondrialnych
kodowanych jagdrowo

Aktywno$¢ biologiczna hormonu tarczycy reali-
zowana jest w gtdwnej mierze przez regulacje eks-
presji gendéw jadrowych. Proces ten odbywa sie za
posrednictwem wewnatrzkomérkowego receptora
hormonu tarczycy (TR) zlokalizowanego w jadrze.
Nalezy on do nadrodziny jadrowych receptoréw hor-
monow, aktywujacych transkrypcje po zwigzaniu li-
ganda (ang. the nuclear hormone receptor superfa-
mily of ligand-activated transcription factors) [52].

U ssakéw sa dwa geny kodujace TR: c-erbAa i
c-erbAp, ktére kodujg kilka izoform TR. Gen c-erb -
Aa koduje trzy izoformy (aj,a 2, 0@) powstajagce w
wyniku alternatywnego skitadania RNA. Jedynie
TRai moze wigza¢ hormon tarczycy i tym samym
tylko ta izoforma jest aktywna biologicznie. Gen
c-erbAp koduje dwie izoformy (TRPi i TRp2) zdolne
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do wiazania trijodotyroniny. Dotychczas nie wiado-
mo, jakie znaczenie funkcjonalne ma obecnos$¢ kilku
izoform jadrowego receptora hormonu tarczycy [38].
Receptor hormonu tarczycy reguluje ekspresje genu
przez zwigzanie sie ze specyficznymi sekwencjami
regulatorowymi DNA, okreslanymi jako sekwencje
warunkujgce odpowiedZ na hormon tarczycy (TRE)
[53], W wiekszosci przypadkéw TR funkcjonuje
jako heterodimer z receptorem kwasu retinowego

Tabela 2.

sg regulowane przez hormon tarczycy w sposob bez-
posredni. Drugi profil obejmuje geny, ktérych
wzrost ekspresji w ciggu pierwszych szesciu godzin
jest nieznaczny (geny odpowiedzi p6Znej). Ta grupa
genow jest prawdopodobnie regulowana przez hor-
mon tarczycy w sposéb posredni. Do grupy genéw
odpowiedzi wczesnej nalezg NRF-1 i PGC-1. Ich
produkty aktywujg nastepnie geny odpowiedzi p6z-
nej, np. mtTFA [12] i cytochromu ¢ [5]. Pomimo ze

Jadrowe geny kodujace biatka mitochondrialne regulowane przez hormon tarczycy w hepatocytach szczura oraz wzrost poziomu ich mRNA po poda-

niu szczurowi hormonu tarczycy. Dane pochodza z [29, 36, 53, 59],

Biatko

- cytochrom ¢

mcytochrom c1

-ANT2

- podjednostka (3syntazy ATP

- podjednostka syntazy ATP wigzaca

DCCD

- biatko Rieskego

- podjednostka Vic oksydazy
cytochromu ¢

- mtTFA

RXR. Receptor hormonu tarczycy moze wzmacniaé
lub wyciszaé ekspresje genu w zaleznos$ci od rodzaju
sekwencji, do ktorej wigze sie TR, a takze od biatek,
ktére sg z nim zwigzane. Oddziatywanie receptora
hormonu tarczycy z koaktywatorami prowadzi do
zroznicowanej i zaleznej od rodzaju tkanki ekspresji
genow bedacych pod kontrolg sekwencji TRE [53].

Hormon tarczycy reguluje ekspresje szeregu ge-
néw (Tab. 2). Wiedzy na ten temat dostarczyty bada-
nia, w ktérych u szczuréw wywotywano stan hipoty-
reozy, a nastepnie dokonywano iniekcji hormonu tar-
czycy. Wykazano, ze hormon tarczycy reguluje eks-
presje tylko niektorych genéw kodujacych biatka mi-
tochondrialne. Poza tym ws$rdd gendw, ktorych eks-
presja regulowana jest przez hormon tarczycy, ist-
niejg réznice dotyczace zar6wno stopnia aktywacji
ekspresji jak i czasu, po ktérym nastepuje wzrost
transkrypcji.

Weitzel i wsp. [19] badajgc wptyw hormonu
tarczycy na ekspresje genow jadrowych z zastosowa-
niem techniki chipéw DNA odkryli dwa rézne wzory
ekspresji genow. Pierwszy profil ekspresji obejmuje
geny, ktérych wzrost mRNA obserwuje sie juz po
szeSciu godzinach od podania hormonu tarczycy
szczurowi z niedoczynnos$cig tarczycy (geny odpo-
wiedzi wczesnej). Sa to prawdopodobnie geny, ktére
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W zrost poziomu mRNA
(czas od iniekcji [godziny])
5-10 (24-48h)

30-40 (12h)
5-10 (12-48h)
2-3 (1h)

3-4 (12h)
10 (12h)

2 (brak danych)
2 (brak danych)

geny te nie posiadajg sekwencji TRE w obszarze pro-
motorowym, sg regulowane przez hormon tarczycy.
Fakt, ze PGC-1jest koaktywatorem TR, wskazuje na
istnienie sprzezenia dodatniego pomiedzy PGC-1 a
TR. Prawdopodobnie mechanizm ten ma zapewni¢
szybka odpowiedz komorki na podwyzszony poziom
hormonu tarczycy.

Podanie trijodotyroniny zdrowemu szczurowi po-
woduje wzrost iloSci biatka Tom20 oraz mtHsp70
[54, 55], Biatka te odgrywaja kluczowg role w trans-
porcie biatek do mitochondridw. Zwtaszcza w przy-
padku mtHsp70 sugeruje sie, ze poziom tego biatka
odgrywa decydujaca role w regulacji importu biatek
do mitochondriéw. Dotychczas promotor szczurzego
genu mtHsp70 nie zostat poznany. Przypuszcza sie
jednak, ze hormon tarczycy reguluje transkrypcje
genu kodujgcego mtHsp70 [55].

1V-3. Regulacja ekspresji genomu mitochon-
drialnego

W mitochondriach szczurédw z hipotyreoza obser-
wuje sie nizszy poziom mitochondrialnego mRNA
(mt-mRNA), natomiast poziom mt-rRNA nie ulega
zmianie [36, 56]. Prowadzi to do zmniejszenia sie
stosunku mt-mRNA/mt-rRNA. Enriquez i wsp.
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[56] wykazali in vivo oraz in vitro, ze hormon tarczy-
cy dziatajac bezposrednio na mitochondria powodu-
je zmiany w oddziatywaniu biatek z mtDNA w obre-
bie miejsc rozpoczecia transkrypcji ITHi, ITh2, ITI a
takze w obrebie miejsca wigzania sie mitochondrial-
nego czynnika transkrypcyjnego A (mtTFA). Praw-
dopodobnie hormon tarczycy reguluje oddziatywa-
nie biatek macierzy mitochondrialnej z mtDNA za
posrednictwem mitochondrialnego receptora hormo-
nu tarczycy (p43). Biatko p43 powstaje w wyniku
translacji mMRNA kodujacego receptor TRai, ktéra
rozpoczyna sie od wewnetrznego kodonu AUG [57].
Analiza komputerowa pozwolita na znalezienie w
mtDNA czterech sekwencji podobnych do sekwencji
TRE. Dwie z nich, DR2 i RSV-T3RE, znajduja sie w
obrebie regionu regulatorowego mtDNA. Wykazano
réwniez, ze biatko p43 wiagze sie z tymi sekwencjami
[58].

Podanie trijodotyroniny szczurowi z niedoczyn-
noscig tarczycy powoduje 2-8 krotny wzrost pozio-
mu mitochondrialnego mMRNA (mt-mRNA) w ciaggu
1-3 dni. Wzrost poziomu mRNA poszczegdinych ge-
néw mitochondrialnych jest rézny. Prawdopodobnie
wynika to z réznej stabilnosci poszczegdlnych ro-
dzajow mt-mRNA [28]. Wykazano, ze wzrost pozio-
mu mt-mRNA spowodowany zostat wzrostem ak-
tywnosci transkrypcyjnej genomu mitochondrialne-
go, a nie zwiekszeniem stabilnosci poszczeg6lnych
rodzajow mitochondrialnego mRNA [57]. Wrecz
przeciwnie, wykazano, ze stabilno$¢ mt-mRNA w
mitochondriach hepatocytow szczura z eutyreozg
jest nizsza niz u szczura z hipotyreozg [57]. Dodanie
hormonu tarczycy do mitochondriéw wyizolowa-
nych z watroby szczura z hipotyreoza powoduje
przywrocenie w tych mitochondriach stosunku
mt-mRNA/mt-rRNA obserwowanego w mitochon-
driach hepatocytéw szczura z eutyreoza. Jednakze
nie wigze sie to ze wzrostem poziomu transkrypcji
[57].

Ze zgromadzonych danych doswiadczalnych
wytania sie obraz uproszczonego mechanizmu pro-
wadzgcego do wzrostu poziomu mt-mRNA w mito-
chondriach. Hormon tarczycy powoduje aktywacje
NRF-1. Ten aktywuje transkrypcje mtTFA, ktdry po-
woduje wzrost ekspresji genomu mitochondrialnego
prowadzacy do wzrostu poziomu mt-mRNA.

Artykut otrzymano 16 czerwca 2003
Zaakceptowano do druku 1 lipca 2004
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Struktura 1  funkcja
dynamino-podobnych

dynaminy

oraz biatek

Structure and function of dynamin and dynamin-like

proteins

JOLANTAWIEJAKZL ELZBIETAWYROBA?2

Spis tresci:

I. Wstep
Il. Budowa domenowa dynaminy
I1-. Domena GTP-azowa — motywy wigzace GTP
11-2. Domena $rodkowa
11-3. Domena plekstrynowa (PH)
11-4. Domena efektorowa (GED) ijej rola w oligomery-
zacji dynaminy
11-5. Domena PRD i jej oddziatywania z biatkami za-
wierajagcymi domeny SH3
I11. Regulacja GTP-azowej aktywnos$ci dynaminy
IV. Jak dziata dynamina — mechanoenzym czy GTP-aza
regulatorowa?
V. lzoformy dynamin ssaczych oraz ich rola w komdérce
VI. Biatka dynamino-podobne — ré6znorodnos¢ funkcji
VI-1. Od biatek drozdzowych do ludzkich
V1-2. Biatka roélinne
V1-3. Biatka Mx i hGBP o wtasnosciach antywirusowych
VIl.Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrotow: DOA — dominujgca neuropatia
wzrokowa; Dyni, Dyn2, Dyn 3 — nazwy biatek dynaminy;
GAP — biatko aktywujace GTP-aze (ang. GTP-ase activating
protein); GED — domena efektorowa; Grb — biatko wiazace
receptor czynnika wzrostu; PH — domena plekstrynowa;
ParD 1,ParD2, ADL, DLP1,Drp1, Mgm1,Vps1 VpsA, Dnm 1,
Mx, hGBPI, OPA — nazwy biatek dynamino-podobnych; PRD
— domena bogata w proline i argining; RME — endocytoza z
udziatem receptoréw; SH3 — domena homologiczna do biatka
Src (ang. Src homology 3); TGN — sie¢ aparatu Golgiego (ang.
trans-Golgi network).

1. Wstep

Dynamina zostata po raz pierwszy wyizolowana
w 1989 roku z ekstraktow mozgu cieleciajako biatko

‘Dr, 2prof. dr hab., Pracownia Fizjologii Btony Komérkowej,
Zaktad Biologii Komarki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa, tel. (22)
58 92 357, e-mail: e.wyroba@ nencki.gov.pl
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Il. Domain structure of dynamin
I1-1. GTP-ase domain — GTP-binding motifs
11-2. Middle domain
11-3. Pleckstrin homology domain (PH)
11-4. Effector domain (GED) and its function in dyna-
min oligomerization
11-5. PRD domain and its interaction with SH3 doma-
in-containing proteins
I11. Regulation of dynamin GTP-ase activity
IV. How does dynamin work — as a mechanoenzyme or re-
gulatory GTP-ase?
V. Isoforms of mammalian dynamins and their role in the
cell
VI. Dynamin-like proteins — diversity of functions
VI-1. From yeast to human proteins
V1-2. Plant proteins
V1-3. Mx and hGBP proteins displaying antiviral
activity
VI1l.Concluding remarks

zwigzane z mikrotubulami [1], natomiast w 1990
roku sklonowano i zsekwencjonowano pierwszy gen
dynaminy, ktory pochodzit z mézgu szczura [2].

Dynamina nalezy do nadrodziny duzych GTP-az o
masie 70-120 kDa zaangazowanych w procesy zale-
zne iniezalezne od klatryny, zwigzane z transportem
btonowym zaréwno na szlakach endocytotycznych,
jak i sekrecyjnych [3, 4].

Najlepiej poznanym procesem, w ktdrym uczest-
niczy dynamina, jest endocytoza z udziatem recepto-
réw (RME, ang. receptor-mediated endocytosis) za-
chodzaca za posrednictwem pecherzykdéw optasz-
czonych klatryng (Ryc. 1). Pierwsze doniesienia na
temat roli dynaminy w tym procesie pochodzg z ba-
dan na komdrkach ssakdéw ze zmutowanym genem
dynaminy. Zaobserwowano, ze komorki te nie sg
zdolne do internalizacji transferyny — klasycznego
Uganda RME [5, 6].

Wiele zwigzkéw dostaje sie do komoérek droga
RME, czyli na szlaku zaleznym od dynaminy. Nalezg
do nich miedzy innymi zwigzki odzywcze (zelazo —
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za posrednictwem receptora transferyny, cholesterol
— za posrednictwem receptora LDL), hormony (hor-
mon uwalniajacy tyreotroping), wirusy (grypy, ade-
nowirusy, Semlike F) i toksyny (dyfterytu) [7].

Dynamina odgrywa réwniez istotng role w sekwe-
stracji (endocytozie) receptoréw zwigzanej z proce-
sem ich desensytyzacji po zwigzaniu agonisty, co po-
woduje obnizenie odpowiedzi uktadu efektorowego
na bodziec [8]. Pierwsze obserwacje poczynili
Zhang iwsp. [9] analizujgc sekwestracje receptora
p2-adrenergicznego w komorkach HEK 293 i COS-7.
Stwierdzili oni, ze ekspresja genu zmutowanej formy
dynaminy (K44A), ktéra powoduje zahamowanie
RME, uniemozliwia rdwniez sekwestracje receptora
p2-adrenergicznego zwiazanego z agonista. Pdzniej-
sze badania wykazaty, ze w podobny sposéb interna-
lizowane sg receptory dopaminowe, glutaminiano-
we, opioidowe i bradykininowe [7, 10].

btona
komorkowa
dynamina
klatryna —
pecherzyk
optaszczony klatryng

— domene plekstrynowg (PH);

— domene efektorowa (GED);

— C-koncowa domene bogatg w proline i arginine
(PRD).

I1-1. Domena GTP-azowa — motywy wigzgce GTP

Domena GTP-azowa jest najbardziej konserwa-
tywnym regionem w czgsteczce dynaminy. W obre-
bie tej domeny, podobnie jak w innych biatkach z
nadrodziny GTP-az, zidentyfikowano trzy motywy
wigzagce GTP (GIl, G2, G3) oraz konserwatywng
reszte treoniny [18].

Motyw Gl (QSAGKSS) wigze fosforan nukleoty-
du. Motyw G2 (DLPG) zawiera dwie reszty amino-
kwasowe istotne dla prawidtowego funkcjonowania
dynaminy: asparaginian, ktéry odpowiada za wigza-
nie Mg2+oraz glicyne, ktérej azot z grupy amidowej

=
hydroliza GTP I

Ryc. 1. Udziat dynaminy w odcinaniu pecherzykdw optaszczonych klatryng [zmod. wg 46], Dynamina tworzy pierscienie i spirale wokot szyjki peche-
rzyka endocytotycznego. Hydroliza GTP wywotuje zmiang konformacyjng dynaminy powodujacg rozciggniecie si¢ spirali iodciecie pecherzy-

ka.

Najnowsze badania wskazujg, ze endocytoza
moze odgrywac istotng role w aktywacji szlakow sy-
gnalizacyjnych w komérce [11], W$réd ,,partneréw”
dynaminy, oprdcz biatek cytoszkieletowych i endo-
cytotycznych oraz lipidéw, znaleziono wiele czaste-
czek sygnalizacyjnych. Naleza do nich m.in. kinazy
biatkowe, kinazy fosfolipidéw, fosfolipaza C, biatko
Grb 2 (ang. growthfactor receptor bindingprotein 2)
i Src [3, 12].

W ciagu ostatnich kilku lat pojawiajg sie doniesie-
nia o coraz bardziej zréznicowanej roli dynaminy w
komérkach, m.in. w fagocytozie [13, 14], internali-
zacji kaweoli [4] i apoptozie [15].

Il. Budowa domenowa dynaminy

W czgsteczce dynaminy mozna wyrdzni¢ piec
gtownych domen (Ryc. 2A) [3, 16, 17]:
— N-kohcowg domene wigzaca GTP;

— domene $rodkowa;
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tworzy wigzanie wodorowe z y-fosforanem nukle-
otydu. Motyw G3 (TKLD) jest zaangazowany w
wigzanie nukleotydu za posrednictwem guaniny. Na-
tomiast stabilna ewolucyjnie treonina bierze udziat
w wigzaniu Mg2 w stanie zwigzanym z GTP. Jest
ona czescig wysoce konserwatywnego regionu
(LPRGKGIVTR), tzw. “znacznika rodziny dyna-
min” [19].

11-2. Domena $rodkowa

Domena $rodkowa jest najbardziej zmienna spo-
$réd wszystkich domen dynaminy. Wydaje sie, ze
jest ona zaangazowana w proces oligomeryzacji i
tworzenia struktur wyzszego rzedu [7]. W trakcie
wzajemnych oddziatywan pomiedzy trzema dome-
nami dynaminy: GED, $rodkowga i GTP-azowg dime-
ry dynaminy sg potgczone w ten sposdb, ze domena
Srodkowa jednego dimeru wigze sie z domeng GED
nastepnego (Ryc. 2A). Przesuwanie sie pierScieni
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spirali wywotuje zaciskanie pecherzyka endocyto-
tycznego ijego odciecie (Ryc. 2B) [20].

Nie wyklucza sie istotnej roli domeny $rodkowej
w nieznanychjeszcze interakcjach z innymi biatkami
niezbednymi do aktywnos$ci dynaminy [21].

A

|

B EFEOB

Domena
GTP-azowa

Domena py GED PRD
srodkowa

© @ ®

rililil fzia

Ryc. 2. Domeny dynaminy [zmod. wg. 3, 16] oraz wzajemne od-
dziatywania pomiedzy nimi [zmod. wg 20]. (A) Strzatki wska-
zuja na mozliwe interakcje domeny GED jednej czasteczki dy-
naminy odpowiednio z domeng GTP-azowg (1), srodkowg (2)
oraz GED (3) sasiadujacej czasteczki. (B) Oddziatywania te
umozliwiajg tworzenie faricucha z dimeréw dynaminy wokat
szyjki nowo powstajgcego pecherzyka endocytotycznego. PH
— domena plekstrynowa, GED — GTP-azowa domena efekto-
rowa, PRD — C-koricowa domena bogata w proling iarginine.

11-3. Domena plekstrynowa (PH)

Domene plekstrynowa (PH) wykryto juz w ponad
dziewiecédziesieciu biatkach, wyizolowanych z réz-
nych organizméw: od drozdzy poprzez Drosophila,
C. elegans az do kregowcow, co wskazuje na jej
wczesne pochodzenie oraz istotno$¢ w Swiecie euka-
riotycznym. Obejmuje ona region okoto 120 amino-
kwaséw i we wszystkich biatkach ma podobng struk-
ture trzeciorzedowa pomimo niskiej homologii na
poziomie sekwencji aminokwasowej [22].

Domena plekstrynowa dynaminy zaangazowana
jest w oddziatywanie z fosfoinozytolami (PIP2), kto-
rejest niezbedne do RME [23,24]. Istotngrolewtym
procesie odgrywa lizyna5®%. Wydaje sie, ze od-
dziatywanie to moze by¢ istotne w wigzaniu dynami-
ny z btong komérkowa [25].
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Nie wyklucza sie roli domeny PH w interakcjach z
biatkami, chociaz jedynym jak dotad przyktadem
jest podjednostka Py biatek G, ktéra hamuje aktyw-
no$¢ GTP-azowa dynaminy [26].

I1-4. Domena efektorowa (GED) ijej rola w
oligomeryzacji dynaminy

Domena GED (ang. GTP-ase effector domain) od-
powiedzialna jest za proces oligomeryzacji i tworze-
nia struktur wieloczasteczkowych dynaminy oraz za
stymulacjejej aktywnosci GTP-azowej [20,27-29].

W cytosolu dynamina wystepuje jako homotetra-
mer. Natomiast w tworzeniu struktur wyzszego rze-
du: pierScieni i spiral wokdt szyjki powstajgcego pe-
cherzyka biorg udziat dimery dynaminy [28].

Zdolno$¢ dynaminy do oligomeryzacji bez
udziatu dodatkowych biatek wskazuje, ze wszystkie
sktadniki niezbedne do utworzenia spirali wokot po-
wstajacego pecherzyka znajdujg sie w samej
czgsteczce dynaminy. Centralng role w tym procesie
odgrywa domena GED, a przede wszystkim reszta li-
zyny6¥, ktdra jest zaangazowana w oddziatywania
pomiedzy domenami GED dwdch sasiadujacych
czgsteczek dynaminy [30]. Domena GED moze row-
niez oddziatywaé z domenami GTP-azowg i $rod-
kowa (Ryc. 2), co stabilizuje spirale poprzez tworze-
nie potaczen pomiedzy pierscieniami dynaminy.
Wszystkie te oddziatywania odgrywajg istotng role
w procesie odcinania pecherzyka [20].

I1-5. Domena PRD ijej oddziatywanie z biatkami
zawierajagcymi domeny SH3

C-koncowa domena bogata w proline i arginine
(PRD), obejmujaca okoto stu reszt aminokwaso-
wych, obecna jest tylko w dynaminie oraz w dwdch
roslinnych biatkach dynamino-podobnych. Odpo-
wiedzialna jest za wigzanie biatek zawierajagcych do-
meny SH3 (ang. Src homology 3), ktére modulujg ak-
tywno$¢ GTP-azowg dynaminy oraz Kkieruja jg do
btony komérkowej in vivo (np. amfifizyna, endofili-
na) w trakcie tworzenia pecherzykdw optaszczonych
klatryna.

Endofilina, poza domeng SH3 na C-koricu bezpo-
$rednio oddziatujagca z dynaming, zawiera réwniez
domene N-koncowg o aktywnosci acylotransferazy
kwasu lizofosfatydowego, ktora katalizuje przenie-
sienie reszty nienasyconego kwasu arachidonowego
na kwas lizofosfatydowy (LPA) tworzac kwas fosfa-
tydowy (PA). Ta modyfikacja zmienia sktad lipido-
wy btony ijej geometrie (bo LPA tworzacy odwroco-
ny stozek zostaje zastgpiony PA — przyjmujacym
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forme stozka), co utatwia zakrzywienie dwuwarstwy
lipidowej umozliwiajgc wpuklenie btony i utworze-
nie pecherzyka [29, 31, 32].

Domena PRD moze by¢ rOwniez zaangazowana w
wigzanie dynaminy z anionowymi fosfolipidami i
stymulacje aktywnos$ci GTP-azowej zalezng od lipi-
déw. Z tego powodu biatka zawierajgce domene SH3
moga regulowaé dziatanie dynaminy. Stwierdzono,
ze biatka te wigzac sie z nigzwiekszajajej aktywno$¢
GTP-azowsg in vitro [33-35].

Powstawanie pecherzykéw endocytotycznych i
ich ruch w cytoplazmie wymaga wspotdziatania z cy-
toszkieletem aktynowym [36]. Do biatek istotnych w
dynamice aktynowej, z ktérymi oddziatuje dynamina
poprzez swojg domene PRD, nalezg miedzy innymi:
syndapina [37], kortaktyna [38] i Abpi [39] wigzace
sie za posrednictwem domeny SH3. Natomiast profi-
lina wigze sie z dynaming poprzez motyw ZPPX (Z =
prolina, glicyna, alanina, X = aminokwas hydrofobo-
wy) [40]. Ostatnio zidentyfikowano nowe biatko cy-
toszkieletowe — Tuba — ktore wystepuje w synap-
sach mézgowych i specyficznie wigze dynamine po-
przez swoje cztery N-koficowe domeny SH3 [41].

I11. Regulacja GTP-azowej aktywnosci
dynaminy

Aktywnos¢ GTP-azowa dynaminy jest stymulo-
wana przez rézne hioczasteczki, m. in. mikrotubule,
ujemnie natadowane fosfolipidy, Grb2. Oddziatywa-
nie z nimi prawdopodobnie przyczynia sie do oligo-
meryzacji dynaminy i tworzenia struktur wie-
loczasteczkowych [29].

Biochemiczne wiasnosci dynaminy, a mianowi-
cie: niskie powinowactwo do GTP, wysoka spoczyn-
kowa ibardzo wysoka stymulowana szybko$¢ hydro-
lizy GTP wyro6zniajg ja sposrdod innych cztonkow
nadrodziny GTP-az. Ponadto, szybko$¢ wigzania i
uwalniania nukleotydéw guaninowych jest duza,
dlatego hydroliza GTP jest etapem ograniczajgcym
cykl GTP-azowy dynaminy trwajacy 0.5-2 min w po-
rownaniu z 60 min dla biatek ras [42],

Aktywnos¢é GTP-azowa dynaminy jest regulowa-
na przez fosforylacje. W nienaruszonych synaptoso-
mach neuronalna dynamina 1 ulega fosforylacji
przez kinaze biatkowg C na reszcie seryny w dome-
nie PRD, co powoduje ponad 12-krotny wzrost ak-
tywnosci GTP-azowej, wzrost wigzania wapnia i
spadek wigzania fosfolipidéw [12, 43]. Defosforyla-
cja dynaminy 1 (przez kalcyneuryne) hamuje jej ak-
tywno$¢ GTP-azowa i skorelowana jest w czasie z
depolaryzacjg zakonczen nerwowych [35].
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Natomiast dynamina 2 ulega fosforylacji na resz-
cie tyrozyny37 — przeprowadzanej przez kinaze ty-
rozynowg c-Src — co wywotuje zmiane konforma-
cyjna indukujacg tworzenie struktur wieloczastecz-
kowych dynaminy. Stwierdzono, ze fosforylacja ta
jest niezbedna do endocytozy receptorow aktywowa-
nych przez ligandy, natomiast nie jest wymagana do
konstytutywnej endocytozy receptoréw recykli-
zujacych [12, 44].

IV. Jak dziata dynamina — mechanoenzym
czy GTP-aza regulatorowa?

Mechanizm dziatania dynaminy wzbudza kontro-
wersje: czy dynamina dziatajak mechanoenzym, czy
tez jak GTP-aza regulatorowa aktywujgca inne efek-
tory.

Zauwazono, ze dynamina wykazuje zdolno$¢ do
oligomeryzacji i samosktadania (ang. self-assem-
bly), co ponad 100-krotnie stymuluje jej aktywnosé
GTP-azowa. Pierwsze obserwacje dotyczace mecha-
nizmu dziatania dynaminy poczyniono badajac Dro-
sophila (wywilznie kartdwke), u ktorej ulega ekspre-
sji gen shibire — mutant dynaminy 1. U tego termo-
wrazliwego mutanta w podwyzszonej temperaturze
nastepuje odwracalne zahamowanie endocytozy, co
uniemozliwia ,recycling” bton itworzenie pecherzy-
kédw synaptycznych, powodujac przejsciowy paraliz
owadoéw. W zakoniczeniach nerwowych zaobserwo-
wano nagromadzenie optaszczonych  klatryng
zagiebien i nie w petni dojrzatych pecherzykow za-
wierajagcych struktury przypominajgce pierScienie
dynaminy [45]. Obserwacje te wykorzystano
tworzac model dziatania dynaminy jako enzymu me-
chanochemicznego (Ryc. 2).

Wedtug tej teorii dynamina (w stanie zwigzanym z
GDP) jest kierowana do miejsca, w ktérym powstaje
nowy optaszczony pecherzyk. Istotng role w tym
procesie odgrywaja domeny PH i PRD [33, 34]. Po
zwigzaniu GTP dochodzi do oligomeryzacji dynami-
ny, w wyniku ktorej jej dimery tgcza sie w tancuch
tworzac Scisle upakowane pierscienie i spirale wokét
szyjki pecherzyka [20,46]. W powstawaniu dimerdw
istotng role odgrywajg oddziatywania pomiedzy do-
menami GED sgsiadujacych czasteczek dynaminy.
Natomiast, aby dimery dynaminy mogly utworzy¢
tancuch, wymagane sg dodatkowe interakcje pomie-
dzy domeng GED jednej czasteczki dynaminy a do-
menami GTP-azowa i Srodkowa sasiedniej (Ryc. 2).

Proces zaciskania spirali dynaminy i odcinania
pecherzyka wcigz pozostaje niejasny. Sugeruje sie,
ze hydroliza GTP wywotuje zmiane konformacji dy-
naminy, ktéra prowadzi albo do jej zacisniecia sie
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wokdt szyjki nowo powstajgcego pecherzyka endo-
cytotycznego (ang. ,molecular garroC — moleku-
larna obrecz,), albo rozciggniecia skoku spirali (ang.
,.molecular spring” — molekularna sprezyna), co w
konsekwencji powoduje jego oderwanie sie od btony
komorkowej [3, 35, 42, 47].

Szczegbétowa analiza aktywnosci GTP-azowej dy-
naminy stymulowanej przez jej oligomeryzacje do-
prowadzita do odkrycia, ze dynamina ma wew-
netrzng zdolno$¢ do zwiekszania swojej aktywnosci
GTP-azowej: koduje wiasne biatko GAP (ang.
GTP-ase activatingprotein). Za te wiasciwos¢ odpo-
wiedzialna jest domena GED [27, 28]. Drugi model
sugeruje wiec funkcje dynaminy jako GTP-azy regu-
latorowej, ktéra ,wyselekcjonowuje” inne biatka
efektorowe do miejsc zachodzenia endocytozy [28,
30, 42].

Na podstawie doswiadczeh na liniach komorko-
wych HelLa, BHK i A431z zastosowaniem mutantow
dynaminy, zaréwno w domenie GED, jak i GTP-azo-
wej, stwierdzono, ze hydroliza GTP powoduje inak-
tywacje dynaminy ijej rozpad, co jest istotne dla pro-
cesu rozszczepienia btony. Z drugiej strony skutecz-
na oligomeryzacja dynaminy nie jest konieczna do
powstania pecherzyka. Mozliwe wiec, ze istniejg
inne biatka regulujgce cykl GTP-azowy dynaminy in
vivo [28, 30, 42].

Natomiast Marks i wsp. [48] wykazali, ze do
prawidtowej funkcji dynaminy w endocytozie nie-
zbednajest zaréwno hydroliza GTP, jak i zachodzaca
w jej wyniku zmiana konformacyjna.

V. lzoformy dynamin ssakow i ich rola
w komorce

U ssakow zidentyfikowano do tej pory trzy izofor-
my dynaminy, charakteryzujgce sie odmienng lokali-
zacjg oraz funkcja.

Dynamina 1 ulega najsilniejszej ekspresji w mo-
zgu, gdzie bierze udziat w ,recyclingu” pecherzy-
kéw synaptycznych [49]. Dynamina 2 jest obecna w
catym organizmie i odgrywa role w endocytozie za-
chodzacej za posrednictwem pecherzykéw optasz-
czonych klatryng zaréwno na btonie komdrkowej
[18], jak i w aparacie Golgiego [50, 51]. Ponadto
stwierdzono, ze dynamina 2 prawdopodobnie uczest-
niczy w procesie fagocytozy w makrofagach na eta-
pie ,rozciggania” btony woko6t fagocytowanej
czastki [13]. Najnowsze badania sugeruja role dyna-
miny 2 jako czasteczki bioracej udziat w przekazy-
waniu sygnatlu w odpowiedzi na bodzce transkryp-
cyjne i apoptotyczne [52].
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Dynamina 3, ktérej funkcja nie jest jeszcze
doktadnie poznana, zostata po raz pierwszy zidenty-
fikowana w jadrach szczura [53], gdzie prawdopo-
dobnie odgrywa istotng role w spermatogenezie [54].
Dalsze badania pokazaty, ze wystepuje ona réwniez
w sercu, ptucach oraz w mézgu [55], gdzie zlokalizo-
wana jest w ohszarze postsynaptycznym i moze od-
grywacé istotng role w morfogenezie kolcdw dendry-
tycznych [56]. Ostatnio zidentyfikowano specy-
ficzng dla mézgu izoforme dynaminy 3, ktérej ak-
tywnos$c¢ jest regulowana przez poziom hormonéw
tarczycy: zaobserwowano istotny wzrost poziomu
MRNA dla tej izoformy w hypotyroidyzmie. Uwaza
sie, ze odgrywa ona istotng role w synaptogenezie w
centralnym uktadzie nerwowym [57].

Wszystkie trzy geny kodujgce konwencjonalne
dynaminy (Dyni, Dyn2, Dyn3) ulegaja ekspresji w
mézgu, gdzie wykryto obecno$¢ ponad 27 r6znych
biatek dynaminowych powstajacych w wyniku alter-
natywnego ciecia i sktadania pierwotnych transkryp-
téw. Stwierdzono ponadto, ze Dyni i Dyn3 wyste-
pujaw odmiennych miejscach synapsy: Dyni przede
wszystkim w przedziale presynaptycznym, nato-
miast Dyn3 — w zakorczeniach kolcow dendrytycz-
nych. Sugeruje to, ze Dyn3 jest biatkiem postsynap-
tycznym i odgrywa role w morfogenezie oraz prze-
budowie kolcdw dendrytycznych [56].

Endocytotyczny szlak zalezny od dynaminy jest
wykorzystywany przez wiele wiruséw (np. Hantaan,
grypy) do inwazji komorek. Wirusy Hantaan
wywotujg niezwykle grozne choroby (goraczka
krwotoczna). W Chinach liczba zachorowan w latach
1950-1997 wynosita 1 256 431 (osiggajac 115 985
przypadkéw w 1985 roku), z czego 44 304 o0s6b
zmarto. W doswiadczeniach na komoérkach HelLa
udowodniono, ze wirus ten dostaje sie do komorek
szlakiem zaleznym od dynaminy i klatryny, ponie-
waz nadekspresja negatywnego mutanta dynaminy
(K44A) powodowata zahamowanie internalizacji
wirusa [58].

V1. Biatka dynamino-podobne — rézno-
rodnos$¢ funkcji

VI-1. Od biatek drozdzowych do ludzkich

U drozdzy znaleziono biatko dynamino-podobne
Vpsl (ang. vacuolar protein sorting) odgrywajace
istotng role w powstawaniu pecherzykéw optaszczo-
nych klatryng w obrebie TGN {ang. trans-Golgi
network) [58]. Homolog tego biatka (VpsA) wykryto
takze u grzyba z gatunku Asperillus nidulans [60].
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Ponadto u drozdzy zidentyfikowano dwa biatka:
Mgml i Dnmt, zaangazowane w utrzymanie pra-
widtowej morfologii mitochondriow [61-63]. U ssa-
kéw oraz C. elegans wykryto homolog drozdzowego
biatka Dnmt — Drpl (ang. dynamin-relatedprote-
in), ktére nie tylko wystepuje w mitochondriach
[62], ale prawdopodobnie bierze réwniez udziat w
transporcie pecherzykow sekrecyjnych z aparatu
Golgiego [64]. Innym biatkiem dynamino-podob-
nym zwigzanym rowniez z btonowym przedziatem
sekrecyjnym jest ssacze DLP1, ktore ulega ekspresji
w sposéb tkankowo-specyficzny i zawiera dwa re-
giony podlegajace alternatywnemu sktadaniu [65].

U czlowieka zidentyfikowano biatko dynami-
no-podobne — OPA1 (homolog drozdzowego biatka
Mgml), ktérego mutacje powodujg wystgpienie neu-
ropatii wzrokowej (DOA, ang. dominant optic
atrophy) u cztowieka. Jest to choroba dziedziczna
objawiajaca sie miedzy innymi stopniowym spad-
kiem ostro$ci widzenia prowadzacym az do catkowi-
tej utraty wzroku, spowodowanej degeneracjg komao-
rek zwojowych siatkowki (ich aksony tworzg nerw
wzrokowy). Do tej pory wykryto juz ponad 60 muta-
cji, z ktérych wiekszo$¢ wystepuje w domenie GTP-
azowej biatka OPA 1 [66]. OPAl odgrywa istotng
role w utrzymaniu prawidtowej struktury i morfolo-
gii mitochondriéow. Podobnie jak wiekszos$¢ biatek
dynamino-podobnych nie zawiera domeny PRD,
GED i PH, ma natomiast domene GTP-azowg oraz
okoto stu-aminokwasowg sekwencje sygnatowg od-
powiedzialng za mitochondrialng lokalizacje tego
biatka [66-67].

Ostatnio stwierdzono obecno$¢ dwéch biatek na-
lezacych do rodziny dynamin: ParDl (AY386320) i
ParD2 (AF351193) u jednokomdrkowego orzeska
Paramecium nalezagcego do najstarszych komdrek
eukariotycznych, gdyz pojawit sie okoto 1,5 miliarda
lat temu [68-69]. Sklonowane fragmenty gendéw
(1091 nukleotydéw) stanowiag fragment otwartej
ramki odczytu dla 363 aminokwaséw, ktéry obejmu-
je region kodujacy N-koricowa domene GTP-azowa
ze wszystkimi trzema motywami wigzagcymi GTP
(GI, G2 i G3), wykazujaca bardzo wysoki stopieh
homologii (78%) do dynamin ssakéw oraz domene
srodkowg. Sekwencje motywow G 1i G2 sgidentycz-
ne w obu izoformach dynaminy, odpowiednio:
'QSAGKSS7i 100DLPGI0 Natomiast trzeci motyw
jest odmienny: 10OTQLDI2w ParDI i 1@TKLD 12w
ParD2. Obecna jest rowniez stabilna ewolucyjnie
treonina2 bedaca czescig tzw. “znacznika rodziny
dynamin” (18.PRGKGIV!RZ27) [19].

Pierwszy sklonowany gen kodujgcy dynamine u
Paramecium (ParDZ) wykazuje najwyzszg homolo-
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gie do dynaminy 2 ssakéw, natomiast drugi (ParDI)
— do dynaminy 1 ssakéw. Sekwencje te wykazujg
90.1% identycznosci. Zidentyfikowano dwa immu-
noreaktywne polipeptydy o wielkosci -116 kDa i
-90 kDa reagujace ze specyficznym przeciwciatem
anty-peptydowym skierowanym wobec sklonowane-
go fragmentu domeny GTP-azowej dynaminy Para-
mecium [68, 71].

Wykazano tez, ze dynamina Paramecium odgry-
wa istotngrole w fagocytozie [68], desensytyzacji re-
ceptoréw btonowych [69] oraz endocytozie zaleznej
od receptorow: zlokalizowano jg na obrzezach nowo
tworzonych endosoméw zawierajgcych transferyne
[70-71],

V1-2. Biatka roslinne

Biatka dynamino-podobne wystepuja réwniez u
roslin. Fragmoplastyna, znaleziona w ziarnach soi,
bierze udziat w transporcie pecherzykéw z aparatu
Golgiego do miejsc powstawania $ciany komdrko-
wej podczas cytokinezy [72-74]. U Arabidopsis zi-
dentyfikowano juz co najmniej 6 biatek dynami-
no-podobnych (ADL, ang. Arabidopsis dyna-
min-Uke). ADL1 zlokalizowany jest w chloropla-
stach i bierze udziat w biogenezie bton tylakoidéw
[75-76]. Ostatnio wykryto dwie nowe izoformy tego
biatka: ADL1C i ADL1E, ktoére odgrywaja istotng
role w morfogenezie mitochondriéw [77]. Podobng
funkcje spetniajg dwie izoformy biatka ADL2:
ADLZ2a i ADL2b, ktére wykazujg 76.7% identyczno-
§ci i sg zaangazowane w podziat mitochondridéw
[78]. ADL3 wykazuje niski stopien homologii do in-
nych roslinnych biatek dynamino-podobnych oraz
podobnie jak dynamina ssakéw, zawiera domene
plekstrynowag, lecz funkcja tego biatka nie jest jesz-
cze znana [79]. ADLG6 jest pierwszym roslinnym
przedstawicielem tej duzej nadrodziny zaangazowa-
nym w transport pecherzykéw optaszczonych kla-
tryng z aparatu Golgiego. Stwierdzono, ze zawiera
ono domene plekstrynowg oraz motyw bogaty w pro-
line na C-koncu [80], ajego aktywno$¢ GTP-azowa
jest regulowana przez wigzanie kwasnych fosfolipi-
déw i biatek zawierajagcych domene SH3 [81-82].

VI-3. Biatka Mx i hGBP o wtasnosciach anty-
wirusowych

Niektore biatka dynamino-podobne majg aktyw-
no$¢ antywirusowg i powoduja zablokowanie repli-
kacji wiruséw lub tez hamuja proces ich wnikania do
komoérek.

245



Jest to miedzy innymi rodzina biatek Mx, odpo-
wiedzialnych za odporno$¢ na infekcje wirusowe,
ktorych synteza indukowana jest przez interferon
[67, 83]. Podobnie jak inne biatka dynamino-podob-
ne, zawierajg one domene GTP-azowg oraz zmienny
C-koniec, ktéry okresla ich funkcje i lokalizacje, np.
mysie biatko MxIl zlokalizowane jest w jadrze ko-
moérkowym, gdzie wpltywa na transkrypcje RNA
[84], podczas gdy ludzkie biatko MxA wystepuje w
cytoplazmie i zaangazowane jest prawdopodobnie w
hamowanie transportu wiruséw do jadra komorko-
wego [85].

Biatka Mx maja zdolno$¢ do oligomeryzacji. Re-
gionem odpowiedzialnym za ten proces okazat sie
obszar pomiedzy pierwszym a drugim motywem
wigzacym GTP w N-koricowej domenie GTP-azowej
[86] oraz motyw ,,palca cynkowego” w C-koncowej
czesci biatka, ktory funkcjonalnie odpowiada dome-
nie GED dynaminy [87] oraz oddziatuje z nukle-
okapsydami wirusowymi [85, 88]. Wykrywanie in-
fekcji wirusowej przez biatka Mx polega na rozpo-
znawaniu nukleokapsydéw. Przypuszcza sie, ze
biatka MxA owijajac sie wokot nich uniemozliwiajg
ekspozycje sekwencji lokalizacji jadrowej. Inny pro-
ponowany mechanizm dziatania MxA polega na tym,
ze nukleokapsydy sg wychwytywane i kierowane do
innych (niz docelowe) miejsc w komdrce, gdzie sg
unieruchamiane, a nastepnie degradowane. Wykaza-
no to w przypadku wirusa La Crosse (LACV), ktére-
go nukleokapsydy ulegty przemieszczeniu z miejsc
replikacyjnych w okolicy aparatu Golgiego do ob-
szaru perinuklearnego. Uniemozliwia to transkryp-
cje genomu wirusowego [89].

Innym biatkiem o dziataniu antywirusowym jest
hGBPI (ang. human guanylate-binding protein 1).
Jest to réwniez pierwsze biatko z nadrodziny GTP-az
0 znanej strukturze atomowej, poznanej z uzyciem
krystalografii rentgenowskiej [90]. Sktada sie ono z
dwoch gtéwnych domen: globularnej domeny
wigzgcej GTP oraz wydtuzonej domeny o strukturze
a-helisy. Unikalngcechabiatka hGBPI jest zdolnosé
do przemiany GTP w GMP [91]. Wykryto réwniez
dwa inne biatka z tej grupy: hGBP2 i hGBP3.
Wszystkie one nie zawierajg trzeciego motywu
wigzgcego GTP w domenie GTP-azowej [92]. Wyda-
je sie, ze ich dziatanie polega na zahamowaniu repli-
kacji wirusa (np. zapalenia jamy ustnej) [93].

VIIl. Uwagi koncowe

Dynamina i biatka dynamino-podobne sg obiek-
tem intensywnych badan ze wzgledu na réznorodne
funkcje, jakie odgrywajg w wielu procesach istot-
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nych dla zycia komorki i catego organizmu. Szcze-
gblne zainteresowanie badaczy skupia sie na poszu-
kiwaniu mutacji w kodujacych je genach, ktore sa
podtozem dziedzicznych chor6b cztowieka.

Wyniki badan z ostatnich kilku lat przyniosty
wiele zaskakujacych informacji zar6wno na te-
mat udziatu szlaku zaleznego od dynaminy we
wnikaniu wiruséw do komorek ssakéw, jak i o
antywirusowym dziataniu niektorych biatek dy-
namino-podobnych, ktére hamuja replikacje wi-
rusow.

Artykut otrzymano 5 kwietnia 2004
Zaakceptowano do druku 19 lipca 2004

PiSmiennictwo

1 Shpetner HS, Vallee RB (1989) Celi 59: 421-432

2. Obar RA, Collins CA, Hammarback JA, Shpet-
ner HS, Vallee RB (1990) Nature 347: 256-261

3. McNiven MA, Cao H, Pitts KR, Yoon Y (2000)
Trends Blochem Sei 25: 115-20

4. Oh P, Mclntossh P, Schnitzer JE (1998) J Cell Biol
141: 101-114

5. Herskovits JS, Burgess CC, Obar RA, Vallee RB
(1993) J Celi Biol 122: 565-578

6. Damke H, Baba T, Warnock DE, Schmid SL (1994)
J Celi Biol 127: 915-934

7. HinshawJE (2000) Annu Rev Cell Dev Biol 16: 483-519

8. Zhang J, Ferguson SS, Barak LS, Aber MJ, Giros
B, Lefkowitz RJ, Caron MG (1997) Receptors Channels
5. 193-199

9. Zhang J, Ferguson SS, Barak LS, Menard L, Ca-
ron MG (1996) J Biol Chem 271: 18302-18305

10.Carroll RC, Beattie EC, Xia H, Luscher C, Alt-
schuler Y, Nicoll RA, Malenka RC, von Zastrow
M (1999) Proc Natl Acad Sei USA 96: 14112-14117

11.McPherson PS, Kay BK, Hussain NK (2001) Traffic
2: 375-384

12.Ahn S, Kim J, Lucaveche CL, Reedy MC, Lut-
trell LM, Lefkowitz RJ, Daaka Y (2002)J Biol Chem
277: 26642-26651

13.Gold ES, Underhill DM, Morrissette NS, Guo J,
McNiven MA, Aderem A (1999) J Exp Med 190:
1849-1856

14. Tse SM, Furuya W, Gold E, Schreiber AD, San-
dvig K, Inman RD, Grinstein S (2003)J Biol Chem 278:
3331-3338

15.Frank S, Gaume B, Bergmann-Lcitner ES, Leit-
ner WW, Robert EG, Catez F, Smith CL, Youle
RJ (2001) Dev Cell 1: 515-525

16. Ke 1y RB (1999) Nat Cell Biol 1: E8-E9

17.Muhlberg AB, Schmid SL (2000) Methods 20: 475-483

18. Van der Bliek AM (1999) Trends Cell Biol 9: 96-102

19.Niemann HH, Knetsch ML, Scherer A, Manstein
DJ, Kuli FJ (2001) EMBO 320: 5813-5821

20. Smirnova E, Shurland DL, Newman-Smith ED,
Pishvaee B, van der Blick AM (1999)J Biol Chem 274:
14942-14947

21.Granta D, Unadkatb S, Katzenc A, Krishnanb
KS, Ramaswamia M (1998) Genetics 149: 1019-1030

22. Shaw G (1996) Bioessays 18: 35-46

23.Jost M, Simpson F, Kavran JM, Lemmon MA,
Schmid SL (1998) Curr Biol 8: 1399-1402

24. Vail is Y, Wigge P, Marks B, Evans PR, McMa-
hon HT (1999) Curr Biol 9: 257-260

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004



25.

26.
27.

28.

29.

30.

3L
32.

33.

34.

35.
36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Achiriloaie M, Barytko B, Albanesi JP (1999) Mol
Cell Biol 19: 1410-1415

Lin HC, Gilman AG (1996)JBiolChem 271:27979-27982
Mihlberg AB, Warnock DE, Schmid SL (1997)
EMBOJ16: 6676-6683

Sever S, Muhlberg AB, Schmid SL (1999)Nature398:
481-486

Binns DD, Helms MK, Barytko B, Davis CT, Ja-
meson DM, Albanesi JP, Eccleston JF (2000) Bio-
chemistry 39: 7188-7196

Sever S, Damke H, Schmid SL (2000)J Cell Biol 150:
1137-1148

Scales SJ, Scheller RH (1999) Nature 401: 123-124
Reutens AT, Begley CG (2002) IntJ Biochem Cell Biol 34:
1173-1177

Okamoto PM, Herskovits JS, Vallce RB (1997)7
Biol Chem 272: 11629-11635

Shpctner HS, Herskovits JS, Vallee RB (1996)7
Biol Chem 271: 13-16

Sweitzer SM, Hinshaw JE (1998) Cell 93: 1021-1029
Orth JD, Krueger EW, Cao H, McNiven MA (2002)
Proc Natl Acad Sei USA 99: 167-172

QualmannB, Kelly RB (2000) 7 CellBiol 148: 1047-1062
Cao H, Orth JD, Chen J, Weller SG, Heuser JE,
McNiven MA (2003) Mol Cell Biol 23: 2162-2170

Olazabal IM, Machesky LM (2001) 7 Cell Biol 154:
679-682
Witke W, Podtelejnikov AV, Di Nardo A, Su-

therland JD, Gurniak CB, Dotti C, Mann M (1998)
EMBOJ 17: 967-976

Salazar MA, Kwiatkowski AV, Pellegrini L, Ce-
stra G, Butler MH, Rossman KL, Serna DM, Son-
dek J, Gertler FB, De Camilli P (2003) 7 Biol Chem
278: 49031-49043

SeverS, Damke H, Schmid SL (2000) Trafficl: 385-392
Robinson PJ, Sontag JM, Liu JP, Fykse EM, SI-
aughter C, McMahon H, Sudhof TC (1993) Nature
365:163-166

Ahn S, Maudsley S, Luttrell LM, Lefkowitz RJ,
Da aka Y (1999) 7 Biol Chem 274: 1185-1188

Song BD, Schmid SL (2003) Biochemistry 42: 1369-1376
Stowe 1 MH, Marks B, Wigge P, McMahon HT
(1999) Nat Cell Biol 1: 27-32

McNiven MA (1998) Cell 94: 151-154

Marks B, Stowell MH, Vallis Y, Mills IG, Gib-
son A, Hopkins CR, McMahon HT (2001) Nature 410:
231-235

De Camilli P, Takei
Opin Neurobiol 5: 559-565
Jones SM, Howell KE, Henley JR, Cao H, Mc-
Niven M A (1998) Science 279: 573-577
Cao H, Thompson HM, Krueger
MA (2000) 7 Cell Sei 113: 1993-2002
Fish KN, Schmid SL, Damke H (2000) 7 Cell Biol 150:
145-154

Nakata T, Takemura R, Hirokawa N (1993) 7 Cell Sei
105: 1-5

Kamitani A, Yamada H, Kinuta M, Watanabe M,
Li SA, Matsukawa T, McNiven M, Kumon H, Ta-
ke i K (2002) Biochem Biophys Res Commun 294: 261-267
Cook T, Mesa K, Urrutia R (1996) 7 Neurochem 67:
927-931

Gray NW, Fourgeaud L, Huang B, Chen J, Cao H,
Oswald BJ, Hemar A, McNiven MA (2003) Curr Biol
13: 510-515

Arnold AM, Anderson GW, Mclver B, Eberhardt
N L (2003) IntJ Dev Neurosci 21: 267-275

K, McPherson PS (1995) Curr

EW, McNiven

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004

58.

59.

60.

61.

62.

63.
64.

65.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Jin M, Park J, Lee S, Park B, Shin J, Song KJ,
Ahn TI, Hwang SY, Ahn BY, Ahn K (2002) Virology
294: 60-69

Bensen ES, Costaguta G, Payne GS (2000) Genetics
154: 83-97

Tarutani Y, Ohsumi K, Arioka M, Nakajima H,
Ki tamo to K (2001) Gene 268: 23-30

Gammie AE, Kurihara LJ, ValleeRB, Rose MD
(1995) 7 Cell Biol 130: 553-566

Otsuga D, Keegan BR, Brisch E, Thatcher JW,
Hermann GJ, Bleazard W, Shaw JM (1998)7 Cell Biol
143: 333-349

Shepard KA, Yaffe MP (1999) 7 Cell Biol 144: 711-720
Imoto M, Tachibana I, Urrutia R (1998) 7 Cell Sci 111:
1341-1349

Yoon Y, Pitts KR, Dahan S, McNiven MA (1998)7
Cell Biol 140: 779-793

.Delettre C, Lenaers G, Pelloquin L, Belenguer

P, Hamel CP (2002) Mol Genet Metab 75: 97-107
Kierczak M, Surmacz L, Wiejak J, Wyroba E
(2003) Post Hig Med Dosw 57: 727-737

Wiejak J, Surmacz L, Wyroba E (2003)Eur7 Protistol
39: 416-422

Wiejak J, Surmacz L, Wyroba E (2004)J Exp Biol 207:
1625-1632

Surmacz L, Wiejak J, Wyroba E (2003) Biol Cell 95:
69-74

Wiejak J, Surmacz L, Wyroba E (2004) Biochem Cell
Biol 82: 547-558

Gu X, Verma DP (1996) EMBOJ 15: 695-704

Gu X, Verma DP (1997) Plant Cell 9: 157-169

Zhang Z, Hong Z, Verma DP (2000) 7 Biol Chem 275:
8779-8784

Park JM, Kang SG, Pih KT, Jang HJ, Piao HL et
al. (1997) Plant Physiol 115: 763-771

Park JM, Cho JH, Kang SG, Jang HJ,
al. (1998) EMBOJ 17: 859-867

Jin JB, Bae H, Kim SJ, Jin YH, Goh CH, Kim DH,
Lee YJ, Tse YC, Jiang L, Hwang | (2003) Plant Cell 15:
2357-2369

Arimura S, Aida GP, Fujimoto M, Nakazono M,
Tsutsumi N (2004) Plant Cell Physiol 45: 236-242

Mikami K, luchi S, Yamaguchi-Shinozaki K,
Shinozaki K (2000) J Exp Bot 51: 317-318

Jin JB, Kim YA, Kim SJ, Lee SH, Kim DH, Che-
ong GW, Hwang | (2001) Plant Cell 13: 1511-1526

Lam BC, Sage TL, Bianchi F, Blumwald E (2002)
PlantJ 31: 565-576

Lee SH, Jin JB, Song J, Min MK, Park DS, Kim
YW, Hwang | (2002) 7 Biol Chem 277:31842-31849

Pih KT et

.Pavlovic J, Schroder A, Blank A, Pitossi F, Sta-

eheli P (1993) Ciba Found Symp 176: 233-243

Krug RM, Shaw M, Broni B, Shapiro G, Haller O
(1985) 7 Virol 56: 201-206

Kochs G, Haller O (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:
2082-2086

Nakayama M, Yazaki K, Kusano A, Nagata K,
Hanai N, Ishihama A (\993)JBiol Chem 268: 15033-15038
Schwemmle M, Richter MF, Herrmann C, Nas-
sar N, Staeheli P (1995)7Biol Chem 270: 13518-13523
Flohr F, Schneider-Schaulics S, Haller O,
Kochs G (1999) FEBS Lett 463: 24-28

Ha Ller O, Kochs G (2002) Traffic3: 710-717

Prakash B, Praefcke GJ, Renault L, Wittingho-
fer A, Herrmann C (2000) Nature 403: 567-571
Praefcke GJ, Geyer M, Schwemmle M, Kalbit-
zer RH, Herrmann C (1999) J Mol Biol 292: 321-332
Luan Z, Zhang Y, Liu A, Man Y, Cheng L, Hu G
(2002) FEBSLett 530: 233-238

Anderson SL, Carton JM, Lou J, Xing L, Rubin
BY (1999) Virology 256: 8-14

247



Uktad fibrynolityczny w rozwoju miazdzycy

Fibrinolytic system in atherogenesis
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Wykaz stosowanych skrétéw: a2-AP — a2antyplazmina;
ECM — macierz zewngtrzkomdérkowa; FDP — produkty degra-
dacji fibryny (fibrynogenu); 1L-1 — interleukina 1, MMPs —
metaloproteazy macierzy zewnatrzkomérkowej; LBS — miej-
sca wigzace lizyng; MT-MMPs metaloproteazy btonowe; PAI-1,
PAI-2 — inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 1, 2; Plg —
plazminogen; TAFI — inhibitor fibrynolizy wrazliwy na trom-
bine; TIMPs — tkankowe inhibitory metaloproteaz; TNF-a —
czynnik martwicy nowotwordw; t-PA — aktywator plazminoge-
nu typu tkankowego; sct-PA — jednotaficuchowa forma t-PA;
tct-PA — dwutancuchowa forma t-PA; u-PA — aktywator pla-
zminogenu typu urokinazowego; u-PAR receptor aktywatora
plazminogenu typu urokinazowego.

I. Wprowadzenie

Odpowiedzig organizmu na uszkodzenie S$ciany
naczynia krwionosnego jest inicjacja procesu krzep-
niecia krwi prowadzaca do przeksztatcenia rozpusz-
czalnego fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne
(wtoknik). Powstajacy skrzep hamuje krwawienie, a
po spetnieniu swojej roli jest uptynniany na drodze
fibrynolizy. R6wnowaga pomiedzy procesami krzep-
niecia i fibrynolizy umozliwia utrzymanie ptynnosci
krwi. Uktad fibrynolityczny skiada sie z czterech
gtéwnych elementéw: aktywatoréw plazminogenu,
inhibitorow aktywatoréw plazminogenu, plazmino-
genu iinhibitoréw plazminy ijest zaangazowany nie

'Mgr, Ar, Katedra Biochemii Ogdélnej, Uniwersytet £ 6dzki, ul.
Banacha 12/16, 90-237 L 6dz, tel./fax (042) 635-44-84, e-mail:
joannak@ biol.uni.lodz.pl.
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tylko w usuwanie skrzepliny, ale takze w przebudo-
we tkanek, angiogeneze i gojenie ran. Uczestniczy
réwniez w procesach patologicznych, m.in. w pato-
genezie niedokrwienia mig$nia sercowego, powsta-
waniu tetniakéw, progresji zmian nowotworowych,
a takze w rozwoju miazdzycy.

Podczas rozwoju zmian miazdzycowych, za-
chodzacych przy udziale metaloproteaz macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. Matrix metalloproteina-
ses, MMPs), dochodzi do degradacji macierzy
zewnatrzkomérkowej (ang. Extracellular matrix,
ECM), migracji komoérek i przebudowy tkanek. W
aktywacji metaloproteaz uczestniczy ukitad fibryno-
lityczny. Wskazuje to na duze znaczenie uktadu fi-
brynolitycznego w progresji zmian miazdzycowych,
nie tylko poprzez bezposrednie dziatanie na po-
wstajacg skrzepline.

1. Ukitad fibrynolityczny

Charakterystyke sktadnikow uktadu fibrynoli-
tycznego podano w tabeli I, a schemat aktywacji tego
uktadu na rycinie 1

Do gtéwnych aktywatoréw plazminogenu nalezg
aktywator plazminogenu typu tkankowego (t-PA,
ang. tissue — type plasminogen activator) oraz akty-
wator plazminogenu typu urokinazowego (u-PA,
ang. urokinase — type plasminogen activator). W
wyniku dziatania aktywatoréw nieaktywny plazmi-
nogen jest przeksztatcany w aktywng plazmine. Do
inhibitoré6w aktywatoréw plazminogenu zaliczane
sg: inhibitor typu 1 (PAI-1, ang. plasminogen activa-
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tor inhibitor— 1) oraz inhibitor typu 2 (PAI-2, ang.
plasminogen activator inhibitor — 2). Hamowania
aktywnej plazminy dokonuje gtdwnie aZ2-antyplaz-
mina (a2-AP).

Plazminogen (Pig) jest jednotancuchowym zymo-

Tabela 1.

krwionosnego moze wystepowa¢ w formie jed-
notafncuchowej (sct-PA, ang. single chain tissue pla-
sminogen activator) lub dwutafcuchowej (tct-PA,
ang. two chain tissue plasminogen activator) [3]. Ak-
tywacji fibrynolizy wewnatrznaczyniowej dokonuje

Woybrane wartosci charakteryzujace sktadniki uktadu fibrynolitycznego [wg. 1,31, zmienione].

Masa Stezenie w
Liczba reszt Miejsce
Biatko czasteczkowa 0soczu
aminokwasowych reaktywne/katalityczne
(kDa) (mg/l)
Plazminogen 92 791 proenzym 200,0
Plazm ina 85 715 His603, Asp646, Ser741
t-PA 68 527 His322, Asp371, Ser478 0,005
u-PA 54 411 His204, Asp255, Ser356 0,008
u-PAR 55-60 313 biatko receptorowe
(%-antyplazmina 67 464 Arg376-Met377 70,0
PAl-1 52 379 Arg346-Met347 0,05
PAI-2 47 393 Arg358-Thr359 <0,005
genem, ktory na skutek rozerwania wigzania gtownie t-PA. Aktywator plazminogenu typu uroki-

Arg561/Val562 przechodzi w dwutanicuchowg ak-
tywng forme — plazmine (PIm), nalezacg do proteaz
serynowych. W czasteczce plazminogenu wyréznia
sie 7 domen: peptyd aktywacyjny, domene prote-
azowaoraz 5 tzw. struktur kringlowych, ktdre zawie-
rajg miejsca wigzace lizyne (LBS, ang. lysine bin-
ding sites). Za ich posrednictwem plazminogen
wigze sie z powierzchnig widknika i oddziatuje z ak-
tywatorami badz inhibitorami fibrynolizy oraz re-
ceptorami komoérkowymi [1]. N-kohAcowy fragment
natywnej czasteczki plazminogenu (Glu-plazmino-
genu) stanowi peptyd aktywacyjny usuwany w wyni-
ku hydrolizy wigzania Lys77/Val78, a powstajgca w
ten sposéb czasteczka Lys-plazminogenu jest bar-
dziej wrazliwa na dziatanie aktywatoréw [2].

I1-1. Aktywatory plazminogenu

Aktywator plazminogenu typu tkankowego (t-PA)
pochodzacy gtéwnie z komorek srodbtonka naczynia

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004

nazowego aktywuje ten zymogen w przestrzeniach
pozanaczyniowych.

I11-2. Inhibitory fibrynolizy

Dziatanie aktywatoroéw plazminogenu i plazminy
jest hamowane odpowiednio przez inhibitory PA-1,
PAI-2 oraz przez a2-antyplazmine. Nalezg one do in-
hibitoréw proteaz serynowych (SERPINs, ang. seri-
ne proteinase inhibitors). Inhibitory te zawierajg se-
kwencje aminokwasowg rozpoznawang przez miej-
sca wigzace odpowiednich proteaz jako substrat.
Prowadzi to do powstania kowalencyjnego komplek-
su enzym-inhibitor i zahamowania aktywnosci pro-
teolitycznej enzymu [4].

PAI-1 jest syntetyzowany w komodrkach
Srodbtonka, komorkach miesni gtadkich $ciany na-
czynia i w komorkach watroby. Jest on gtéwnym fi-
zjologicznym inhibitorem aktywatorow: t-PA i u-PA
[5, 6]. Jednym z najczestszych zaburzen funkcji
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uktadu fibrynolitycznego jest zwiekszone stezenie
inhibitora PAI-1 przy jednoczesnym niedoborze
t-PA. W osoczu kobiet ciezarnych pojawia sie inhibi-
tor aktywatorow plazminogenu typu 2 (PAI-2), ktory
syntetyzowany jest gtéwnie przez monocyty [7].
Gtownym osoczowym inhibitorem plazminy jest
a 2-antyplazmina [8, 9].

Trombina odgrywa kluczowg role w procesie
krzepniecia przeksztatcajgc fibrynogen w fibryne
(wtoknik). Aktywuje ponadto prometaloproteaze 2
(proMMP-2) [10] i wptywa hamujgco na fibrynolize
dokonujac aktywacji inhibitora fibrynolizy wrazli-
wego na trombine (TAFI, ang. thrombin-activatable

Plazminogen

fibrynogen ProMMP— » MMP
fibryna /
TIMP
y

FDP
Degradacja
Kiajalr

O-aktywator ECM
- inhibitor

Ryc. 1. Ukiad fibrynolityczny. Plazminogen jest aktywowany do pla-
zminy przez aktywatory: t-PA i u-PA. Inhibicja aktywnosci fi-
brynolitycznej moze zachodzi¢ na dwéch poziomach: hamowa-
nia aktywacji plazminogenu (PAI-1, PAI-2) lub hamowania ak-
tywnosci plazminy (a2antyplazmina). Plazmina aktywuje pro-
metaloproteazy, ktérych aktywnosc¢ jest regulowana przy udzia-
le tkankowych inhibitorébw mctaloproteaz (TIMPs). W osoczu
pod wptywem plazminy dochodzi do degradacji fibrynogenu
oraz fibryny i powstania produktéw degradacji fibrynogenu/fi-
bryny (FDP).

fibrynotysis inhibitor). Dziata on poprzez usuwanie
reszt lizylowych z C-koncowych czesci tancuchéw
polipeptydowych degradowanej fibryny [11]. Pla-
zmina zwigzana z resztami lizylowymi jest chronio-
na przed inaktywacjg przez a 2-antyplazmine. TAFI
eliminuje reszty lizylowe, uniemozliwia przytgcze-
nie plazminy do widknika i w ten sposéb ogranicza
fibrynolize [12].
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I1l. Metaloproteazy macierzy zewnatrz-
komorkowej

Metaloproteazy macierzy zewngtrzkomérkowej
sg endopeptydazami zaleznymi od cynku. Dokonuja
one degradacji biatek macierzy zewngtrzkomérko-
wej [13, 14]. Umozliwia to przebudowe tkanek i za-
chodzi zaré6wno w procesach fizjologicznych, jak i
niektérych stanach chorobowych [15, 16].

W budowie metaloproteaz wyré6znia sie trzy cha-
rakterystyczne domeny: domene sygnatowa (17-29
aa), domene propeptydowa (78-87 aa) i domene kata-
lityczng (ok. 170 aa), ktéra zawierajony cynku ijony
wapnia [15, 17] (Ryc. 2). Domena propeptydowg za-
wiera konserwatywng sekwencje PRCG(V/N)PD, a
obecna w niej cysteina, poprzez oddziatywanie z ato-
mem cynku z domeny katalitycznej, utrzymuje meta-
loproteazy w formie nieaktywnej [18]. Do aktywacji
dochodzi po usunieciu domeny propeptydowej [19,
20]. Dotychczas zidentyfikowano 23 metaloprote-
azy. Na podstawie réznic w ich budowie (obecnos¢
dodatkowych domen) oraz rodzaju substratéw, na
ktore dziatajg, podzielono je na 5 klas: kolagenazy,
zelatynazy, stromielizyny, metaloproteazy btonowe
(MT-MMPs, ang. membrane-type matrix metallopro-
teinases) i matrylizyny [21]. Metaloproteazy sg syn-
tetyzowane przez fibroblasty, komdrki miesni gtad-
kich i komorki $rédbtonka w formie zymogendw [22,
23]. Opisane zostaly trzy typy aktywacji zymogendw
metaloproteaz: aktywacja stopniowa, aktywacja na
powierzchni komdérek przy udziale MT-MMPs
oraz aktywacja wewnatrzkomoérkowa. W aktywacje
stopniowg zaangazowane sg nie tylko liczne enzymy
proteolityczne: trypsyna, elastaza, kalikreina, ale i
réwniez enzym fibrynolityczny — plazmina. Spo-
§réd tych proteaz plazmina uwazana jest za gtéwny
fizjologiczny aktywator. Plazmina dziata na wigza-
nie peptydowe w domenie propeptydowej metalo-
proteaz. Powoduje to zmiane konformacji proenzy-
mu i odblokowanie miejsca aktywacji, ktore staje sie
dostepne dla innej proteazy, nalezgcej zwykle do me-
taloproteaz. Aktywacja metaloproteaz na powierzch-
ni bton komérkowych i degradacja biatek ECM w
najblizszym otoczeniu ma istotne znaczenie podczas
migracji komorek. Niektore MMPs moga by¢ akty-
wowane wewngtrzkomérkowo. Pro-stromielizyna-1
(proMMP-3) moze by¢ aktywowana przez zasocjo-
wang z aparatem Golgiego proteaze subtilizynopo-
dobng (ang. subtilisin-like proteinase furin) i wy-
dzielana z komorki juz jako aktywny enzym [24],
Hamowanie aktywnos$ci enzymatycznej MMPs od-
bywa sie przy udziale specyficznych tkankowych in-
hibitoréw (TIMPs, ang. tissue inhibitors of matrix
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metalloproteinases) [25-28]. Inhibitory moga tgczy¢
sie zaréwno z aktywnymi jak iz nieaktywnymi meta-
loproteazami (proMMPs) uniemozliwiajac w ten
sposéb ich aktywacje. Aktywnos$¢ metaloproteaz
moze by¢ takze regulowana na poziomie transkryp-
cyjnym poprzez dziatanie cytokin, hormonoéw i czyn-
nikdéw wzrostu (np. TNF-a) [29].

IV. Metaloproteazy i ukiad fibrynolityczny

Proteazy uktadu fibrynolitycznego majg wplyw
na aktywnos$¢ réznorodnych metaloproteaz. W bada-
niach in vitro zaohserwowano, ze plazmina ma zdol-
no$¢ do bezposredniej aktywacji: proMMP-1,
proMMP-3, proMMP-9, proMMP-10 i proMMP-13
[8, 17]. Aktywacja proMMP-2 wymaga wcze$niej-
szej hydrolizy okres$lonych wigzan przez MT1-MMP
i dopiero tak powstaty produkt posredni moze by¢
aktywowany przez plazmine. ProMMP-2 jest akty-
wowana takze przez urokinazowy aktywator plazmi-
nogenu. MMP-3 i MMP-7 moga usuwac z scu-PA do-
mene wigzaca receptor u-PAR iprzeksztatcaé scu-PA
do formy o nizszej masie czgsteczkowej [26]. Sub-
stratem dla metaloproteaz: MMP-3, MMP-7, MMP-9
i MMP-12 moze by¢ rowniez czasteczka plazmino-
genu. MMP-12 rozszczepia plazminogen powodujac
powstanie fragmentu peptydowego podobnego do
angiostatyny, zawierajgcego domene wigzgca recep-
tor [30, 31]. Metaloproteazy MMP-3 i MMP-7 posia-
daja wtasciwosci fibrynolityczne i fibrynogenoli-
tyczne, natomiast substratem dla MMP-11 moze byé
tylko fibrynogen. Wykazano réwniez, ze proMMP-3
moze wigzac¢ t-PA i plazminogen. Prowadzi to do
zwiekszenia powinowactwa t-PA do plazminogenu i
podniesienia efektywnoS$ci aktywacji plazminogenu.
ProMMP-3 moze wigza¢ zaréwno sct-PAjak i tct-PA
[32].

V. Uktad fibrynolityczny w miazdzycy

Istnieje kilka mozliwych drég bezposredniego i
posredniego zaangazowania uktadu fibrynolityczne-
go w procesy miazdzycowe. Rozwd@j zmian miazdzy-
cowych prowadzi do postepujacej dysfunkcji
Srodbtonka i wytworzenia blaszki miazdzycowej,
ktora zweza Swiatto naczynia i utrudnia w ten sposéb
przeptyw krwi. Uksztattowana blaszka miazdzyco-
wa zawiera silnie trombogenny rdzen wypetniony
makrofagami, limfocytami T, lipidami, cholestero-
lem i fragmentami obumartych komoérek, ktéry po-
kryty jest wioknistg otoczkg ztozong z komérek mie-
$ni gtadkich, kolagenu oraz proteoglikanéw. Blaszki
miazdzycowe, ktérych pekniecia prowadzg do incy-
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dentéw wieficowych cechujg sie zwykle duzg zawar-
toscig makrofagow. W miejscu pekniecia blaszki sg
one aktywowane, wytwarzajg metaloproteazy, de-
gradujag macierz zewnatrzkomdrkowg, fagocytuja
czesciowo zdegradowane fragmenty ECM przez co
ostabiajg jej wioknistg otoczke [33]. Aktywacje
krzepniecia krwi zapoczatkowuje czynnik tkanko-
wy. W nieuszkodzonych naczyniach czynnik tkanko-
wy znajduje sie jedynie w btonie zewnetrznej i akty-
wowany jest w odpowiedzi na uszkodzenie $ciany
naczynia. W zmianach miazdzycowych Zrodtem
czynnika tkankowego sg gtéwnie makrofagi, poja-
wia sie on w btonie wewnetrznej naczynia, a najwie-
ksze jego nagromadzenie nastepuje w lipidowym
rdzeniu blaszki miazdzycowej [34], Tworzeniu
blaszki miazdzycowej towarzyszy uwalnianie czyn-
nikéw aktywujgcych krzepniecie krwi oraz czynni-
kéw stymulujacych migracje komérek.

Powstato wiele teorii dotyczacych genezy zmian
miazdzycowych w $cianie tetnicy. W$réd nich na
szczegOlng uwage zastugujg hipotezy: zakrzepowa,
lipidowa i lokalnego stanu zapalnego. Wedtug teorii
zakrzepowej Rokitansky’ego, nagromadzenie fibry-
ny potaczone ze zwiekszong iloscig lipidow prowa-
dzi do zgrubienia warstwy wewnetrznej tetnicy
[wg. 35]. Wedtug teorii lipidowej (infiltracyjnej)
pierwotnym zjawiskiem w rozwoju miazdzycy jest
nasigkanie sciany naczynia lipidami pochodzgacymi z
osocza. Gtdéwna role przypisuje sie lipidom po-
chodzacym z lipoprotein frakcji LDL (ang. low den-
sity lipoproteins), ktdre tatwo ulegajg modyfikacjom
takim jak oksydacja czy glikozylacja [36]. Znaczaca
role w rozwoju miazdzycy odgrywa apolipoproteina
(a), dzieki zdolnosci wigzania sie z réznymi biatkami
— w tym z fibrynogenem, fibronektyng, tetranek-
tyng i glikozaminoglikanami oraz komorkami
$rddbtonka i makrofagami [37]. W czasteczce apoli-
poproteiny (a) znajduje sie tancuch boczny wyka-
zujacy wysoka homologie do struktur kringlowych
plazminogenu [38, 39]. Dzieki temu moze ona hamo-
wac fibrynolize poprzez wspétzawodnictwo z pla-
zminogenem. Wykazuje takze mitogenne wtasciwo-
$ci w stosunku do komérek miesni gtadkich naczynia
[40].

Niezaleznie od tego, jaki czynnik jest odpowie-
dzialny za inicjowanie zmian w tetnicy, wsp6lnym
elementem tgczacym réznorodne teorie dotyczace
genezy zmian miazdzycowych jest dysfunkcja
$rédbtonka [41]. W warunkach prawidtowych po-
wierzchnia $rodbtonka $ciany naczynia krwiono$ne-
go ma wiasciwosci przeciwplytkowe i przeciwza-
krzepowe. W $rodbtonku naczynia zachodzi synteza
i 5§ z niego uwalniane: tlenek azotu, prostacyklina,
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czynniki mitogenne (m.in. EDGF) oraz czynniki re-
gulujace krzepniecie krwi (czynnik von Willebran-
da, aktywatory i inhibitory fibrynolizy). Wyste-
pujgce na powierzchni $rodbtonka glikozaminogli-
kany tworzg glikokaliks i wykazujg wtasciwosci an-
tykoagulacyjne. Komérki s$rodbtonka majg wpltyw
nie tylko na utrzymywanie ptynnosci krwi, ale i takze
na wiasciwe napiecie $ciany naczynia [42]. W wyni-
ku dziatania czynnikow ryzyka i rozwoju zmian mia-

§ciany naczynia z etapu wczesnych naciekdéw
ttuszczowych do blaszki miazdzycowej. Poniewaz
makrofagi sg gtdwnym zrédtem metaloproteaz, uwa-
za sie, ze ich obecno$¢ w makrofagach przyczynia sie
do migracji komoérek miesni gtadkich, tworzenia
warstwy neointima i pekania blaszek miazdzyco-
wych. Do rozwoju zmian w blonie wewnetrznej
przyczynia sie gtdwnie MMP-9, poprzez stymulowa-
nie migracji komérek miesni gtadkich [43].

kolagenazy

zelatynazy

stromielizyny

MMPs

typu btonowego

matrilizyny

Ryc. 2. Schemat struktury metaloproteaz. (a) Réznice w budowie metaloproteaz poszczegélnych klas. (b) MMPs posiadaja trzy domeny wspdlne dla
wszystkich klas: peptyd sygnatowy, domeng propeptydows i domeng katalityczng. Na podstawie obecnosci lub braku dodatkowych domen mc-
taloproteazy podzielono na: zelatynazy (domena hemopeksynopodobna i domena wigzania zelatyny), metaloproteazy btonowe (domena
transbtonowa w czasci C-tcrminalnej), kolagenazy i stromielizyny (posiadaja czag$¢ hemopeksynopodobna, nic zawieraja jednak domeny
wigzania zelatyny), oraz matrylizyny charakteryzujace sig brakiem takze domeny hemopeksynopodobnej.

zdzycowych $ciana naczynia tetniczego zyskuje
wiasciwosci prozakrzepowe. Zmiany struktury gli-
kozaminoglikandw, zmniejszona zawarto$¢ trombo-
moduliny it-PA, jak i podwyzszony poziom PAI-1w
$rédbtonku moga przyczyniaé sie do zakrzepicy.
Dysfunkcja $rodbtonka i wzrost jego przepuszczal-
nosci utatwiajg przenikanie lipoprotein o niskiej ge-
stosci do warstwy podsrédbtonkowej. Powodujg one
powstawanie naciekow (smug ttuszczowych) mie-
dzy warstwami kolagenu. Zmiany w obrebie
$rodbtonka indukujg takze zwiekszony naptyw i ad-
hezje monocytéw-makrofagdw oraz ich przenikanie
do btony wewnetrznej naczynia. Makrofagi, ktére
przeniknety do btony wewnetrznej pochtaniajg zmo-
dyfikowane LDL, przeksztatcajagc sie w komorki
piankowe. Rezultatem tej akumulacji jest przejscie
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Pekniete blaszki miazdzycowe i zakrzepica sgnaj-
czestszg przyczyna niedokrwiennych incydentéw
wieficowych. Poniewaz zakrzepy usuwane sg w wy-
niku dziatania uktadu fibrynolitycznego, przypusz-
cza sie, ze ostabiona fibrynoliza moze by¢ czynni-
kiem ryzyka rozwoju choroby wiencowej [44]. Na-
gromadzenie skrzepliny zalezy nie tylko od aktywa-
cji kaskady krzepniecia, ale réwniez od efektywno-
$ci rozpuszczania skrzepu przez uktad fibrynolitycz-
ny. Tkankowe i urokinazowe aktywatory plazmino-
genu sg zalezne w rozny sposéb od mediatoréw od-
pornosci wrodzonej. Cytokiny (IL-1, TNF-a) moga
zmienia¢ zarowno aktywno$¢ t-PA, u-PA, jak itrom-
bomoduliny. Cytokiny moga réwniez zwiekszac eks-
presje inhibitoréw aktywatoréw plazminogenu. O
kruchosci widknistej otoczki blaszki miazdzycowej
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decyduje dynamiczna rownowaga miedzy synteza a
usuwaniem kolagenu z warstwy pod$rdodbtonkowej.
Degradacja kolagenu, przy udziale metaloproteaz
macierzy i katepsyn, moze prowadzi¢ do ostabienia
otoczki witoknistej [45]. Gidwnym skitadnikiem
otoczki sg wiokna kolagenu typu I, ktére sg odporne
na dziatanie wigkszosci proteaz. Sposrdd licznych
metaloproteaz tylko kolagenazy: | (MMP-4), 1l
(MMP-8), 1l (MMP-13) sg zdolne do zainicjowania
proteolizy nienaruszonej potréjnej helisy tego typu
kolagenu [46].

Na rozw6j zmian miazdzycowych ma wplyw
sktad krwi, zwtaszcza podwyzszony poziom czynni-
kéw ryzyka, m.in. cholesterolu, lipidéw, homocyste-
iny i fibrynogenu. Podwyzszony poziom glukozy w
osoczu ma wptyw na zmiany ekspresji metaloprote-
az, migracje monocytow oraz tworzenie i pekanie
blaszek miazdzycowych. Wykorzystanie hodowli
komorkowych w warunkach zwiekszonego poziomu
glukozy pozwolito wykaza¢ podwyzszong aktyw-
nos¢ MMP-1, MMP-2 w komorkach $rédbtonka i
MMP-9 w makrofagach przy jednoczesnym obnize-
niu aktywno$ci MMP-3 w komérkach $rodbtonka
[47]. Szczeg6lng role wydaje sie odgrywa¢ MMP-3.
Substratami MMP-3 moga byé plazminogen, u-PA,
jak roéwniez inhibitory fibrynolizy: a 2-antyplazmina
[48] oraz PAI-1 [49]. W wyniku interakcji czynnej
formy PAI-1 z MMP-3 nastepuje inaktywacja inhibi-
tora. PAI-1 zasocjowany z proMMP-3 moze od-
dziatywac z t-PA, natomiast interakcja PAI-1 z ak-
tywng MMP-3 uniemozliwia jego dziatanie na t-PA.
Rozszczepienie i inaktywacja PAI-1 przez MMP-3
moze stanowi¢ mechanizm ostabiajgcy aktywnos$é
inhibitora aktywatoréw plazminogenu wptywajac
jednocze$nie na wzrost aktywnosci fibrynolitycznej
zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i patolo-
gicznych. W patogenezie zmian miazdzycowych, ze
wzgledu na szeroki zakres substratéw, wazng role
moze odgrywa¢ MMP-12 [50]. MMP-12 degraduje
nie tylko sktadniki $ciany naczynia (m.in. siarczan
chondroityny, kolagen 1V, fibronektyne), ale takze
biatka osocza: a-1 — antytrypsyne oraz plazmino-
gen, a ponadto aktywuje inne metaloproteazy —
MMP-2 i MMP-3. Zaobserwowano, ze hiperchole-
sterolemia u krdlikéw na diecie bogatej w choleste-
rol indukuje i zwieksza ekspresje MMP-12 w tetni-
cach zmienionych miazdzycowo. MMP-12 ulega
ekspresji w komorkach mie$ni gtadkich warstwy we-
wnetrznej tetnic. W miejscach zmian miazdzyco-
wych tetnic zaobserwowano takze wzrost zawartosci
i podwyzszong aktywno$¢ t-PA [51]. Zwiekszona
ekspresja t-PA w miejscach zmian miazdzycowych
moze przyczyniaé sie do peknie¢ blaszek miazdzyco-
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wych, ale takze moze przeciwdziata¢ tworzeniu
ztogow fibryny wewnatrz Sciany tetnicy.

Znaczenie uktadu fibrynolitycznego w rozwoju
miazdzycy prébowano wyjasni¢ w badaniach prowa-
dzonych na myszach transgenicznych z niedoborem
apolipoproteiny E (ApoE) lub ztozonym niedoborem
ApoE it-PA (lub u-PA) [12]. Nie wykazano rdznic w
rozmiarze wczesnych smug ttuszczowych i blaszek
miazdzycowych, zardwno u myszy z pojedynczym
niedoborem ApoE (ApoE'7) jak i u myszy ze
ztozonym niedoborem ApoE i u-PA lub t-PA
(ApoE'T:u-PA'7 lub ApoE‘7:t-PA'7), co moze sugero-
wac, ze plazmina nie odgrywa kluczowej roli w mi-
gracji makrofagdw do warstwy podsrodbtonkowej.
Pézniejsze zmiany w naczyniu, owrzodzenia i nekro-
za byly czestsze i ostrzejsze u myszy ApoE'7 i
ApOE'T:t-PA'7 niz u myszy ApoE'7 i ApoE'T:u-PA'T.
Degradacja witokien elastyny, rozproszenie i dezor-
ganizacja wiokien kolagenu oraz macierzy zewnatrz-
komérkowej bogatej w glikoproteiny wystepowaty u
myszy ApoE'T i ApoE' :t-PA'7, natomiast u myszy
ApoE'7 i ApoE'7:u-PA'7 nie zaobserwowano takich
zmian. U myszy ApoE'7 i ApoE'T:t-PA'7Twykazano
natomiast znaczny wzrost aktywnosci wolnego u-PA
w makrofagach migrujacych do blaszek miazdzyco-
wych. Cho¢ sama plazmina jest niezdolna do degra-
dacji wtékien elastyny i kolagenu, poprzez aktywa-
cje metaloproteaz moze by¢ posrednio zaangazowa-
na w ten proces. W makrofagach typu ,,dzikiego” i
makrofagach typu t-PA'7 wykazano w obecnosci pla-
zminogenu aktywacje uwalnianych prometaloproteaz
(proMMP-3, proMMP-9, proMMP-12, proMMP-13),
co wskazuje, ze za aktywacje proMMPs odpowie-
dzialna jest plazmina, powstajaca w wyniku aktywa-
cji plazminogenu przy udziale u-PA. W przypadku
makrofagéw typu u-PA'7 nie zaobserwowano takie-
go efektu [12].

Udziat uktadu fibrynolitycznego w procesach
miazdzycowych potwierdzajg takze badania prowa-
dzone na myszach z niedoborem ApoE
(ApoE'7:MMP-3+4) lub ztozonym niedoborem
ApoE (ApoE'7:MMP-3'7) utrzymywanych na diecie
z wysoka zawartoscig cholesterolu. Do wigkszych
zmian miazdzycowych dochodzito u myszy
ApoE'7T:MMP'T anizeli u myszy ApoE:MMP+H+ ale
czesto$¢ wystepowania tetniakow byta mniejsza u
myszy ApoE'7:MMP'7. Wzrost liczby makrofagéw i
zwigkszong ekspresje u-f*A oraz MMP-3 wykazano
natomiast u myszy ApoE:MMPw" co potwierdza, ze
zwiekszona ekspresja u-PA przyczynia sie do akty-
wacji proMMP-3 prawdopodobnie poprzez wytwa-
rzanie plazminy. MMP-3 moze przyczynia¢ sie do
destabilizacji blaszek miazdzycowych poprzez tra-
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wienie macierzy zewnatrzkomérkowej i jednocze-
$nie uczestniczy¢ w powstawaniu tetniakow poprzez
proteolize wtdkien sprezystych bezposrednio lub po-
$rednio poprzez aktywacje innych proMMPs [31,
52]. Carreliwsp. [53] sugerujg, ze w rozwoju tet-
niakow w tetnicach dotknietych miazdzyca moze od-
grywac role zaburzenie regulacji ekspresji stromieli-
zyny-1 (MMP-3) i TIMP-3. W przypadku tetniakéw
znaczny wzrost ekspresji TIMP-3 wskazuje na silne
hamowanie aktywnos$ci metaloproteazy. U zwierzat
z niedoborem TIMP-1 dochodzito do zmniejszenia
rozmiaru zmian miazdzycowych na skutek podwyz-
szenia aktywnosci metaloproteazy, zwiekszona byta
jednak czestos¢ wystepowania tetniakow [54].
Wzrost ekspresji u-PA wykazano w srédbtonku kroé-
likow, ktérym wprowadzono adenowirusowe wekto-
ry w celu zainicjowania podsrédbtonkowego nagro-
madzenia makrofagdw i migracji komdérek miesnio-
wych [55]; prowadzito to do powstania zmian podob-
nych do obserwowanych we wczesnej miazdzycy u
ludzi. W przypadku miazdzycy u cztowieka docho-
dzi do wzrostu ekspresji u-PA gtdwnie w makrofa-
gach, co przyczynia sie takze do degradacji warstwy
widkien sprezystych tetnicy. Zwigkszona ekspresja
u-PA, niezaleznie od jej zrodta, moze wptywac na
progresje miazdzycy, poniewaz u-PA jest wydziela-
ny w formie nieaktywnej, ajego aktywnos¢ jest zale-
zna gldwnie od liczby i lokalizacji receptorow
u-PAR oraz receptoréw plazminogenu.

Zaobserwowano, ze niedobdr tylko plazminogenu
u myszy nie prowadzit do istotnych zmian miazdzy-
cowych, ale u myszy z niedoborem ApoE iplazmino-
genu dochodzito do przyspieszenia rozwoju zmian
miazdzycowych [56]. Natomiast niedobd6r PAI-1 w
tetnicach szyjnych myszy chronit tetnice przed mia-
zdzycy [57].

V1. Uwagi koncowe

Uktad fibrynolityczny jest ztozonym systemem
zaangazowanym w przebieg wielu procesoéw fizjolo-
gicznych i patologicznych, ktérych rozwéj wymaga
migracji komorek i przebudowy tkanek. Do zmiany
struktury wielu tkanek niezbedny jest udziat licz-
nych metaloproteaz macierzy zewnatrzkomérkowej,
ktorych aktywnos$é zalezy od proteaz uktadu fibryno-
litycznego, przede wszystkim plazminy. W patoge-
nezie miazdzycy ukitad fibrynolityczny moze odgry-
wac istotng role nie tylko poprzez bezposrednig fi-
brynolityczng aktywnosé plazminy, ale i poprzez re-
gulacje  aktywnosci  metaloproteaz = macierzy
zewnatrzkomdrkowej. Wspoétdziatanie metaloprote-
az i uktadu fibrynolitycznego moze mieé istotny
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wptyw na rozwdj zmian
chodzacych w tetnicach.

miazdzycowych za-
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Wydzielnicza funkcja tkanki ttuszczowej

Secretory function of adipose tissue
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I. Wstep

W tradycyjnym ujeciu za gtéwng funkcje tkanki
ttuszczowej uwazano magazynowanie zapasow ener-
getycznych organizmu w postaci lipidow. W stanie
resorpcyjnym komorki tkanki ttuszczowej — adipo-
cyty pobierajg z krwi duze ilosci glukozy i kwasow
ttuszczowych, a nastepnie z tych substratéw syntety-
zujg triacyloglicerole. Gdy spada podaz substratow
energetycznych, np. w okresie gtodu, zasoby zmaga-
zynowane w tkance ttuszczowej sg uwalniane do
krwi w postaci kwaséw ttuszczowych, ktdre nastep-
nie moga by¢ wykorzystywane przez inne tkanki.
Tkanka ttuszczowa petni w rzeczywistosci znacznie
bardziej ztozone funkcje fizjologiczne niz pierwot-
nie zakladano: bierze udzial w regulacji przemian
energetycznych organizmu, jest niezbedna dla nor-
malnej homeostazy glukozy i regulacji wrazliwosci
na insuline, ma rowniez wptyw na regulacje sytosci.
U kobiet odpowiednia ilo$¢ tkanki ttuszczowej wa-
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runkuje zachowanie ptodnosci, z kolei nadmiar tej

tkanki obserwowany w otytosci moze prowadzi¢ do

powiktan metabolicznych. Zmiany morfologiczne i

metaboliczne zachodzgce w tkance ttuszczowej 0sob

otytych wigzg sie ze zwiekszonym ryzykiem zacho-
rowania na cukrzyce typu 2, nadci$nienie i choroby
krgzenia.

Odkrycie w 1994 roku leptyny, hormonu regu-
lujgcego przemiane materii i apetyt, syntetyzowane-
go i wydzielanego gtdéwnie przez adipocyty,
wywotato zainteresowanie wydzielniczag funkcja
tkanki ttuszczowej [1]. Dzieki intensywnie prowa-
dzonym badaniom leptyna okazata sie wkrétce jed-
nym z wielu wydzielanych przez adipocyty biatek,
okreslanych wsp6lng nazwg ,adipocytokiny” [2
-10]. Poznane dotychczas biatka wydzielane przez
tkanke ttuszczowg mozna podzieli¢ na pie¢ gtow-
nych grup (Ryc. 1):

— biatka o dziataniu endokrynnym lub parakryn-
nym, takie jak adiponektyna, leptyna, rezystyna,
biatko sygnatowe agouti (ASIP), czynnik tkanko-
wy indukowany gtodzeniem (FIAF), oreksyny i
galanina;

— cytokiny prozapalne i czynniki wzrostu, np. czyn-
nik martwicy nowotworu a (TNF-a), interleuki-

Biatka o dziataniu
endokrynnym

lub parakrynnym:
-ASIP

- adiponektyna
- FIAF \

- leptyna
- rezystyna
- oreksyny
- galanina \

Cytokiny prozapalne
i czynniki wzrostu:

- TNF-a

- IL-6

- TGF-B

- VEGF

tkanka tluszczowa

rolu (CETP),
(PLTP);

— biatka zwigzane z funkcjonowaniem uktadu
krazenia: angiotensynogen, inhibitor aktywatora
plazminogenu typu 1 (PAI-1);

— skitadniki dopetniacza, takie jak adypsyna i biatko
stymulujace acylacje (ASP).

biatko przenoszace fosfolipidy

I1. Biatka o dziataniu endokrynnym tub
parakrynnym

I1-1. Adiponektyna

W Swietle ostatnich badan adiponektyne mozna
uzna¢ za najwazniejsze biatko wydzielane przez
tkanke ttuszczowg [11-13]. Nazywana takze Acrp30,
AdipoQ lub GBP28, kodowana przez gen APM1 adi-
ponektyna jest biatkiem o masie 30 kDa (244 amino-
kwasy) (Tab. 1), zbudowanym z dwo6ch domen o réz-
nej strukturze: wioknistej domeny podobnej do kola-
genu, o wysokiej homologii do kolagenu typu VIII i
X, oraz specyficznej domeny globularnej, wyka-
zujacej strukturalng homologie z czynnikiem
dopetniacza Clg [2, 11, 14]. Synteza adiponektyny
zachodzi wytgcznie w tkance ttuszczowej, a mRNA

Biatka zwigzane

Z przemianami

lipidow i lipoprotein:
PL

- apoE
- CETP
- PLTP

Biatka zwigzane

z funkcjonowaniem
uktadu krazenia:

- angiotensynogen

- PAI-1

Sktadniki dopetniacza:
- adypsyna
- ASP

Ryc. 1. Biatka wydzielane przez tkanke ttuszczowa. Objasnienia: apoE — apolipoproteina E, ASIP — biatko sygnatowe agouti, ASP — biatko stymu-
lujace acylacje, CETP — biatko przenoszace estry cholesterolu, FIAF — czynnik tkankowy indukowany gtodzeniem, IL-6 — interleukina 6,
LPL — lipaza lipoproteinowa, PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1, PLTP — biatko przenoszace fosfolipidy, TGF-P — trans-
formujacy czynnik wzrostu p, TNF-a — czynnik martwicy nowotworu a, VEGF — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn.

na 6 (IL-6), transformujacy czynnik wzrostu p
(TGF-P), czynnik wzrostu $rddbtonka naczyn
(VEGF);

— biatka zwigzane z przemianami lipidow i lipopro-
tein, jak lipaza lipoproteinowa (LPL), apolipopro-
teina E (apoE), biatko przenoszgace estry choleste-
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kodujace to biatko jest transkryptem wystepujgcym
w najwiekszej ilosci kopii w adipocytach [2, 9, 11,
14]. Adiponektyna wydzielana przez tkanke
ttuszczowg wystepuje obficie w osoczu cztowieka;
jej fizjologiczne stezenie wynosi okoto 10 pg/ml, co
stanowi 0.01% wszystkich biatek osocza [15, 16].
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Mimo, ze adiponektyna powstaje tylko w tkance
ttuszczowej, poziom tego biatka w osoczu oséb
otytych jest znacznie nizszy niz u oséb szczuptych.
Zaobserwowano, ze w odrdznieniu od innych biatek
wydzielanych przez tkanke ttuszczows, biosynteza
adiponektyny w adipocytach oraz jej stezenie w krwi
ulega obnizeniu wraz z rozwojem otytosci [15]. Su-
geruje to, Ze zaburzona synteza i wydzielanie adipo-
nektyny moga by¢ bezposrednio zwigzane ze scho-
rzeniami towarzyszacymi otytosci, takimi jak mia-
zdzyca i cukrzyca typu 2.

Stezenie adiponektyny w osoczu pacjentéw z cho-
robg wiencowa, wiaczajac zawat miesnia sercowego,
jest dwukrotnie nizsze niz u 0s6b zdrowych w tym
samym wieku i o tym samym BMI; i to zaréwno w
przypadku mezczyzn, jak i kobiet [17]. Wykazano,
ze adiponektyna gromadzi sie w przestrzeni pod-
$rédbtonkowej uszkodzonych tetnic, hamuje ekspre-
sje czasteczek adhezyjnych w  komdrkach
$rodbtonka naczyn i powstrzymuje rozwdj odczynu
zapalnego [17-19]. Gdy bariera, jaka stanowi
Srédbtonek, zostanie uszkodzona, adiponektyna
dziata jak endogenny modulator odpowiedzi komo-
rek srédbtonka na bodzce prozapalne [18]. Adipo-
nektyna hamuje takze akumulacje lipiddw w makro-
fagach oraz transformacje makrofagéw w komorki
piankowate [19]. Spadek stezenia adiponektyny w
0soczu moze wiec mie¢ bezposredni zwigzek z roz-
wojem schorzen naczyniowych i w Swietle ostatnich
badan zostal uznany za czynnik ryzyka choroby
wiefAcowej [16].

Obnizone stezenie adiponektyny w krwi towarzy-
szy réwniez cukrzycy typu 2 [12]. Doswiadczenia
przeprowadzone na myszach pozbawionych adipo-
nektyny (A d ip o ujawnity, ze brak tego hormonu
jest zwigzany z rozwojem opornosci na insuline [20].
Podanie adiponektyny powoduje obnizenie poziomu
glukozy w krwi, poprawia tolerancje glukozy i zwie-
ksza wrazliwo$¢ na insuline [21-24]. Wykazano tez,
ze mutacje w genie APM1 sg zwigzane z wystepowa-
niem cukrzycy typu 2 [25]. Wiadomo, ze leki z grupy
tiazolidinedionow zwiekszajg wrazliwos¢ komorek
na insuling oraz obnizajg poziom glukozy i lipidéw u
pacjentéw z cukrzycg typu 2 poprzez zwigzanie i ak-
tywacje jadrowego receptora hormonéw aktywowa-
nego przez proliferatory peroksysoméw-y (PPARY)
[26, 27]. Receptor ten odgrywa kluczowg role w re-
gulacji ekspresji gzmiAP M1 w tkance ttuszczowej, a
po podaniu tiazolidinedionéw obserwuje sie wzrost
stezenia adiponektyny w osoczu [27].

Szlak sygnatowy adiponektyny nie zostat jeszcze
w petni poznany. Ostatnio wykazano, ze adiponekty-
na taczy sie ze swoistym receptorem btonowym iopi-
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sano dwie izoformy receptora adiponektyny: Adi-
poRI i AdipoR2, wystepujgce gtownie w miesniach
szkieletowych i w watrobie [28]. Wewnatrz komérki
w $ciezce sygnatowej adiponektyny uczestniczy naj-
prawdopodobniej jadrowy receptor PPARa, aktywo-
wany przez adiponektyne, i kinaza zalezna od AMP,
ktora ulega fosforylacji pod wptywem adiponektyny
[28].

11-2. Leptyna

Leptyna jest jednym z wazniejszych ijednoczes$-
nie najlepiej poznanym biatkiem wydzielanym przez
adipocyty. Biatko to jest produktem genu LEP, ma
mase 16 kDa i sktada sie ze 167 aminokwaséw (21 z
nich stanowi sekwencje sygnatowg, ktora jest odci-
nana przed wydzieleniem czasteczki poza adipocyt)
[1]. U cztowieka, tak jak u innych ssakow, leptyna
powstaje gtownie w dojrzatych adipocytach tkanki
ttuszczowej [1, 29, 30]. Mniejsze ilosci tego biatka
sg syntetyzowane takze w innych narzgdach lub tkan-
kach, np. w tozysku, mézgu, zotadku igruczole mle-
kowym [31-34]. Wyjatkowo u ptakow gidwnym
miejscem powstawania leptyny jest watroba [35].

Biosynteza leptyny w tkance ttuszczowej zalezy
od wielkoSci adipocytow ijest regulowana gtéwnie
przez insuling [36]. Insulina indukuje transkrypcje
genu LEP i kontroluje diugotrwate zmiany ekspresji
tego genu w adipocytach [37-39]. Niezaleznie od in-
suliny dziata glukoza, ktéra w krotkim czasie
wywotuje wzrost stezenia mRNA leptyny i moze od-
grywac gtéwna role w szybkiej regulacji zmian eks-
presji genu LEP [40, 41]. Wzrost ekspresji genu ko-
dujagcego leptyne, zarowno in vivo w tkance tluszczo-
wej, jak i w hodowli komodrkowej adipocytéw,
wywotujg takze glukokortykosteroidy [42,43]. Prze-
ciwne dziatanie ma glukagon, ktéry poprzez wzrost
stezenia CAMP obniza poziom mRNA leptyny w adi-
pocytach [43]. Leptyna jest prawdopodobnie groma-
dzona w adipocytach, a nastepnie pod wptywem in-
suliny moze by¢ wydzielana poza komorke [42]. Pod
kontrolg insuliny jest wiec nie tylko synteza leptyny
w adipocytach, lecz réwniez jej uwalnianie przez ko-
moérki tkanki ttuszczowej. Glukagon natomiast ob-
niza wydzielanie leptyny przez adipocyty [43].

Dziatanie leptyny jest najczeSciej bezposrednio
lub posrednio zwigzane z metabolizmem energetycz-
nym organizmu. llo$¢ wydzielanej przez adipocyty
leptyny zalezy od masy tkanki ttuszczowej i od-
zwierciedla ilos¢ zasobdw energetycznych przecho-
wywanych w tej tkance [36, 44]. Wydzielana do krwi
leptyna dociera do moézgu i wigze sie ze swoimi re-
ceptorami w podwzgérzu, zmniejszajgc spozycie po-
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karmu i przyczyniajac sie do spadku masy ciata [29,
45]. Receptory leptyny przekazujg sygnat poprzez
aktywacje kinaz janusowych (JAK) i biatlek STAT.
Pod wptywem leptyny dochodzi miedzy innymi do
supresji gendw kodujacych neuropeptyd Y (NPY),
MCH igalanine oraz do indukcji genu kortykolibery-
ny (CRH) w podwzgdrzu, co prowadzi do obnizenia
taknienia [29, 45-48]. Podanie rekombinowanej lep-
tyny powoduje zmniejszenie iloSci pobieranego po-
karmu, obnizenie masy tkanki ttuszczowej i zwiek-
szenie ilosci wydatkowanej energii [29, 47]. Jednak
leptyna dziata nie tylko na podwzgdrze. Odnotowano
obecnos¢ receptora leptyny idziatanie tego hormonu
na trzustke, watrobe, miesnie szkieletowe, jelito i ko-
marki p trzustki [49-52]. Receptor leptyny wystepu-
je takze w adipocytach, dzieki czemu leptyna moze
wykazywac dziatanie auto- lub parakrynne [53]. Za-
blokowanie drogi sygnatowej leptyny moze byé
skutkiem syntezy niefunkcjonalnej leptyny lub braku
jej receptora (np. u myszy ob/ob lub db/db iu szczu-
réwfa/fa), jak rowniez nabytej opornosci na leptyne
u os6b otytych.

Rola leptyny w regulacji ilosci tkanki ttuszczowej
iutrzymywaniu rbwnowagi energetycznej u ludzi nie
jest jednoznacznie okre$lona. U ludzi o takiej samej
masie tkanki ttuszczowej stwierdzono wielokrotne
réznice stezenia tego hormonu w surowicy krwi i
czesto brak reakcji na podana egzogennie rekombi-
nowang leptyne [54]. Niewatpliwie leptyna uczestni-
czy nie tylko w regulacji pobierania pokarmu i tempa
podstawowej przemiany materii, lecz takze w regula-
cji funkcjonowania systemu immunologicznego,
uktadu krwionosnego i ptodnosci [55-57].

11-3. Rezystyna

Rezystyna to niskoczgsteczkowe, zbudowane ze
108 aminokwasdw, bogate w cysteine biatko, ktore
jest produktem genu RETN [3]. Ekspresja tego genu
jest tkankowo-specyficzna i zachodzi gtéwnie w
tkance tluszczowej. Poczgtkowo ekspresje genu ko-
dujacego rezystyne wykazano tylko w pierwotnych
hodowlach ludzkich adipocytéw i preadipocytow
oraz w tkance ttuszczowej cztowieka [58-60]. Obec-
nie wiadomo, ze synteza rezystyny u cztowieka za-
chodzi takze w monocytach i w tozysku [58, 61]. U
myszy rezystyne wykryto réwniez w mézgu (pod-
wzgdrze ikora), aw okresie dojrzewania dodatkowo
w przysadce mdzgowej [62]. Ostatnio wykazano
obecno$¢ mRNA rezystyny, poza biatg i brunatng
tkankg ttuszczowg, w zotgdku, jelicie, nadnerczach i
w mieéniach szkieletowych szczura [63].
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Regulacja ekspresji genu rezystyny nie zostata
jeszcze w petni poznana. Poziom mRNA rezystyny w
skrawkach tkanki ttuszczowej pobranych od ludzi
otytych byt znacznie wyzszy w poréwnaniu z ozna-
czonym w skrawkach tkanki ttuszczowej po-
chodzacych od os6b szczuptych [58]. Zaobserwowa-
no, ze gtodzenie hamuje, natomiast nastepujace po
nim karmienie indukuje ekspresje genu rezystyny w
tkance ttuszczowej [3, 64]. Niewatpliwie kluczowg
role w takiej regulacji odgrywa insulina, jednak jej
wplyw na synteze rezystyny nie jest jeszcze dobrze
poznany. Jak dotad wykazano jedynie wzrost pozio-
mu mRNA rezystyny w tkance ttuszczowej myszy z
cukrzycg, ktérym podano insuling [64]. Ekspresja
genu RETN w tkance ttuszczowej oraz w izolowa-
nych adipocytach jest regulowana przez jadrowe re-
ceptory typu PPAR. Traktowanie adipocytow farma-
kologicznymi Ugandami receptora PPARy, takimi
jak rosiglitazon i inne glitazony z grupy tiazolidine-
dionéw, znacznie obnizato ekspresje genu rezystyny
i ilos¢ wydzielanego biatka [3, 65]. Podanie rosigli-
tazonu myszom z cukrzycag spowodowato zmniejsze-
nie ilosci mRNA rezystyny w tkance ttuszczowej
[66]. Ostatnio wykazano, ze receptor PPARa moze
bra¢ udziat w indukcji genu rezystyny w tkance
ttuszczowej [44, 67].

Wyniki pierwszych badan sugerowaty, ze rezysty-
najest wydzielanym przez adipocyty do krwi hormo-
nem, ktdrego nadekspresja prowadzi do opornosci na
insuline i w zwigzku z tym przypuszczano, ze re-
zystyna mogtaby petnié role czynnika taczacego
otytos$¢ z patogenezg cukrzycy typu 2 [3, 68]. Step-
pani wsp. wykazali, ze poziom rezystyny w suro-
wicy wzrasta podczas wywotanej dietg otytosci oraz
w genetycznych modelach otytoSci i opornosci na in-
suline [3]. U otytych myszy, wykazujgcych opornosé
na dziatanie insuliny, neutralizacja rezystyny za po-
mocg przeciwcial zmniejszata hiperglikemie, mie-
dzy innymi dzieki poprawieniu wrazliwos$ci na insu-
ling, a w hodowli adipocytéw powodowata zwiek-
szenie stymulowanego przez insuline pobierania glu-
kozy [3]. Natomiast podawanie rekombinowanej re-
zystyny, mimo ze nie miato wptywu na poziom insu-
liny, zaburzato tolerancje glukozy i obnizato wrazli-
wos$¢ na dziatanie insuliny in vivo u myszy oraz
ex vivo w linii komdérkowej adipocytéw [3]. P6zniej-
sze doniesienia nie potwierdzity jednak dziatania re-
zystyny jako molekularnego #gcznika pomiedzy
otytoscig a cukrzycg typu 2. Nowsze badania do-
wodzg, ze rezystyna moze by¢ inhibitorem réznico-
wania adipocytow regulowanym przez zasoby ener-
getyczne organizmu i przeciwdziatajgcym rozrosto-
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wi tkanki ttuszczowej [44, 64, 69]. Nie poznano jesz-
cze receptora rezystyny, ani narzagdéw itkanek doce-
lowych tego hormonu. Wtasciwa rola rezystyny w
organizmie jest nadal niejasna, ajej poznanie wyma-
ga dalszych badan.

11-4. Biatko sygnatowe agouti
Biatko sygnatowe agouti (ASIP, ang. agouti sig-
nal protein), zbudowane ze 132 aminokwaséw, jest

ludzkim homologiem mysiego biatka agouti. Ludzki

Tabela 1.

ulega ekspresji w melanocytach, MC2R — w nadner-
czach itkance ttuszczowej, MC3R — w moézgu, tozy-
sku itrzustce, MC4R — w mozgu, miesniach i tkance
ttuszczowej, natomiast MC5R — w wiegkszosci tka-
nek [73]. Ludzkie biatko ASIP dziata w podobny
sposéb, jak mysie biatko agouti, obnizajgc synteze
eumelaniny w melanocytach [74]. Poniewaz u ludzi
ASIP hamuje dziatanie wszystkich receptoréw mela-
nokortyny, biatko to moze wptywacé nie tylko na pig-
mentacje, lecz rowniez na szereg funkcji fizjologicz-
nych, jak spozycie pokarmu, funkcje ruchowe, za-
chowania seksualne, pamie¢, termogeneza i lipoliza

Geny kodujace biatka syntetyzowane i wydzielane przez ludzka tkanke ttuszczowsa.

Biatko

Adiponektyna

Leptyna

Rezystyna

Biatko sygnatowe agouti

Czynnik tkankowy indukowany gtodzeniem
Oreksyny

Galanina

Czynnik martwicy nowotworu a

Interleukina 6

Transformujacy czynnik wzrostu il

Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn
Lipaza lipoproteinowa
Apolipoproteina E

Biatko przenoszace estry cholesterolu
Biatko przenoszace fosfolipidy
Angiotensynogen

Inhibitor aktywatora plazminogenu 1
Adypsyna

Biatko stymulujace acylacje

gen ASIP, kodujacy to biatko jest zlokalizowany na
20 chromosomie [70, 71]. U cztowieka, gen ASIP
ulega ekspresji przede wszystkim w tkance ttuszczo-
wej oraz na nizszym poziomie m.in. wjadrach, jajni-
kach, mie$niu sercowym, trzustce i w komoérkach
skdry [70-72].

Biatko ASIP jest antagonistg receptoréw melano-
kortyny MC 1IR-MC5R [73]. U cztowieka gen MCIR
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Gen Lokalizacja
APM1 3g27.3
LEP 7932.1
RETN 19p 13.2
ASIP 20911.22
ANGPTL4 19p 13.2
HCRT 17921.2
GAL 1q13.2
TNF 6p21.33
IL6 7p15.3
TGFB1 199 13.2
TGFB2 1941
TGFB3 14024.3
VEGF 6p211
LPL 8p213
APOE 199 13.32
CETP 16913
PLTP 20q 13.12
AGT 1g42.2
SERPINE1 7922.1
DE 19p 13.3
C3 19p13.3

[75]. Prawdopodobnie ASIP bierze udziat w regula-
cji rownowagi energetycznej organizmu poprzez an-
tagonizowanie dziatania receptora MC4R, ktéry od-
grywa gtéwna role w regulacji spozycia pokarmu.
Mutacje powodujgce utrate funkcji tego receptora
zostaly wykryte u otytych pacjentéw [76]. Polimor-
fizm genu kodujgcego MC4R opisano jako najczest-
szg przyczyne dziedzicznej otytosci u ludzi [76].
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Ekspresja genu ASIP w tkance ttuszczowej i trzu-
stce sugeruje, ze biatko ASIP moze, wspoétdziatajac z
insuling i leptyng, regulowac ilo$¢ tkanki ttuszczo-
wej u cztowieka. ASIP hamuje lipolize w ludzkich
adipocytach [72], w zwigzku z czym moze mieé
wptyw na wielko$¢ adipocytow. W tkance ttuszczo-
wej cztowieka poziom mRNA ASIP jest dodatnio
skorelowany z iloScia mRNA syntazy kwasow
ttuszczowych [77]. Wykazano ponadto, ze biatko to
wraz z insuling zwieksza ekspresje genu syntazy
kwasow ttuszczowych, a obecnos¢ obu hormonoéw,
ASIP i insuliny, jest niezbedna do peinej indukcji
tego genu w hodowli ludzkich adipocytow [78]. W
komérkach @trzustki ASIP zwieksza poziom wapnia
i sekrecje insuliny, co sugeruje, ze biatko to moze
braé¢ udziat w regulacji dziatania insuliny u ludzi
[79].

11-5. Czynnik tkankowy indukowany gtodzeniem

Czynnik tkankowy indukowany gtodzeniem
(FIAF, ang. fasting-induced adipose factor), znany
takze jako HFARP, PGAR i ANGPTL4, jest syntety-
zowany przede wszystkim w tkance ttuszczowej, w
mniejszych ilosciach w watrobie i tozysku [80-82].
Biatko to, kodowane przez gen ANGPTL4, jest oligo-
merem o strukturze podobnej do angiopoetyny-1

[83].
Ekspresja genu kodujacego FIAF w tkance
thuszczowej i w watrobie znacznie wzrasta pod

wptywem gtodzenia [80]. W regulacji ekspresji genu
ANGPTL4 wazng role odgrywajg receptory PPAR; w
tkance ttuszczowej ekspresja tego genu jest stymulo-
wana przez PPARy, natomiast w watrobie przez
PPARa [80, 82]. Biatko FIAF jest wykrywane w roz-
nych tkankach, ajego najwieksze stezenie wykazano
w watrobie i nerce, mimo, ze gtéwnym miejscem bio-
syntezy tego biatka jest tkanka ttuszczowa. Wydaje
sie, ze FIAF jest natychmiast po syntezie wydzielany
przez adipocyty, dostaje sie do innych tka-
nek/narzadéw, jak watroba i nerka, i tam jest przecho-
wywany [80]. Obserwowane wysokie stezenie FIAF
w tych tkankach odzwierciedla wiec jego intensywne
pobieranie, nie intensywng synteze. Stezenie FIAF w
osoczu wzrasta w wyniku gtodzenia i ulega obnizeniu
po dtugotrwatym karmieniu dietg wysokottuszczowa,
wraz ze wzrostem masy tkanki ttuszczowej [80]. Kar-
mienie dietg wysokottuszczowg nie wywotuje jednak
zmian ekspresji genu ANGPTL4 w tkance ttuszczowej
ani w watrobie.

Obecno$é FIAF w réznych tkankach i w osoczu
sugeruje, ze biatko to moze wykazywac dziatanie en-
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dokrynne. Wraz z jego wysoka ekspresjg w tkance
ttuszczowej i stymulacjg biosyntezy w czasie gtodu,
zmiany zachodzace w osoczu sugeruja, ze FIAF jest
nowg czasteczkg sygnatowa, ktéra bierze udziat w
regulacji metabolicznej odpowiedzi na gtodzenie.
Jak dotad nie poznano jednak receptoréw FIAF ani
ich lokalizacji, nieznane sg takze tkanki docelowe
tego biatka.

11-6. Oreksyny

Mianem ,oreksyny” okre$la sie dwa peptydy
(oreksyna A i B) powstajgce w wyniku proteolizy
wspélnego 130-aminokwasowego prekursora (pre-
pro-oreksyny), ktérego biosynteza zachodzi gtéwnie
w podwzgdrzu [84, 85]. Poza centralnym uktadem
nerwowym prepro-oreksyna wystepuje réwniez w
tkance ttuszczowej, w jelicie oraz w jadrach [8, 85,
86]. Oreksyna Ajest 33-aminokwasowym peptydem,
natomiast oreksyna B sktada sie z 28 aminokwasow.
Oba peptydy, podobnie jak inne znane neuroprzekaz-
niki, dziatajg na receptory btonowe i moga odgrywadé
znaczacg role w regulacji apetytu [84, 85, 87, 88].
Oreksyny zwiekszajg zuzycie energii stymulujgc ak-
tywnos$¢ ruchowag i termogeneze, wptywajg na cykl
snu i czuwania oraz moga modulowaé funkcje neuro-
endokrynologiczne [87, 88]. Synteza oreksyn zalezy
od metabolizmu energetycznego i stanu odzywienia
organizmu [88]. U otytych pacjentow stezenie orek-
syny A w surowicy rosnie w czasie tygodniowego
gtodzenia i wraca do poziomu podstawowego po po-
wrocie do normalnego odzywiania [89].

Opisano dwa receptory oreksyn, OXIR i OX2R
[85]. Preferowanym ligandem receptora OXIR jest
oreksyna A, natomiast receptor OX2R wykazuje po-
réwnywalne powinowactwo do obu oreksyn [85].
Receptory oreksyn wystepujg w roéznych regionach
mobzgu, znaleziono je takze w tkance tluszczowej, w
jelicie i w przysadce [8, 86, 90].

Rozmieszczenie oreksyn i ich receptoréw wska-
zuje, ze peptydy te (przynajmniej oreksyna Airecep-
tor 0X 1R) odgrywajg istotna role w regulacji réwno-
wagi energetycznej organizmu oraz w regulacji ape-
tytu [85, 91]. Oreksyny zwiekszajg ilos¢ pobierane-
go pokarmu, jednak ich wptyw na apetyt jest stabszy
niz wptyw neuropeptydu Y, ponadto dziatanie orek-
syn jest niezalezne od dziatania leptyny [88]. Obec-
nos$¢ oreksyn w adipocytach, wjelicie i w komérkach
wydzielniczych jelita wskazuje, ze oreksyny regu-
lujgce apetyt pochodzg nie tylko z podwzgorza, ale
takze z tkanek obwodowych [8, 86, 89].
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11-7. Galanina

Galanina jest neuropeptydem zbudowanym z 30
aminokwaséw [92]. 15 pierwszych aminokwaséw od
kofnca aminowego odpowiada za aktywno$¢ biolo-
giczng tego peptydu [92]. Kodujacy galanine gen
GAL ulega ekspresji w wielu typach neuronéw i w
réznych regionach mozgu [93]. Galanina jest szero-
ko rozpowszechniona, wystepuje nie tylko w obwo-
dowym iosrodkowym uktadzie nerwowym, ale takze
w jelicie i tkance tluszczowej [8, 92, 93]. Ostatnio
wykazano obecno$é mRNAgalaniny ijej receptoréw
w ludzkich adipocytach [8].

Obserwacje dotyczace ekspresji genu GAL po-
chodzg z badahn nad podwzgérzem. Wykazano, ze
synteza galaniny jest hamowana przez leptyne [46].
Towarzyszy temu obnizone spozycie pokarmu, ob-
serwuje sie tez mniejszy przyrost masy ciata szczu-
réw. Zaobserwowano réwniez, ze insulina obniza po-
ziom mRNA galaniny i ilo$¢ tego peptydu w pod-
wzgdlrzu, co sugeruje, ze ekspresja galaniny moze
by¢ réwniez regulowana przez zmiany stezenia insu-
liny i glukozy [94]. Jednak karmienie otytych szczu-
réw rasy Zucker dietg wysokottuszczowg powoduje
spadek ekspresji genu kodujacego galanine przy ob-
nizonym stezeniu insuliny w osoczu [95]. Regulacja
ekspresji genu GAL w adipocytach nie zostata jesz-
cze zbadana.

Jak dotad poznano trzy receptory btonowe galani-
ny: GalRIl, GalR2 i GalR3 [96, 97]. GalRI jest domi-
nujagca forma receptora galaniny w mozgu [98]. Re-
ceptory GalR2 i GalR3 wystepujg bardziej po-
wszechnie, ich obecno$¢ wykazano w moézgu, moz-
dzku, pniu moézgu, rdzeniu kregowym; a takze w
przysadce mdzgowej, przewodzie pokarmowym,
miesniach szkieletowych, mie$niu sercowym, ner-
kach, macicy, jajnikach ijgdrach [96, 98].

Galanina bierze udziat w regulacji ci$nienia krwi,
kontroli uwalniania hormonow takich jak hormon
wzrostu i insulina oraz w regulacji skurczu miesni
gtadkich [99]. Ponadto, podobnie jak neuropeptyd Y
i MCH, galanina dziatajagc na podwzgo6rze zwieksza
spozycie pokarmu [46, 100].

I11. Cytokiny prozapalne i czynniki
wzrostu

I11-1. Czynnik martwicy nowotworu a

Czynnik martwicy nowotworu a (TNF-a), kodo-
wany przez gen TNF, powstaje w wielu typach ko-
morek, w tym takze w adipocytach, ijestjedng z naj-
lepiej poznanych cytokin wydzielanych przez tkanke
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ttuszczowag [4, 10, 101]. TNF-a jest wydzielany jako
forma btonowa, ktdra nastepnie ulega hydrolizie pod
wptywem zewnatrzkomdrkowej metaloproteinazy.
W ten sposéb dochodzi do uwolnienia aktywnej for-
my TNF-a o dtugosci 157 aminokwaséw, ktdra funk-
cjonuje w krwi jako dimer [102]. Zaréwno btonowa,
jak irozpuszczalna forma TNF-a moze wigzaé sie ze
swoistymi receptorami TNFR-1 i TNFR-2. W ludz-
kiej tkance ttuszczowej zachodzi synteza obydwu
form receptora [103].

Ekspresja genu TNF w tkance ttuszczowej i ilo$é
wydzielanego przez te tkanke biatka zalezy od wiel-
kosci adipocytéw [104]. W tkance ttuszczowej oséb
otytych obserwuje sie zwiekszong synteze TNF-a, a
adipocyty wyizolowane z takiej tkanki wydzielaja
dwukrotnie wiecej TNF-a niz adipocyty pochodzace
od 0s6b szczuptych [103]. Jednak ilos¢ mRNA
TNF-a powstajgcego w ludzkiej tkance ttuszczowej
jest niewielka, réwniez wydzielanie tego biatka za-
chodzi na niskim poziomie; w zwigzku z tym przy-
puszcza sie, ze TNF-a raczej nie jest przez te tkanke
uwalniany do krwi [105, 106]. Mimo to uwaza sie, ze
podwyzszony poziom TNF-a, dzialajgcego auto-
krynnie lub parakrynnie, moze bra¢ udziat w rozwoju
miazdzycy poprzez indukowanie procesu zapalnego
oraz w powstawaniu opornosci na insuline towa-
rzyszacej otytosci [4, 103, 107, 108].

111-2. Interteukina 6

Interteukina 6 (IL-6) jest cytoking prozapalng re-
gulujacg funkcjonowanie ukiadu immunologiczne-
go, wzrost i réznicowanie komorek oraz wptywajaca
na mase ciata [109]. IL-6 powstaje w centralnym
uktadzie nerwowym, przede wszystkim w podwzgd-
rzu, a takze w astrocytach, komaérkach mikrogleju iw
komorkach srodbtonka [109, 110]. Synteza IL-6 za-
chodzi réwniez w tkance ttuszczowej [105, 111]. W
wymienionych typach komdrek wykrywa sie takze
obecnos¢ receptora interleukiny 6 [110, 111].

Wydzielanie IL-6 przez adipocyty ulega obnize-
niu pod wptywem glukokortykosteroidow [109].
IL-6 wydzielona przez tkanke ttuszczowg wykazuje
zarébwno dziatanie parakrynne, jak i endokrynne
[105, 112].

Stezenie IL-6 w surowicy jest dodatnio skorelo-
wane z BMI (ro$nie wraz ze wzrostem masy ciata)
oraz wykazuje ujemng korelacje z wrazliwos$cig na
insuline [109, 113]. Brak IL-6 wywotuje szereg
zmian w metabolizmie weglowodanow i lipidow.
Myszy pozbawione IL-6 (116™) sg otyte, majg pod-
wyzszony poziom leptyny w krwi i wykazujg opor-
no$¢ na leptyne [112]. Podanie IL-6 myszom 116'1

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004



powoduje spadek masy ciata i spadek stezenia lepty-
ny w krwi [112]. IL-6 moze dziata¢ podobnie jak lep-
tyna, tzn. wptywaé na mase ciata poprzez aktywacje
odpowiednich receptoréw w podwzgoérzu [47, 112].

I11-3. Transformujacy czynnik wzrostu p

Transformujacy czynnik wzrostu P (TGF-P) nale-
zy do rodziny cytokin. U cztowieka wystepuje w
trzech formach kodowanych przez rdézne geny
(TGFB1, TGFB2 i TGFB3) i syntetyzowanych w
wielu typach komorek, w ktorych zachodzi takze
synteza receptoréw TGF-p [114]. Wykazano, ze
transformujacy czynnik wzrostu P jest syntetyzowa-
ny w wisceralnej i podskérnej tkance ttuszczowej
cztowieka, a ilos¢ powstajagcego TGF-p jest wprost
proporcjonalna do stopnia otytoSci [115]. Podwyz-
szony poziom TGF-P w surowicy zaobserwowano
réwniez w cukrzycy typu 2 [116].

Ekspresja genu TGF-P jest regulowana gtdwnie
przez TNF-a. Podanie TNF-a indukuje ekspresje
genu TGF-P w tkance ttluszczowej otytych myszy
[117]. U ludzi zaobserwowano silng korelacje po-
miedzy iloScig MRNA TNF-a i TGF-p w wisceralnej
tkance ttuszczowej, co sugeruje udziat TNF-a w re-
gulacji syntezy TGF-P rowniez w tkance ttuszczowej
cztowieka [115].

TGF-p moze wptywac na ekspresje niektérych ge-
néw w tkance ttuszczowej, miedzy innymi jest sil-
nym induktorem ekspresji genu kodujacego PAI-1.
Wykazano, ze w hodowli ludzkich preadipocytéw
pochodzacych z podskornej tkanki tltuszczowej
otytych pacjentéw TGF-P 1 indukuje synteze PAI-1
[118]. Ponadto TGF-P hamuje r6znicowanie ludz-
kich adipocytéw w hodowli pierwotnej [119].

I11-4. Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn

Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyh (VEGF) jest
glikoproteing wystepujgca w postaci kilku izoform,
ktére powstajg w wyniku alternatywnego sktadania
ekson6w genu VEGF i zbudowane sg ze 121, 145,
165, 183, 189 i 206 aminokwasow, przy czym
VEGF1%jest formg dominujgcg [120, 121]. Aktyw-
ny czynnik wzrostu srédbtonka naczyn jest homodi-
merem o0 masie od 34 do 46 kDa [120].

VEGF powstaje w réznych tkankach, miedzy in-
nymi w tkance tluszczowej [120, 122]. W regulacji
ekspresji genu VEGFbierze udziat wiele czynnikéw.
Jednym z najwazniejszych jest niedotlenienie, ktére
prowadzi do aktywacji transkrypcji genu i zwieksze-
nia stabilizacji mRNA tego czynnika wzrostu [120,
122]. Do indukcji ekspresji i wzmozonego wydziela-
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nia VEGF dochodzi takze pod wptywem TGF-P i in-
nych czynnikéw wzrostu, jak IGF-1 czy EGF [120].
Ekspresja genu VEGF jest regulowana rowniez przez
interleukiny, m.in. IL-6. Gen kodujgcy VEGF ulega
wzmozonej ekspresji podczas réznicowania komo-
rek, np. preadipocytéw w adipocyty, czemu towarzy-
szy zwigkszone wydzielanie VEGF [123]. Wykaza-
no ponadto, ze ekspresja genu VEGF w adipocytach
jest pod kontrolg insuliny, ktéra w fizjologicznym
stezeniu stymuluje synteze i wydzielanie VEGF
[124].

Receptory VEGF, VEGFR-1 i VEGFR-2, wyste-
puja gtéwnie na powierzchni komorek $rodbtonka i
komorek szpiku kostnego [120]. Jednak miejscem
dziatania tego powstajgcego w wielu typach komo-
rek czynnika wzrostu sg przede wszystkim komorki
srédbtonka, w ktérych aktywacja receptora
VEGFR-2 prowadzi do stymulacji wzrostu i po-
dziatéw.

VEGF nalezy do najwazniejszych czynnikéw an-
giogennych — dziatajacych parakrynnie cytokin,
ktore stymulujg proces angiogenezy, czyli powsta-
wania nowych naczyn krwionos$nych (np. podczas
rozwoju zarodka itworzenia kosci) [120]. VEGF bie-
rze réwniez udzial w patologicznej angiogenezie
zwigzanej z roznymi schorzeniami, m.in. z rozwojem
nowotworéw. Uwaza sie, ze VEGF moze takze
petni¢  role parakrynnego przekaznika dla
dziatajgcych posrednio czynnikow angiogennych,
takich jak TGF-p.

IV. Biatka zwigzane z przemianami lipidow
i lipoprotein

IV-1. Lipaza lipoproteinowa

Lipaza lipoproteinowa (LPL) zostala poznana
jako jedno z pierwszych biatek wydzielanych przez
adipocyty [125]. Komérki tkanki tluszczowej sg
gtdbwnym miejscem powstawania LPL. Poza tkankg
tluszczowa znaczace ilosci tego enzymu sg syntety-
zowane w mies$niach. Lipaza lipoproteinowa, pro-
dukt genu LPL, sktada sie z 475 aminokwasow, z kt6-
rych 27 to sekwencja sygnatowa, nie wystepujgca w
dojrzatym biatku [126].

Ekspresja genu LPL jest regulowana na wielu eta-
pach, poczgwszy od transkrypcji genu, poprzez mo-
dyfikacje mRNA itranslacje oraz szereg zmian post-
translacyjnych, takich jak glikozylacja i dimeryza-
cja, koniecznych do petnej aktywacji enzymu [127,
128]. Aktywno$¢ LPL w tkance ttuszczowej zmienia
sie w zaleznosci od stanu odzywienia organizmu i
wzrasta po positku, przy czym zmiany te nie sg
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zwigzane ze wzrostem ekspresjigenu LPL [129]. Po-
nadto, podwyzszong aktywno$¢é LPL obserwuje sie
w tkance ttuszczowej oséb otytych [129]. Duzg role
w regulacji aktywnosci enzymatycznej LPL odgry-
wajg apolipoproteiny. Apolipoproteina C Il (apoC 1)
jest aktywatorem LPL — defekt apoC Il prowadzi do
hiperchylomikronemii, natomiast apoC Ill, apoE i
apoA | hamujg aktywnos$¢ LPL [130].

W ludzkim genie LPL opisano niemal 100 natural-
nie wystepujacych mutacji [131, 132]. Wigkszo$¢ z
nich prowadzi do obnizenia aktywnosci enzymu, co z
kolei czesto wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem za-
chorowania na miazdzyce. Jedynie mutacja

protein krwi, gtownie chylomikronéw, VLDL i
HDL, i moze przemieszczac sie pomiedzy tymi lipo-
proteinami. W odréznieniu od wiekszosci apolipo-
protein, ktére powstajg przede wszystkim w watro-
bie i wjelicie, apoE jest syntetyzowana i wydzielana
takze przez inne tkanki czy narzady, w tym przez
tkanke ttuszczowa [133, 134]. Ekspresja genu APOE
zachodzi zar6wno w ludzkiej tkance ttuszczowej, jak
i w adipocytach 3T3-L1 ijest regulowana przez ste-
zenie wewnatrzkomdérkowego cholesterolu [134],
ApoE z kolei moze wptywaé na wewnatrzkomérko-
wy metabolizm cholesterolu poprzez utatwianie
wyptywu cholesterolu z komarki.

tkanka tluszczowa

Regulacja apetytu (wptyw

na o$rodkowy uktad nerwowy):
- leptyna

- ASIP

- oreksyny

- galanina

Homeostaza glukozy i regulacja
wrazliwos$ci na insuline:

- adiponektyna -TNF-a
- rezystyna - IL-6
-ASIP -ASP

Funkcjonowanie uktadu
rozrodczego:
- leptyna

Funkcjonowanie uktadu krazenia:

- adiponektyna - LPL

- galanina - apoE

-TNF-a - CETP

- 1L-6 - PLTP

-TGF-p - angiotensynogen
- VEGF - PAI-1

Ryc. 2. Funkcje fizjologiczne biatek wydzielanych przez tkanka ttuszczowa. Objasnienia skrétow jak przy Ryc. 1

Serd447-stop, ktérej czestotliwosé w Europie wynosi
prawie 20%, jest zwigzana z podwyzszong aktywno-
$cig LPL i obnizonym stezeniem triacylogliceroli w
krwi, a jej wystepowanie moze chroni¢ przed miaz-
dzyca i chorobg wieficowg [131].

LPL odgrywa duzgrole w metabolizmie lipidow i
lipoprotein. Enzym ten znajduje sie na powierzchni
Srodbtonka naczyn wiosowatych i odpowiada za hy-
drolize triacylogliceroli w chylomikronach i VLDL,
podczas ktorej uwalniane sg z tych lipoprotein kwasy
ttuszczowe. Pobrane kwasy ttuszczowe stuzg do re-
syntezy triacylogliceroli w adipocytach, natomiast w
mie$niach szkieletowych i w mie$niu sercowym sa
wykorzystywane jako substraty energetyczne. Uwa-
za sig, ze podwyzszona aktywnos$¢ LPL w tkance
ttuszczowej moze by¢ jedng z przyczyn otytoSci.

IV-2. Apolipoproteina E

Apolipoproteina E (apoE) jest waznym skiadni-
kiem biatkowym wystepujagcym na powierzchni lipo-
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Ludzka apoE, zbudowana z jednego tancucha po-
lipeptydowego liczagcego 299 aminokwasow, jest li-
gandem rozpoznawanym przez wiele receptorow li-
poprotein [134]. Obecno$¢ apoE na powierzchni li-
poprotein umozliwia ich pobieranie przez komorki
réznych tkanek [134]. ApoE posredniczy miedzy in-
nymi w pobieraniu remnantédw chylomikrondw,
VLDL i HDL przez watrobe [135]. O tym, jak wazna
role petni apoE w przemianach lipoprotein, Swiadczy
fakt, ze brak biatka apoE lub jego nieprawidtowa bu-
dowa prowadzi do nagromadzenia w krwi lipoprote-
in bogatych w cholesterol i do rozwoju miazdzycy
[135]. W wyniku polimorfizmu ludzkiego genu
APOE powstaje 30 wariantéw biatka apoE, w tym
trzy gtowne izoformy (E2, E3 i E4), z ktérych apoE3
jest najbardziej powszechna [136]. Wystepowanie
apoE?2 i apoE4 wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem
zachorowania na choroby ukfadu krgzenia [137,
138]. ApoE2 z powodu zamiany jednego z amino-
kwas6w ma mniejsze powinowactwo do receptorow
lipoprotein [137]. U o0s6b, u ktérych wystepuje tylko
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forma apoE2, obserwuje sie nagromadzenie IDL i
remnantéw chylomikronow, co moze prowadzi¢ do
hiperlipoproteinemii typu Il (dysbetalipoproteine-
mii) i przedwczesnej miazdzycy [137]. Obecnos$é
niektérych wariantow apoE4 wigze sie z obnizonym
poziomem apoE w krwi oraz podwyzszonym pozio-
mem cholesterolu, LDL i lipoproteiny (a), ktére sa
czynnikami ryzyka w chorobie wiefcowej [138].

IV-3. Biatko przenoszace estry cholesterolu

Kodowane przez gen CETP biatko przenoszace
estry cholesterolu (CETP) jest hydrofobowg gliko-
proteing wydzielang gtéwnie przez watrobe, $ledzio-
ne i tkanke ttuszczowa [139, 140]. Biatko CETP
skltada sie z 476 aminokwasow i krazy w krwi
w potaczeniu z HDL.

Ekspresja genu kodujagcego CETP jest wyzsza w
podskornej tkance ttuszczowej w poréwnaniu z wi-
sceralng [10]. Dieta bogata w cholesterol wywotuje
zwiekszong ekspresje genu CETP [141, 142]. Wyka-
zano, ze istnieje zalezno$¢ miedzy iloScia mMRNA
CETP a zawartos$cig cholesterolu w btonie komadrko-
wej adipocyta — poziom tego mRNA jest wyzszy w
komérkach, ktorych btony zawierajg wiecej chole-
sterolu [139]. Stezenie biatka CETP ijego aktywnosé
w krwi sg podwyzszone u otytych pacjentéw [143].
Zaobserwowano takze dodatnig korelacje aktywno-
§ci CETP z BMI oraz spadek aktywnosci tego biatka i
jego stezenia w krwi towarzyszacy obnizeniu masy
ciata [143].

Biatko CETP uczestniczy w przenoszeniu estrow
cholesterolu, triacylogliceroli i, w mniejszym stop-
niu, fosfolipidow miedzy lipoproteinami krwi; jed-
nak gtéwna jego funkcjg jest przenoszenie estréw
cholesterolu z HDL do lipoprotein takich jak VLDL,
IDL i LDL. Uwaza sie, ze CETP odgrywa kluczowg
role w zwrotnym transporcie cholesterolu, procesie
bardzo istotnym w zapobieganiu miazdzycy naczyn.
CETP bierze rowniez udziat w katabolizmie HDL,
aktywowanym w obecnos$ci apolipoprotein apoA |
i apoC Ill [141, 143, 144]. Mutacje w genie CETP,
prowadzace do niedoboru biatka przenoszacego es-
try cholesterolu, wigzg sie z podwyzszonym pozio-
mem HDL iobnizonym poziomem LDL w krwi [140,
145]. W zaleznosci od rodzaju mutacji w wyniku nie-
doboru CETP powstajg r6zne populacje HDL, mie-
dzy innymi obserwuje sie nagromadzenie bardzo du-
zych, nieprawidtowo zbudowanych HDL, zawie-
rajacych wiekszo$¢ znanych apolipoprotein [145].
Mimo to uwaza sie, Zze mutacje w genie CETP, szcze-
gblnie te prowadzace do zwiekszenia ilosci pra-
widtowo zbudowanych HDL, sg w wiekszosci przy-
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padkéw zwigzane z obnizonym ryzykiem zachoro-
wania na chorobe wieficowg [145].

1V-4. Biatko przenoszace fosfolipidy

Biatko przenoszgce fosfolipidy (PLTP) jest pro-
duktem genu PLTP ipowstaje w wielu typach komé-
rek, jednak gdy uwzglednimy mase tkanki czy
narzadu, waznymi miejscami syntezy PLTP okazujg
sie watroba i tkanka ttuszczowa [10, 146], Wydziela-
ne biatko jest glikoproteing o masie ok. 80 kDa
[147]. Aktywno$¢ PLTP jest dodatnio skorelowana z
BMI (jest wyzsza u 0s0b otylych), catkowitym steze-
niem cholesterolu i triacylogliceroli w krwi oraz z
opornos$cigna insuline [10, 148]. Dieta bogata w cho-
lesterol zwieksza stezenie i aktywno$¢ PLTP w krwi
[140].

Gtéwng funkcjg PLTP jest przenoszenie lipidéw,
przede wszystkim fosfolipidéw i diacylogliceroli,
pomiedzy lipoproteinami bogatymi w triacyloglice-
role a HDL [149]. PLTP odgrywa réwniez istotng
role w metabolizmie HDL, uczestniczac we wzajem-
nych przemianach r6znych frakcji HDL (HDL3,
HDL2 i preP-HDL). Zaobserwowano, ze PLTP bie-
rze udziat w powstawaniu HDL2 i preP-HDL z
HDL3, co moze stymulowa¢ zwrotny transport cho-
lesterolu [150].

V. Biatka zwigzane z funkcjonowaniem
uktadu kragzenia

V -l. Angiotensynogen

Angiotensynogen, produkt genu AGT i prekursor
angiotensyn, jest jednym ze sktadnikéw uktadu reni-
na-angiotensyna (RAS), ktory odgrywa istotng role
w regulacji ci$nienia tetniczego krwi i poprzez
dziatanie angiotensyny Il wptywa na uktad serco-
wo-naczyniowy oraz gospodarke wodno-elektroli-
towg organizmu [151]. Niezaleznie od systemowego
uktadu renina-angiotensyna w wielu tkankach i
narzgdach, w tym w tkance tluszczowej, dziatajg lo-
kalne uktady renina-angiotensyna, regulujgce funk-
cjonowanie tych tkanek czy narzadow.

W tkance ttuszczowej cztowieka powstaje angio-
tensynogen, a wraz z nim syntetyzowane sg enzymy
niezbedne do jego przemian (renina, konwertaza an-
giotensyny, katepsyna D i G) oraz oba typy recepto-
réw angiotensyny (AT 1i AT 2) [5, 151, 152]. Eks-
presja genu AGT wzrasta podczas réznicowania adi-
pocytéw iutrzymuje sie na podwyzszonym poziomie
w dojrzatych adipocytach [153]. Zmiany hormonal-
ne i metaboliczne towarzyszace otytosci i opornosci
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na insuline zwiekszajg synteze i wydzielanie angio-
tensynogenu przez adipocyty. Ekspresja genuAG Tw
tkance ttuszczowej jest dodatnio skorelowana z BMI
i wzrasta wraz ze wzrostem otytosci [154]; ponadto
jest aktywowana przez wolne kwasy ttuszczowe,
glukokortykosteroidy, a takze przez czynniki obni-
zajgce wrazliwosé komdrek na insuline, jak TNF-a
[153, 155]. llo$¢ powstajacego w tkance ttuszczowej
angiotensynogenu zalezy rowniez od diety, spada
podczas gtodzenia i rosnie po spozyciu pokarmu, co
sugeruje istotng role insuliny w regulacji ekspresji
genu AGT [156]. Stymulujacy wptyw insuliny na
synteze angiotensynogenu zostat rzeczywiscie wy-
kazany w izolowanych ludzkich adipocytach [157].
Synteza angiotensynogenu zachodzi z rozng wydaj-
noscia w poszczegolnych rodzajach tkanki ttuszczo-
wej, jego stezenie jest wyzsze w wisceralnej niz w
podskornej tkance ttuszczowej [10, 152],

Produkty hydrolizy angiotensynogenu, jak angio-
tensyna Il, dziatajg miejscowo, w spos6b autokrynny
i parakrynny modulujgc wzrost tkanki ttuszczowej.
Angiotensyna Il stymuluje przeksztatcenie preadipo-
cytow w adipocyty i zwieksza synteze lipidow w adi-
pocytach poprzez indukcje genéw enzymdw lipo-
gennych, takich jak syntaza kwaséw ttuszczowych i
dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa [5, 158].
Sugeruje to, ze tkanka ttuszczowa poprzez wytwa-
rzanie angiotensynogenu moze w pewnym stopniu
regulowac swdj wzrost i metabolizm. Prawdopodob-
nie zwiekszona synteza angiotensynogenu w tkance
ttuszczowej odgrywa role w rozwoju otytosci u lu-
dzi. Rosngce wraz ze wzrostem ilosci tkanki
ttuszczowej stezenie pochodzgcego z tej tkanki an-
giotensynogenu (i angiotensyny 1) w krwi moze by¢
przyczyng nadcisnienia u otytych pacjentéw.

V-2. Inhibitor aktywatora plazminogenu 1

Inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1), ko-
dowany przez gen SERPINEL i nalezacy do rodziny
inhibitorow proteaz serynowych (serpin), jest
biatkiem zwigzanym z fibrynolizg [6]. Biatko to ha-
muje aktywacje plazminogenu, prekursora hydroli-
zujacej fibryne plazminy [159]. PAI-1 powstaje w
tkance ttuszczowej, hepatocytach, komdrkach mie-
$ni gtadkich, komérkach srodbtonka i fibroblastach,
a nastepnie jest wydzielany do krwi jako biatko zbu-
dowane z 379 aminokwaséw [459-161].

Ekspresja genu kodujgcego PAI-1 jest indukowa-
na przez wiele czynnikdw, m.in. insuling, angioten-
syne Il, TGF-P i TNF-a [159, 161-163]. Niektore z
tych czynnikéw sg, podobnie jak PAI-1, wydzielane
przez tkanke tluszczowa. Wykazano, ze stezenie
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PAI-1 w krwi osob otytych jest podwyzszone [115,
160, 161]. Poniewaz tkanka ttuszczowa odgrywa
znaczgcg role w syntezie PAI-1, wzmozona synteza i
wydzielanie PAI-1 przez tkanke ttuszczowa jest naj-
prawdopodobniej gtéwng przyczyng wzrostu steze-
nia tego biatka w krwi 0séb otytych [115]. Otytosci i
cukrzycy typu 2 towarzyszy zwiekszona czestotli-
wos$¢ wystepowania chorob uktadu krazenia. Wydaje
sie, ze moze to by¢ zwigzane ze wzrostem poziomu
PAI-1 w krwi [115].

VI. Skiadniki dopetniacza
VI-1. Adypsyna

Adypsyna, okreslana mianem sktadnika D
dopetniacza, jest proteazg serynowg uczestniczgcg w
alternatywnej Sciezce dopetniacza [7, 164],

Gtéwnym miejscem syntezy adypsyny u cztowie-
kajest tkanka ttuszczowa [164, 165]. Rozwd0j stopnia
otytosci wigze sie ze zwiekszong ekspresjg ko-
dujacego adypsyne genu DF w ludzkiej wisceralnej i
podskornej tkance ttuszczowej [165]. Wzrost masy
ciata prowadzi jednak do wiekszych zmian ekspresji
genu DF w wisceralnej tkance ttuszczowej w poréw-
naniu z podskdrng [165]. Ponadto, ekspresja genu
kodujacego adypsyne jest wrazliwa na zmiany diety
— poziom mRNA adypsyny ros$nie podczas gtodze-
nia i spada po positku [166]. Stezenie adypsyny w
krwi odzwierciedla zmiany ekspresji genu DF w
tkance ttuszczowej i jest dodatnio skorelowane z
BMI oraz ze stezeniem insuliny [167, 168]. U o0s6b
otytych i w cukrzycy typu 2 obserwuje sie podwyz-
szone stezenie adypsyny w krwi [167, 168]. Stezenie
to spada wraz ze spadkiem masy ciata [168].

Adypsyna, wraz z pochodzagcym z adipocytéw
czynnikiem B, bierze udziat w procesie hydrolizy
sktadnika C3 dopetniacza, prowadzacej do uwolnie-
nia C3a, prekursora biatka stymulujgcego acylacje

[71.
V1-2. Biatko stymulujgce acylacje

Biatko stymulujace acylacje (ASP), nazywane
takze C3ades-Arg, powstaje z kodowanego przez gen
C3 skiadnika C3 dopetniacza [7]. Skiadnik C3
dopetniacza oraz biatka niezbedne dojego przemian,
adypsyna i czynnik B, sa syntetyzowane w doj-
rzatych adipocytach [7, 10, 169]. Podobnie jak w
przypadku adypsyny, poziom mRNA C3 jest wyzszy
w wisceralnej tkance ttuszczowej w pordwnaniu z
podskorna [10]. Proces powstawania ASP z C3 za-
chodzi na zewnatrz komorki. C3, adypsyna i czyn-
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nik B sg wydzielane poza komérke, a nastepnie C3
jest hydrolizowany przez adypsyne w obecnosci
czynnika B. W wyniku hydrolizy uwalniany jest 77-
-aminokwasowy N-koncowy fragment nazywany
C3a [7]. Znajdujaca sie w krwi karboksypeptydaza
odcina koncowag arginine tworzgc ASP o masie okoto
8,9 kDa [169]. Poniewaz stezenie ASP jest nizsze od
stezenia jego prekursora, C3, wydaje sig, ze moze
by¢ regulowane przez zmiany ilosci lub aktywnosci
biatek uczestniczagcych w hydrolizie C3, np. czynni-
ka B i adypsyny [165]. Stezenie ASP w krwi, dodat-
nio skorelowane z BMI, poziomem insuliny i ze ste-
zeniem triacylogliceroli, wzrasta wraz z rozwojem
otytosci, cukrzycy, hiperlipidemii i u pacjentéow z
chorobg wieficowg [167, 170, 171].

ASP peini prawdopodobnie wiele funkcji w meta-
bolizmie tkanki ttuszczowej, miedzy innymi bierze
udziat w regulacji syntezy triacylogliceroli [172,
173]. ASP, aktywujac Sciezke sygnatowg kinazy
biatkowej C, stymuluje przemieszczanie sie trans-
porteréw glukozy na powierzchnie komorki [174,
175]. Opisane dziatanie ASP wigze sie ze zwiekszo-
nym transportem glukozy do adipocytow i zwiek-
szong syntezg glicerolo-3-fosforanu niezbednego do
syntezy triacylogliceroli. Ponadto ASP moze stymu-
lowaé pobieranie kwasow ttuszczowych z chylomi-
kronéw przez adipocyty [172]. ASP stymuluje synte-
ze triacylogliceroli poprzez zwiekszenie ilosci nie-
zbednych substratéw (glicerolo-3-fosforanu i kwa-
sow ttuszczowych) oraz przez aktywacje acylotrans-
ferazy diacyloglicerolowej [173]. ASP moze takze,
poprzez wptyw na aktywnos$¢ fosfodiesterazy, hamo-
wac aktywnos¢ lipazy zaleznej od hormondw [176].

ASP wigze sie z powierzchnig adipocytéw, jednak
receptor ASP nie zostat jeszcze poznany [177]. Po-
nadto ASP moze wptywac¢ na funkcjonowanie réz-
nych komorek, znajdujgcych sie poza tkanka
tluszczowa, co sugeruje dziatanie endokrynne tego
biatka. Miedzy innymi ASP dziata bezposrednio na
komorki p trzustki i stymuluje uwalnianie insuliny
[178].

VIl. Podsumowanie

Tkanka ttuszczowa cztowieka jest miejscem bio-
syntezy wielu aktywnych biologicznie biatek i pep-
tydow, ktére po wydzieleniu przez adipocyty
dziatajg poza obrebem tej tkanki. Uwalniane do krwi
biatka, dzieki obecnosci swoistych receptorow na
powierzchni komérek innych tkanek, dzialajg jak
klasyczne hormony wptywajac na metabolizm doce-
lowych tkanek i narzgdéw. Za posrednictwem tych
hormonoéw tkanka ttuszczowa komunikuje sie z inny-
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mi tkankami i narzagdami, a zmiany metabolizmu i
masy tkanki ttuszczowej znajdujg odbicie w zmia-
nach metabolicznych catego organizmu. Dzieki adi-
pocytokinom tkanka tluszczowa odgrywa istotng
role w wielu procesach fizjologicznych (Ryc. 2).
Bierze udziat w regulacji przemian energetycznych
organizmu — poprzez adiponektyne, rezystyne,
ASIP, TNF-a, interleukine 6 i ASP uczestniczy w
homeostazie glukozy iregulacji wrazliwosci na insu-
line. Dzialanie leptyny, ASIP, oreksyn i galaniny na
osrodkowy uktad nerwowy pozwala tkance ttuszczo-
wej na udziat w regulacji sytosci. Tkanka ttuszczowa
przez adiponektyne, galanine, TNF-a, interleuki-
ne 6, TGF-P, VEGF, lipaze lipoproteinowga, apoE,
CETP, PLTP, angiotensynogen i PAI-1 wywiera
wptyw na funkcjonowanie uktadu krazenia. Ponadto
leptyna wydzielana przez tkanke ttuszczowg moze
uczestniczy¢ w regulacji funkcjonowania uktadu
rozrodczego. Adipocytokiny wydzielane przez tkan-
ke ttuszczowg dziatajg takze w obrebie tej tkanki, w
sposob auto- i parakrynny regulujac takie procesy,
jak podziaty komorkowe i r6znicowanie adipocytow
oraz dopasowujac metabolizm tkanki ttuszczowej do
aktualnych potrzeb energetycznych organizmu.

Mimo ze nie wszystkie funkcje fizjologiczne
omawianych adipocytokin zostaty poznane, mozna
zauwazy¢, ze wiekszo$¢ z nich uczestniczy w regula-
cji rownowagi energetycznej organizmu, za$ zmiany
metaboliczne wywotane wzrostem lub spadkiem ak-
tywnosci wydzielniczej tkanki tluszczowej moga
prowadzi¢ do tak zwanych choréb metabolicznych:
nadcisnienia, miazdzycy i cukrzycy typu 2. Wydaje
sie w zwigzku z tym, Ze biatka wydzielane przez
tkanke ttuszczowag lub ich geny moga stanowi¢ cel
dziatania farmakologicznego w terapii otytosci i in-
nych schorzeh metabolicznych.
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Wykaz stosowanych skrotéow: AGE — pdzne produkty glikacji
(ang. advancedglycosylation endproducts)’, AGE-BSA — albu-
mina zmodyfikowana AGE; AGE-R1/R2/R3 — ztozony recep-
tor péznych produktéw glikacji; AGR-R1, AGR-R2, AGR-R3
— podjednostki ztozonego receptora p6znych produktéw glika-
cji; apo A-1 — apolipoproteina A-l; c-Src — rodzina cytopla-
zmatycznych kinaz tyrozynowych; EGFR — receptor naskorko-
wego czynnika wzrostu; eNOS — $rédbtonkowa syntaza tlenku
azotu; HDL— lipoproteina o duzej gestosci (ang high density li-
poprotein)', HUVEC — linia komorek $rédbtonka ludzkiej zyty
pepowinowej; IP3— 1, 4, 5 trifosforan inozytolu; LDL— lipo-
proteina o matej gestosci (ang. low density lipoprotein)', MAP
-kinaza biatkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen ac-
tivated protein)’, MSR-A receptor zmiatajacy typu | klasy A
(ang. macrophage scavenger receptor)’, NEM — N-metyloma-
leimid; NSF — biatko fuzujgce wrazliwe na N-metylomaleimid;
PDGFR — receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu; PV-1
— glikoproteina btonowa i antygen przeciwcial monoklonal-
nych przeciwko kaweolom komérek srodbtonka; Rab — rodzi-
na biatek biorgcych udziat w docelowym kierowaniu i fuzji
bton; RAGE — receptor wigzacy p6zne produkty glikacji (ang.
receptorfor advanced glycosylation end products)', Ras — ro-
dzina biatek onkogennych; SNAP — rozpuszczalne biatko
wigzace NSF (ang. soluble NSF attachment protein)’, SR-Bl —
receptor zmiatajacy typu | klasy B (ang.scavenger receptor class
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B type /); W Os — organelle pecherzykowo-wodniczkowe
(ang. vesiculo-vacuolar organelles).

I. Wprowadzenie

W komoérkach ssak6w ma miejsce szereg proce-
séw utatwiajgcych internalizacje  okres$lonych
czasteczek i ich transport do poszczegélnych obsza-
réw cytoplazmy. Procesy te, nazwane endocytoza,
obejmujg endocytoze przy udziale lub bez udziatu
klatryny. Proces endocytozy zachodzacy za pos$red-
nictwem dotkéw i pecherzykéw optaszczonych kla-
tryng stanowi droge dostarczania ze Srodowiska zew-
netrznego substancji niezbednych do prawidiowego
funkcjonowania komorek ssakoéw. Dzieki rozwojowi
nowych technik analitycznych bada sie szlaki endo-
cytarne przebiegajace bez udziatu klatryny, ktére nie
wykorzystujg dotkéw i pecherzykdw optaszczonych
klatryng, czy innymi elementami optaszczenia, do
internalizacji biatek wbudowanych w plazmoleme
oraz do kierowania czasteczek do endosomow lub li-
zosomow. Do selektywnego transportu czasteczek
wykorzystujg ~ natomiast  niejednorodno$¢  w
biatkowo-lipidowej budowie plazmolemy oraz
strukturalne skiadniki dynamicznych mikrodomen
btony, wpuklajacych sie do komorki [1, 2]. R6zno-
rodnos¢ szlakéw endocytarnych, w ktérych nie jest
wykorzystywana klatryna, zwigzana jest z wychwy-
tem zaréwno duzych, jak i matych czgsteczek roz-

POSTEPY BIOCHEMII 50(3), 2004



puszczalnych w ptynie miedzykomérkowym. Od-
kryto r6zne mechanizmy wychwytu zachodzace bez
udziatu klatryny przez nieoptaszczone dotki (kawe-
ole), makropinosomy i przez mato poznane drogi
konstytutywne przy wpuklaniu plazmolemy. Marke-
ry endocytozy niezaleznej od klatryny, umiejscowio-
ne w btonie plazmatycznej, obejmuja dynamiczne re-
giony tej btony odporne na dziatanie detergentéw
oraz bogate w cholesterol, glikosfingolipidy, gliko-
zofosfatydyloinozytol — kotwiczacy biatka oraz
inne nieliczne biatka transportowe [1].

Kaweole sg to kolbkowate wgtebienia plazmole-
my do cytoplazmy. Struktury tworzgce iutrzymujgce
te wgtebienia plazmolemy, tworzg czgsteczki kawe-
oliny, biatka nalezagcego do rodziny Dbiatek
wigzgcych cholesterol. Kaweole obecne w wielu ty-
pach komérek sa szczegdblnie liczne w komorkach
Srédbtonka [1]. Kilkadziesigt receptorow btono-
wych, czasteczek sygnatowych i no$nikdw btono-
wych umiejscawia sie w kaweolach. Dlatego uwaza
sie, ze kaweole zwigzane sg z endocytozg czy irans-
cytozg makroczasteczek oraz z transdukcjg sygnatu
w obrebie komérki [2].

W warunkach fizjologicznych grupa ketonowa
tancuchowej formy cukréw redukujacych reaguje z
wolng grupg aminowag biatek tworzac zwigzek typu
zasady Schiffa (aldoimina). Aldoiminy podlegaja
powolnej przebudowie tzw. przegrupowaniu Ama-
dori, do formy ketoaminowej, zwanej produktem
wczesnego stadium reakcji Maillarda. Ketozyloami-
ny podlegajg dalszej przemianie pod wptywem réz-
nych procesow, ktdre trwajg od kilku miesiecy do kil-
kunastu lat i prowadzg do formowania p6znych pro-
duktéw glikacji (ang. advanced glycosylation end-
products, AGE). Zwolniony obrét metaboliczny
biatek oraz podniesiony poziom cukru przyspieszaja
proces nieenzymatycznej glikacji. Takie warunki po-
jawiajg sie m.in. w cukrzycy, podczas dtugotrwatej
dializy oraz w procesach starzenia [3]. AGE modyfi-
kujg zaréwno strukture biatek, jak i funkcje koma-
rek, przez oddziatywanie za specyficznymi recepto-
rami powierzchniowymi: receptorem wigzacym poz-
ne produkty glikacji (ang. receptorfor advanced gly-
cosylation endproducts, RAGE); receptorem zmia-
tajacym typu | klasy A (ang. macrophage scavenger
receptor A, MSR-A); receptorem zmiatajgcym typu |
klasy B (ang. scavenger receptor class B type I,
SR-BI); z glikoproteing CD36 oraz z receptorem
ztozonym AGE-R1/R2/R3 [3-6].

Obecnosé receptoréw AGE w kaweolach komé-
rek srédbtonka Swiadczy o ztozonosci prawdopodob-
nych kaskad sygnalizacyjnych, ktére moga byé
zwigzane bezposrednio lub posrednio z patologicz-
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nymi zmianami w uktadzie naczyniowym w przebie-
gu cukrzycy. Praca podsumowuje poznane oraz
wcigz wytaniajace sie whasnosci kaweoli oraz dysku-
tuje ich przypuszczalng role w interakcji pdznych
produktdw glikacji ze specyficznymi receptorami
AGE.

Il. Budowa kaweoli

W celu stworzenia molekularnej definicji kaweoli
prowadzono badania przy uzyciu ligandow znako-
wanych lektynami lub sprzezonych z enzymami de-
gradujgcymi. Uzyskano informacje o ciezarze
czgsteczkowym i typach anten glikanowych obec-
nych w glikoproteinach oraz glikolipidach bton ko-
moérkowych. Stosujgc metody immunocytochemicz-
ne, odkryto antygeny charakterystyczne dla kaweoli
komorek $rodbtonka (kaweoling, biatko PV-1,
btonowa ATP-aze wapniowg) oraz czesciowo tylko
obecne w kaweolach (trombomoduline, receptor
trombinowy, glikoproteine 85/115, biatka G, syntaze
tlenku azotu eNOS, dynaming). Z kolei zastosowanie
kaweoliny-1, jako markera ,,optaszczenia” kaweoli,
umozliwito identyfikacje kaweoli w rédznych typach
komdérek [8, 9]. Kaweole uznano za kuliste lub kol-
bowate wgtebienia btony komérkowej oraz zwigzane
z nig pecherzyki o $rednicy ok. 70 nm. Pochodzace z
przeciwlegtych biegundéw komorki pojedyncze ka-
weole lub ich skupiska mogga ulega¢ fuzji i tworzy¢
organelle pecherzykowo-wodniczkowe (ang. vesicu-
lo-vacuolar organelles, W Os), ktére wystepuja za-
rowno w aktywnym $rdédbtonku, jak i w srédbtonku
guzow litych. W miejscach o silnie sptaszczonych
obszarach brzeznych plazmolemy pojedyncze kawe-
ole moga tgczy¢ sie z obu przeciwlegtymi btonami,
tworzac transendotelialne kanaty [10, 11].

Charakterystyczng cechg kaweoli komorek
$rodbtonka sg cienkie (~5-6 nm), biatkowe btony za-
kotwiczone na brzegach utworzonego zagtebienia,
zwane diafragmami (przestonami) porow (Ryc. 1)
[12]. Poza pojedynczymi kaweolami, diafragmy wy-
stepuja w transendotelialnych kanatach, a takze mie-
dzy kaweolami formujacymi organelle pecherzyko-
wo — wodniczkowe (WOs) w naczyniowym
$rodbtonku guzow litych i w aktywnym $rodbtonku
[11]. Przez potaczenie przeciwlegtych bton w silnie
sptaszczonych czeSciach komorki $rodbtonka po-
wstajg tzw. okienka o $rednicy okoto 62-85 nm. W
miejscach tych dochodzi do wytworzenia diafragm
okienek, ktére stanowiag przedtuzenie zewnetrznej
warstwy btony [13]. Pomiedzy diafragmami porow i
okienek wystepujg istotne roznice [11]. Uwaza sie,
ze $rednica diafragm poréw jest zmienna i zwykle
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mniejsza od $rednicy ich odpowiednikéw w okien-
kach (40 nm vs. 60 nm), ktére majg stosunkowo staty
rozmiar. Wiasciwosci chemiczne obu typow dia-
fragm sa takze odmienne.

nowa wnikata bezposrednio do Swiatta pecherzykdw
ptuc [12]. Diafragmy kaweoli prawdopodobnie
peinig role sita molekularnego dla réznych sktadni-
kéw osocza podobnie jak diafragmy okienek. Do-

S5

/A

kaweole

komorka srédbtonka

- diafragma

kanaty transendotelialne

/ LA
\f

okienka

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy udziat diafragm (przeston) w strukturze kaweoli, kanatéw transendotelialnych i okienek komérek $rodbtonka.

Doktadny opis w tekscie (wg [11, 12, 13] zmodyfikowany).

Porowe diafragmy kaweoli i kanatéw transendote-
lialnych wigzg lektyny, ale nie wigzg kationéw. Z ko-
lei diafragmy okienek nie wigzg lektyn wecale lub
bardzo stabo, ale wykazujg obecno$é ujemnie nata-
dowanych czasteczek np. heparyny i siarczanu hepa-
ranu. Diafragmy okienek maja ksztatt oSmiokatny, a
ich szkielet tworzg promieniste widkienka przepla-
tajgce sie w miejscu zgrubienia. Ponadto, diafragmy
w centralnej czesSci majg charakterystyczne zgrubie-
nia w ksztatcie seka i pozbawione sg lipidow. Struk-
tura porowych diafragm kaweoli i kanatéw transen-
dotelialnych nie moze by¢ poddana szczeg6towym
badaniom z powodu ich matych rozmiaréw i stabej
wytrzymatosci [12]. Stan i wsp. [14] wykazali
obecnos¢ biatka PV-1 w obu typach diafragm. Biatko
tojest glikoproteing btonowg i antygenem dla mono-
klonalnych przeciwciat przeciwko kaweolom komo-
rek srodbtonka. Domena zewngtrzkomdrkowa biatka
PV-1 zawiera fragmenty w ksztatcie zwinietych spi-
ral, ktére moga prawdopodobnie uczestniczy¢ w
tworzeniu wiokienek zakotwiczonych w obreczy
okienka. Badania prowadzone na myszach i szczu-
rach potwierdzity obecnos¢ diafragm porow kaweoli
i biatka PV-1 w ciggtym $rédbtonku naczyn ptucnych
ijezyka oraz we wszystkich srédbtonkach z okienka-
mi [15]. Na podstawie obecno$ci diafragm porow ka-
weoli w tozysku naczyn whosowatych, mozna przy-
puszczac, ze sa one modulatorami endocytozy lub
transcytozy. Wykazano m.in., ze wychwyt przez ka-
weole czasteczek ferrytyny byt ograniczony przez
diafragmy kaweoli, podczas gdy peroksydaza chrza-
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tychczas nie wiadomo, jaka role moga odgrywac
inne wasciwosci transportowanych ligandow (np.
tadunek, budowa chemiczna).

11-1. Biatko kaweoli — kaweolina

Kaweole uporzadkowane sg w liniowym szyku na
obszarze calej btony. Bezposrednim wynikiem linio-
wego rozmieszczenia tych organelli jest wzrost licz-
by filamentdw aktynowych w komérce, co stanowi
dowdd na powigzania kaweoli z cytoszkieletem ko-
morki  [16, 17]. Od strony cytosolu komorek
$rodbtonka i fibroblastow zewnetrzng warstwe ka-
weoli stanowi specyficzny ,,ptaszcz” (odmienny od
»ptaszcza” klatrynowego) odporny na dziatanie wy-
sokiego pH, ekstrakcje niejonowymi detergentami
ale ulegajacy demontazowi pod wplywem lekow
wiazacych cholesterol [18]. Gtéwnym skiadnikiem
optaszczenia jest fosfoproteina — kaweolina (obec-
nie kaweolina-1) (Ryc. 2). Po raz pierwszy zostata zi-
dentyfikowana jako substrat fosforylacji cytopla-
zmatycznej kinazy tyrozynowej (v-Src) w fibrobla-
stach, ktére ulegty transformacji nowotworowej
przez wirus miesaka Rousa. Kaweolina-1 wchodzi
takze w sktad pecherzykéw pochodzacych z sieci
trans aparatu Golgiego [18, 19]. Kaweolina-1tworzy
na terenie cytoplazmy komoérek $rodbtonka kom-
pleksy z tzw. biatkami opiekuriczymi, ktére biorg
udziat w procesie transportu cholesterolu z siateczki
$rodplazmatycznej do btony komoérkowej [20]. W
potgczeniu z wieloma innymi biatkami (NSF,
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SNAPs, dynamina, Rab 5) oraz lipidami (np. gan-
gliozyd GM1) kaweolina-1 bierze takze udziat w fu-
zji pecherzyka transportujgcego z witasciwa btona
docelowg w procesie endocytozy w komorkach
$rédbtonka [21]. W komérkach innych tkanek kawe-
olina-1 wystepuje w pecherzykach wydzielniczych
(wchodzi w skiad lipoprotein), w mitochondriach
oraz w cytosolu [22].

",

~  sfingolipid

j fosfolipid

~  glicerolipid

9 cholesterol
wolny

czasteczka
~  receptora
btonowego

A "k

cj kaweolina

dowej btony majg budowe spirali. Koniec aminowy
biatka kaweoliny (N-koniec) i koniec karboksylowy
(C-koniec) sa zwrocone do cytoplazmy. Kaweoli-
na-1ikaweolina-3 tgczg sie ze swoimi N- i C-konca-
mi, tworzgc 18 cztonowe homooligomery [27]. Po-
wstate czasteczki petnig funkcje strukturalng w two-
rzeniu optaszczenia kaweoli. W przypadku komorek
bez ekspresji kaweoliny czy kaweoli, transfekcja ge-

zewnatrzkomoérkowa powierzchnia btony

QR TTIT

n,

s ‘?unna
0

cyloplazmatyc;zna powierzchnia blony

] domena S-acylacji

J domena strukturalna

domena hydrofobowa

Ryc. 2. Zarys budowy kaweoli. Na rycinie zaznaczono budowa domenowa biatka — kaweoliny i niektére sktadniki lipidowe kaweoli w plazmolemie.

Dok#adny opis w tekscie (wg [8] zmodyfikowany).

Znane sa dwie izoformy kaweoliny-1. kaweoli-
na-la zawierajgca 178 reszt aminokwasowych (24
kDa) i kaweolina-ip o 147 resztach aminokwaso-
wych (21 kDa). Fosforylacja kaweoliny-1 zachodzi
na resztach serynowych i treoninowych pod
wptywem biatkowej kinazy Ca. W fosforylacji reszt
tyrozynowych w kaweolinie-la bierze udziat cyto-
plazmatyczna kinaza tyrozynowa i przypuszczalnie
inne niereceptorowe kinazy tyrozynowe [23]. W ka-
weolach o matym stopniu wgiebienia btony obecna
jest tylko kaweolina-ip, natomiast w innych fenoty-
pach wgtebien wystepujg obie izoformy — a i P—
kaweoliny-1 [24].

Kaweolina-1 jest czeScig rodziny, do ktérej nalezy
takze kaweolina-2 (20 kDa; 149 reszt aminokwaso-
wych) i kaweolina-3 (17,2 kDa; 151 reszt aminokwa-
sowych). Kaweolina-3 wystepuje gtéwnie w komér-
kach miesni poprzecznie prazkowanych, podczas
gdy w komoérkach $rodbtonka, pneumocytach typu 1,
fibroblastach oraz adipocytach obecne sg tylko ka-
weolina-1 i -2 [25, 26].

Wszystkie typy kaweolin zawierajg domene hy-
drofobowg ktora sktada sie z 33 reszt aminokwaso-
wych (Ryc. 2). Odcinki zanurzone w warstwie lipi-
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nem kaweoliny-1pozwala na odtworzenie wgtebien i
optaszczenia kaweoli [28]. Obydwie izoformy kawe-
oliny-1zdolne sg do tworzenia kaweoli de novo, na-
tomiast transfekcja komdrek samym genem kaweoli-
ny-2 nie generuje tych struktur [29]. Reakcja palmi-
tylacji reguluje proces asocjacji kaweoliny z kawe-
olami w komoérkach $rédbtonka. Palmitylacja reszt
cysteinowych kaweoliny-1 i -3 w rejonie C-kofica
jest procesem potranslacyjnym i nieodwracalnym.
Proces acylacji stabilizuje oligomery kaweoliny,
przez co odgrywa wazng role we wzmocnieniu
potgczen miedzy domenami hydrofobowymi czgste-
czek kaweoliny [27, 30]. W sasiedztwie domeny hy-
drofobowej znajduje sie domena strukturalna odpo-
wiedzialna za interakcje z czasteczkami sygnatowy-
mi. W obrebie kaweoliny zidentyfikowano takze do-
meny odpowiedzialne za transport czasteczek do ka-
weoli i do aparatu Golgiego [17, 31].

11-2. Lipidy kaweoli

W kaweolach réznych typow komérek stwierdzo-
no obecnos¢ sktadnikdw lipidowych (Ryc. 2). Kawe-
olina-1 silnie wigze wolny cholesterol komorkowy
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oraz sztuczne liposomy fosfolipidowe. Czasteczki
cholesterolu stabilizujg oligomery kaweoliny. W
zewnatrzplazmatycznej warstwie kaweoli wystepuja
takze sfingolipidy (sfingomielina, ceramidy, gan-
gliozydy), glikosfingolipidy (gangliozyd GM1) i
kwasy ttuszczowe [32]. W komorkach srodbtonka,
miesni gtadkich i fibroblastow skéry zaobserwowa-
no zwigzek miedzy wysokim stezeniem wolnego
cholesterolu komérkowego i zwiekszeniem ilosci
kaweoli lub kaweoliny a wzrostem zewngtrzkomoér-
kowego stezenia lipoprotein o matej gestosci (ang.
low density lipoprotein, LDL) [32]. Z kolei, wpltyw
gtéwnej frakcji lipoprotein o duzej gestosci (ang
high density lipoprotein, a-HDL) na kaweole zalezy
od wystepowania biatek transportowych w kawe-
olach oraz od zawartosci cholesterolu i estru chole-
sterylu w czasteczce HDL. W kaweolach makrofa-
gbéw wystepuje receptor SR-B1, ktory nie zawiera
domeny strukturalnej charakterystycznej dla innych
biatek wigzgcych sie z kaweoling. Receptor SR-B1
posredniczy w selektywnej internalizacji estréw cho-
lesterolu pochodzacych z HDL oraz w dwukierunko-
wej wymianie wolnego cholesterolu pomiedzy ko-
morka a srodowiskiem zewnetrznym [33]. Ponadto,
HDL i ich gtowna apolipoproteina A-I (apo A-1)
prawdopodobnie modyfikujag transdukcje sygnatu z
powierzchni komorki przez szlak kinazy biatkowej
C, ktorej pewne fragmenty zwigzane sg z kaweoling.
Procesom tym moze towarzyszyé cze$ciowa interna-
lizacja apo A-l [34].

Uwaza sie, ze lipidowy sktad kaweoli (np. sfingo-
mielina, glikosfingolipidy, wolny cholesterol i kwa-
sy ttuszczowe) jest podobny do sktadu tratw lipido-
wych — mikrodomen wystepujgcych we wszystkich
typach komorek [35, 36]. Zaproponowana przez S'i -
monsa iwsp. [35] hipoteza tratw lipidowych jest
przeciwstawna do modelu tzw. ,,ptynnej mozaiki”
wgSingera i Nicholsona [37]. Zaktada ona,
ze w zywych komdrkach istniejg boczne (lateralne)
potaczenia sfingolipidéw i cholesterolu, ktére tacza
sie ze specyficznymi biatkami btony. Interakcje mie-
dzy lipidami prowadzace do powstania tych
potaczern zalezg od biofizycznych wiasciwosci
sktadnikow lipidowych [35]. Tratwy lipidowe sg wi-
doczne jako platformy skupiajgce czasteczki sy-
gnatowe lub inne czgsteczki o tym samym miejscu
przeznaczenia w komérce. W komorkach, w ktérych
faza ptynna nie jest dominujaca, rozmiary tratw nie
przekraczajag 50 nm i moga przytacza¢ rézne grupy
biatek. Opierajgc sie na podobnym skiadzie lipido-
wym, uznano kaweole za specyficzny podtyp tratw
lipidowych, ktore dzieki obecnos$ci kaweoliny moga
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petni¢ odmienne funkcje [35, 36]. Niektorzy badacze
nadal jednak uznaja kaweole i tratwy lipidowe za
dwie odrebne jednostki o r6znej budowie i odmien-
nych funkcjach [38].

Tratwy lipidowe i wgtebione kaweole majg po-
dobny sktad lipidowy. Tratwy (ptynne uporzgdkowa-
ne domeny btonowe) wystepujg we wszystkich ty-
pach komdrek, podczas gdy kaweole (zréznicowane
na podstawie fenotypu wgtebien lub ekspresji kawe-
oliny) wystepuja tylko w okreslonej grupie komérek.
Z drugiej strony, zaréwno kaweole, jak i tratwy lipi-
dowe moga wystepowaé w tych samych komérkach.
Dotychczas nie stwierdzono jednoznacznie, najakiej
podstawie mozemy rozrézniac obie jednostki ijakie
petnig specyficzne funkcje.

I1l. Mechanizm endocytozy z udziatem
kaweoli

Proces endocytozy z udziatem kaweoli obejmuje
rézne drogi metabolizmu ligandu i receptora [2, 8]:
— ligand (np. p6zne produkty glikacji, cholesterol,

Simian Virus- SV40, podjednostka B toksyny cho-

lery, czynnik wzrostu fibroblastow — FGF, hor-

mon wzrostu — GH) jest uwalniany do siateczki
$rédplazmatycznej lub innych organelli, a recep-
tor powraca do btony;

— receptor i ligand (np. albumina, trombomodulina,
biatka cytosolu) transportowane sg do przeciw-
legtej powierzchni komorki;

— receptor i ligand (interleukina- 2, endotelina, gli-
koproteina gp 114, bradykinina, toksyna btonicy)
po internalizacji ulegaja degradacji lub recyrkula-
cji do powierzchni btony komérkowej (Ryc. 3).
Stopien zaangazowania oraz mechanizm, za po-

Srednictwem ktérego kaweole biorg udziat w endo-

cytozie czasteczek do komorki, pozostaje kontrower-

syjny. Proces endocytozy moze zachodzi¢ z

udziatem pojedynczych kaweoli czy grup kaweoli

lub przejsciowych kanatdw transendotelialnych
utworzonych w wyniku fuzji kaweoli [39]. Ponadto,
rézny stopien otwarcia wnetrza kaweoli prawdopo-
dobnie petni role sita molekularnego w zaleznos$ci od
wielkos$ci irodzaju ligandu [40]. Przytaczanie i fuzje
pecherzykéw transportujacych z biong docelowa
ogranicza N-metylomaleimid — NEM. Filipina, lek
wigzacy cholesterol i niszczacy strukture kaweoli,
takze hamuje endocytoze [41]. Oprocz tego, w proce-
sie endocytozy z udziatem kaweoli bierze udziat dy-

namina o charakterze GTP-azy. Dynamina asocjuje z

btong komdrkowa w przewezeniach tworzonego pe-

cherzyka, ajej aktywnosé GTP-azowa jest niezbedna
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do jego odciecia [8, 42]. Uwaza sie, ze kaweole ko-
mérek $rédbtonka mogg ulegac internalizacji, ktéra
zalezy od wigzania albuminy do glikoproteiny gp60.
Glikoproteina gp60 aktywuje nastepnie szlak sygna-
lizacyjny (zapoczatkowany przez reakcje podjed-
nostki a biatka Gj z kinazg tyrozynowg c-Src), ktory
prowadzi do formowania i ruchu pecherzykow trans-
portujacych. W procesie tym ma miejsce fosforyla-
cja reszty tyrozynowej kaweoliny-1 w komorkach
srodbtonka ciggtego [43]. Ponadto, regularna inter-
nalizacja kaweoli zostata takze opisana w innych ty-
pach komorek [44]. Badania Pelkmansa i wsp.
[45] pozwolity na opisanie procesu internalizacji na

kgand v. ?

|

endosom '
vecyrhu:uja‘:y.
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O Watryna
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zmolema i przypuszczalnie stanowig pierwszy z
przykiadéw specyficznego wewngtrzkomérkowego
transportu celowanego za posrednictwem endocyto-
zy z udziatem kaweoli. Kaweosomy sg stabilnymi
tworami, ktdre moga trwaé¢ bez zauwazalnego ruchu
przez wiele godzin, przeciwnie do dynamicznej natu-
ry wczesnych endosomow. Natomiast nie stwierdzo-
no, czy sktadniki btony, w tym kaweolina, sg wymie-
niane pomiedzy plazmolemg a kaweosomami [45].
Endocytoza z udziatem kaweoli, jest ogdInie ak-
ceptowana, natomiast rozwaza sie, czy proces ten
przebiega z udziatem pojedynczych kaweoli czy ich
grup. Biorgc po uwage fakt, ze przepuszczalno$¢ na-

. zewnatrzkomérkowa
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Ryc. 3. Ogolny zarys endocytozy liganddw przy udziale kaweoli w zestawieniu z endocytoza zalezng od klatryny. Endocytoza przy udziale klatryny
wykorzystuje dotki i pecherzyki optaszczone klatryna, i innymi elementami opfaszczenia, do internalizacji biatek wbudowanych w plazmole-
me oraz do kierowania makroczasteczek (ligandéw) do endosoméw lub lizosoméw. Endocytoza przy udziale kaweoli, do selektywnego trans-
portu czasteczek wykorzystuje natomiast niejednorodno$¢ w bialkowo-lipidowej budowie plazmolemy oraz strukturalny sktadnik btony
(biatko — kaweoline) wpuklajacej sie do komdrki. Ligand zwigzany z kaweolgjest dostarczany do organelli wewnatrzkomérkowych odmien-
nych od endosoméw (obecnos$¢ kaweoliny w tych organellach sugeruje nazwe ,,kaweosomu”). W ,kaweosomie”, nie zespolonym z plazmo-
lema, ligand po odtaczeniu od kaweoliny jest sortowany do siateczki $rédplazmatyczne;.

przyktadzie wirusa SV40. Wirus SV40 wykorzystuje
kaweole aby wnikna¢ do komarki, gdzie ostatecznie
jest dostarczany do siateczki srodplazmatycznej. Na-
tomiast niejasne jest w jakich etapach przebiega
przemieszczanie SV40 z kaweoling. Poczatkowe
wigzanie SV40 z plazmolemg przedstawiono jako
dwuetapowy proces, w ktérym najpierw wirus taczy
sie z antygenem gtéwnego uktadu zgodnosci tkanko-
wej klasy |, przed zwigzaniem ze stosunkowo nieru-
choma kaweola, potaczong z dynaming. Nastepnie
wirus SV40 jest dostarczany do organelli wewnatrz-
komoérkowych odmiennych od endosomow. Obec-
nos¢ kaweoliny w tych organellach sugeruje nazwe
»kaweosomu” (Ryc. 3). Wirus SV40 po odtgczeniu
od kaweoliny jest sortowany do siateczki $rédpla-
zmatycznej [45]. Kaweosomy nie sg zespolone z pla-
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czyh wihosowatych zalezy od zaopatrzenia w tlen
oraz sktadniki odzywcze, mozliwe jest, ze wychwyt
czgsteczek zachodzi na podstawowym poziomie na
drodze endocytozy z udziatem pojedynczych kawe-
oli, natomiast gdy wzrasta zapotrzebowanie na dany
sktadnik, tempo transportu ro$nie, co moze prowa-
dzi¢ do tworzenia kanatéw transendotelialnych.

IV. Interakcje receptora pdznych produktow
glikacji z kaweolami srédbtonka

Usuwanie z krwiobiegu zmodyfikowanych biatek
za posrednictwem receptoréw jest wazng funkcja
wielu komdérek itkanek, w tym takze $rédbtonka na-
czyniowego. Uwaza sie, ze rozwdj systemu recepto-
row péznych produktow glikacji miat stuzyé wytwo-
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rzeniu specyficznych szlakdw usuwania tych czaste-
czek na drodze degradacji lizosomalnej. Bardzo wy-
sokie stezenie AGE w cukrzycy ulega obnizeniu
dzieki obecnosci, zaleznych od receptoréw, syste-
mow degradujgcych nadmiar czgsteczek AGE w ob-
rebie przedzialu wewnatrzkomdrkowego. W
Srédbtonku naczyn krwiono$nych wykazano obec-
nos$¢ wszystkich typow receptoréw AGE: receptora
RAGE, MSR, receptora ztozonego AGE-R1/R2/R3
oraz receptora SR-BI iglikoproteiny CD36 [5, 6, 46,
47]. Receptory AGE, oprocz roli wytgcznie w proce-
sie internalizacji i degradacji AGE, odgrywajg bar-
dzo istotng role w transdukcji sygnatu w obrebie ko-
marki. Jest to tym bardziej interesujace, ze te nie-
dawno poznane dane o sygnalizacyjnej funkcji re-
ceptora AGE sa zbiezne z informacjami o mechani-
zmie endocytozy AGE z udziatem kaweoli.

Zwiekszony wychwyt przez $rodbtonek aorty gli-
kowanej albuminy zaobserwowano po raz pierwszy
u myszy z cukrzycg [48]. W wyniku analizy biatek
pochodzacych z wyizolowanych frakcji bton
srédbtonka, zawierajagcych kaweoline, stwierdzono
obecnos¢ receptora ztozonego AGE [7]. Dwa rodzaje
biatek wigzacych AGE wyizolowano z bton komdrek
$rédbtonka ludzkiej zyly pepowinowej (HUVEC).
Jedno z nich majace ciezar 60 kDa, drugie — 90 kDa,
okresla sie odpowiednio jako p60 i p90. W
srédbtonku tworzg one razem z biatkiem o masie 32
kDa receptor ztozony AGE-R1/R2/R3 [49]. Organi-
zacja przestrzenna i interakcje molekularne miedzy
trzema sktadnikami (podjednostkami) receptora
ztozonego AGE w obrebie kaweoli prawdopodobnie
majg wptyw na pdzniejsze wigzanie i wychwyt Ugan-
da oraz transdukcje sygnatu.

Podjednostka receptora AGE-R1 (p60) jest
biatkiem homologicznym do OST-48 sktadnika kom-
pleksu ryboforyny li Il zwigzanego z przeniesieniem
oligosacharydoéw wielomannozowych na akceptor
asparaginowy szorstkiej siateczki S$rédplazmatycz-
nej [50, 51]. Ze wzgledu na te homologie przypusz-
cza sie, ze podjednostka AGE-R1 jest zaangazowana
w miedzykomoérkowym przejsciu AGE do gtebszych
warstw naczyn krwiono$nych [46].

Podjednostka AGR-R2 (p90) jest biatkiem homo-
logicznym do 80K-H- biatka cytosolowego zwigza-
nego z aktywacja kinazy biatkowej C [52]. AGE-R2
moze ulegaé fosforylacji w obecnosci AGE i praw-
dopodobnie bierze udziat w transdukcji sygnatu po-
przez mechanizm zalezny od kaweoli [7]. Kaweole
zbudowane gtéwnie z glikosfingolipidéw, choleste-
rolu i integralnego biatka btonowego — kaweoliny
stuzg jednocze$nie kompartmentalizacji  wielu
czasteczek sygnatowych takich jak: glikozylofosfa-
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tydyloinozytol (GPl) — kotwiczacy biatka; cytopla-
zmatyczne kinazy tyrozynowe (np. h-Ras, Fyn,
c-Src) pobudzajagce droge sygnatowa c-Ras;
zewnatrzkomoérkowe receptory (m.in. receptory na-
skorkowego czynnika wzrostu — EGFR; receptor
ptytkopochodnego czynnika wzrostu — PDGFR);
kinaza biatkowa C i A oraz $rédbtonkowa syntaza
tlenku azotu e-NOS [53]. Wiele wyizolowanych z
kaweoling czasteczek biatek tgczy zgodna sekwen-
cja: ()XXXX([)XX(j), gdzie ()jest reszta aminokwasu
aromatycznego, a X to czasteczka niebedaca amino-
kwasem. Czasteczki te wystepujg réwniez w
potaczeniu z kaweoling w tratwach lipidowych oraz
w komdrkach pozbawionych kaweoli [8, 54]. Wigza-
niu z kaweoling ulegajg tylko nieaktywne formy
(,,off”) bialek posredniczagcych w transdukcji sy-
gnatu. W przypadku nadmiernej ekspresji kaweoli-
ny, nadmiar czgstek sygnatowych jest ,,zatapiany” w
kaweolach, co zmniejsza transdukcje sygnatu przez
kaskade kinaz MAP i kinaze biatkowag A [8]. Chole-
sterol kaweoli czy tratw lipidowych btony komérko-
wej stanowi pomost tgczacy kaweoling z innymi
czasteczkami btony komérkowej, dzieki zdolnoSci
wigzania kaweoliny i czasteczek transdukcji sygnatu
[54]. Wpityw wolnego cholesterolu na wigzanie
czasteczek sygnatowych z kaweoling moze zalezeé
od rodzaju wigzanego biatka lub typu komorki, w
ktérej zachodzi reakcja. Pike i Miller [55] usta-
lili, ze przeniesienie sygnatu z receptora EGF jest ha-
mowane przez zmniejszenie ilosci wolnego choleste-
rolu. Jednocze$nie wykazano, ze w adipocytach
wigzanie wolnego cholesterolu z kaweoling aktywu-
je sygnalizacje z receptora insulinowego [56, 57].
Fosforylacja receptora FcsRI immunoglobuliny E
jest aktywowana przez interakcje z tratwami lipido-
wymi, natomiast hamowana przez ubytek wolnego
cholesterolu [58]. Istniejg takze doniesienia o podob-
nych reakcjach dla interakcji miedzy receptorem y
komérek T a ich kinazg Fyn [59]. Jak dotad wiado-
mo, ze w odpowiedzi na fizjologiczne bodzce kawe-
olina wchodzi w interakcje z AGE-R2, ale mecha-
nizm wptywu wolnego cholesterolu na powinowac-
two AGE-R2 do specyficznego miejsca w btonie nie
zostat poznany.

Podjednostka AGE-R3 (galektyna 3) jest galek-
tynatypu S zbudowang z 262 reszt aminokwasowych
0 masie czasteczkowej 32 kDa. tancuch polipepty-
dowy tworzy dwie domeny. Domena zlokalizowana
w okolicy C-konca tafncucha wykazuje daleko idacg
homologie sekwencji aminokwasowej z domeng im-
munoglobulinopodobng tancucha receptoréw im-
munoglobuliny G. Domena N-koncowa sklada sie z
10 homologicznych powtdrzen reszt aminokwaso-
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wych. AGE-R3 nie zawiera domeny transhtonowej,
natomiast w kompleksie z AGE-R2 jest podjed-
nostkg wigzgcg AGE [60]. Oddziatywanie galektyny
3 z biatkami btonowymi jest mozliwe dzieki obecno-
Sci krétkiej domeny przy N-koricu tancucha polipep-
tydowego [60]. Co wiecej, galektyna 3 wykazuje
duzg swoisto$¢ w stosunku do czasteczek P-galak-
tozy powierzchni réznych komdrek oraz do glikopro-
tein macierzy zewngtrzkomorkowej [61]. Uwaza sie,
ze zwigzanie poOznych produktéw glikacji przez
AGE-R3 stanowi warunek tworzenia kompleksu re-
ceptora ztozonego AGE [62]. Lokalizacja AGE-R3
w obrebie kaweoli moze znaczgco poprawiaé two-
rzenie kompleksu receptora, podobnie jak w przy-
padku receptoréw np. insulinowego czy cciBadrener-
gicznego wyizolowanych z kaweoling [63, 64]. Z
drugiej strony, AGE-R3 moze wptywac na ekspresje
innych biatek wigzgcych pozne produkty glikacji —
RAGE i MSR. W badaniach in vitro ustalono, ze ka-
weole uczestniczg w wigzaniu AGE z RAGE i MSR
[4]. Istniejg rowniez dane doSwiadczalne, ktore
wskazujg na bezposredni udziat AGR-3 w regulacji
ekspresji receptorow RAGE'i MSR oraz podjedno-
stek AGE-R1 i AGE-R2 [65]. Badania prowadzone
na genetycznie zmodyfikowanych myszach wyka-
zaty, ze brak podjednostki AGE-R3 powoduje zwie-
kszong ekspresje RAGE i podjednostki AGE-R2
przy jednoczesSnie zmniejszonej ekspresji receptora
MSR i podjednostki AGE-R1 w komoérkach kanali-
kéw nerkowych [65]. W odrdznieniu od AGE-R1 i
AGE-R2, ktére sg biatkami stale obecnymi w btonie,
AGE-R3 jest biatkiem indukowalnym, zaleznym od
stezenia péznych produktéw glikacji [60]. W warun-
kach zwiekszonej ilosci krazacych i tkankowych
AGE (dtugotrwata hiperglikemia), nie mozna wyklu-
czy¢, ze AGE-R3 interferuje ze szlakiem internaliza-
cji i degradacji AGE innym niz szlak przekazu sy-
gnatu uruchamiany przez aktywacje receptora
RAGE lub MSR.

Warte podkres$lenia jest to, ze w kaweolach znale-
ziono inne biatka wigzace AGE, lecz ich funkcja nie
zostata dotychczas wyjasniona. Dwa sposréd nich,
opisane jako glikoproteina CD36 i SR-BI, znalezio-
no w wielu typach komérek, ale tylko w $rédbtonku
wykazano, ze uczestniczg w wigzaniu AGE-BSA (al-
bumina zmodyfikowana AGE) [5, 6]. Co wiecej, in-
ternalizacja AGE-BSA z udziatem CD36 jest bloko-
wana przez oksydowane LDL [5]. Receptor SR-BI
wigze zaréwno HDL, jak i AGE-BSA oraz uczestni-
czy w ich internalizacji i degradacji. Wigzanie HDL z
receptorem SR-BIl zwieksza sie, gdy komérki sa
wypetnione cholesterolem oraz wtedy, gdy ich
wzrost jest zahamowany [66]. Natomiast AGE-BSA
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po wychwycie przez SR-BI zapobiegaja wyptywowi
cholesterolu z komérki z udziatem HDL [66]. Kawe-
ole biorg udziat w wiazaniu oksydowanych LDL z
CD36 oraz w wychwycie HDL przez receptor SR-BI
[30]. Konsekwencja tych proceséw moze byé lokal-
na zmiana sktadu lipidowego kaweoli z jednoczesng
modulacjg aktywnosci syntazy tlenku azotu w ko-
marce Srodbtonka [67]. Still iwsp. [7] ustalili, ze
receptor ztozony AGE-R1/R2/R3 wyizolowany z ka-
weoling $rodbtonka naczyn siatkowki, odpowiada
nie tylko za wigzanie AGE-BSA, ale jest niezbedny
do dalszej internalizacji. Wydaje sie, ze interakcje
AGE-BSA zreceptorem CD36 i SR-BI w obrebie ka-
weoli (poprzez mato jeszcze poznane mechanizmy)
moga wobec tego mieé¢ znaczenie dla modulacji ak-
tywnos$ci syntazy tlenku azotu czy bezposredniej
produkcji tlenku azotu.

V. Podsumowanie

Usuwanie z krwiobiegu za po$rednictwem recep-
torow czasteczek zmodyfikowanych pdznymi pro-
duktami glikacji jest wazng funkcjg wielu komorek i
tkanek, w tym takze s$rédbtonka naczyn krwiono-
snych. Uwaza sie, ze rozw0j systemu receptorow
AGE miat stuzy¢ wytworzeniu specyficznych szla-
kow usuwania tych czasteczek na drodze degradacji
lizosomalnej. Pozne produkty glikacji stymulujg od-
powiedZz komdrkowg poprzez specyficzne receptory
AGE: receptor ztozony AGE-R1/R2/R3, receptor
wigzacy pozne produkty glikacji — RAGE, receptor
zmiatajacy typu | klasy A— MSR-A, receptor zmia-
tajacy typu | klasy B — SR-BI oraz glikoproteine
CD36. Ponadto wiadomo, ze w cukrzycy AGE gro-
madzg sie w komoérkach naczyid krwionos$nych. Re-
dukcja nadwyzki tych wysoce reaktywnych czaste-
czek moze wobec tego mie¢ olbrzymie znaczenie w
hamowaniu rozwoju angiopatii cukrzycowej.

Kaweole sg zbudowane gtownie z glikosfingolipi-
déw, cholesterolu i integralnego biatka btonowego
kaweoliny-1. Sktadniki te stuzg jednocze$nie kom-
partmentalizacji wielu czasteczek biorgcych udziat
w transdukcji sygnatu. Obecnie nie ulega watpliwo-
Sci, ze podjednostka AGR-R2 moze ulega¢ fosfory-
lacji w obecno$ci AGE i przypuszczalnie uczestni-
czy w przeniesieniu sygnatu. Przestrzenna organiza-
cja i molekularne interakcje miedzy trzema sktadni-
kami ztozonego receptora AGE-R1/R2/R3 wyste-
puja prawdopodobnie w obrebie kaweoli. AGE-R3
(znana takze jako galektyna-3) nie zawiera domeny
transbtonowej, natomiast taczy sie z pozostatymi
sktadnikami ztozonego receptora na btonie komor-
kowej i odgrywa niezbedng role w integracji kom-
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pleksu. Lokalizacja tych sktadnikéw w obrebie ka-
weoli moze znaczaco poprawiac tworzenie komplek-
su receptora. Interakcje AGE lub podjednostek re-
ceptora AGE-R1/R2/R3 z innymi receptorami (re-
ceptorem CD36, SR-BI, RAGE, MSR-A) w obrebie
kaweoli moga mieé znaczenie dla modulacji aktyw-
nosci czasteczek sygnatowych.

Rola kaweoli w endocytozie czy transcytozie oraz
obecno$¢ w ich obrebie réznych biatek receptoro-
wych iczasteczek sygnatowych, czyni je waznym te-
matem badan. W patologicznych zmianach w
uktadzie naczyniowym w przebiegu cukrzycy oraz
gromadzeniu AGE w gtebszych warstwach $cian na-
czyn krwionosnych, kaweole mogg odgrywaé wcze-
$niej nieznang role.

Znajomos¢ lokalizacji w wyspecjalizowanych do-
menach btonowych receptorow AGE w potaczeniu z
kaweoling uzasadnia dalsze badania kaweoli w kon-
tekScie angiopatii cukrzycowej. Interesujacy jest ta-
kze aspekt terapeutyczny obecnosci w kaweolach re-
ceptorow AGE, ktore najprawdopodobniej moga by¢
wykorzystane jako Srodek w terapii powiktan naczy-
niowych w cukrzycy.
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Biatko zielonej

fluorescencji

(GFP) — struktura,

wiasnosci i zastosowanie w biologii molekularnej roslin

Green fluorescent protein (GFP) — structure, features
and applications in molecular biology of plants

MATEUSZ WYDRO1 PRZEMYStAW LEHMANN2
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I1-4. Tworzenie chromoforu
I11. Modyfikacje genu gfp utatwiajace jego wykorzystanie w
komorkach roslinnych
IV. Wykorzystanie genu gfp jako genu reporterowego
V. Zastosowanie biatka GFP w biologii komaérki
V-l. Uwidacznianie organelli komérkowych
V-2. Uwidacznianie wiruséw i biatek w komérkach ro-
$linnych
V-3. Badanie mobilnosci i interakcji biatek w komor-
kach roslinnych
V-3.1 Technika oparta o pomiar spadku poziomu
fluorescencji wygaszonej pulsem Swiatta
V-3.2. Technika oparta o pomiar poziomu odzy-
skanej fluorescencji wygaszonej pulsem $wiatta
V-3.3. Technika oparta o fluorescencyjny rezo-
nansowy transfer energii
VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétow: BFP — biatko niebieskiej flu-
orescencji (ang. bluefluorescentprotein)’, CaM — kalmodulina;
CFP — biatko zielono-niebieskiej fluorescencji (ang. cyanflu-
orescentprotein)', EGFP — biatko zielonej fluorescencji (firmy
CLONTECH); FLIP — utrata fluorescencji wygaszonej pulsem
Swiatta (ang. Fluorescence Loss In Photobleaching)', FRAP —
odzyskanie fluorescencji wygaszonej pulsem $wiatta (ang. Flu-
orescence Recovery After Photobleaching)', FRET — fluore-
scencyjny rezonansowy transfer energii (ang. Fluorescence Re-
sonance Energy Transfer)', GFP — biatko zielonej fluorescencji
(ang. green fluorescent protein)', GUS — [3-glukuronidaza;
HDEL — peptyd (histydyna-asparagina-glutamina-leucyna);
mGFP4, mGFP5-ER, PGFP, SGFP, SGFP-S65T, smGFP,
smRS-GFP — zmodyfikowane biatka zielonej fluorescenciji;
RFP— biatko czerwonej fluorescencji (ang. redfluorescentpro-

'Mgr, 2r, Instytut Genetyki Ros$lin Polskiej Akademii Nauk, ul.
Strzeszynska 34, 60-479 Poznan, e-mail: pleh@igr.poznan.pl

282

Contents:

I.  Introduction
I1. Identification, features and structure of GFP
I1-1. ldentification of GFP
11-2. Features of GFP
11-3  .Structure of GFP
11-4. Chromofore formation
I11. Modifications of gfp gene for use in plant cells
IV. Gene gfp as a reporter gene
V. Applications of gfp gene in cell biology
V-l. Visualization of cell organells
V-2. Visualization of virus and proteins in plant cells
V-3. Mobility and interactions of proteins in plant cells
V-3.1. Fluorescence loss in photobleaching; FLIP
V-3.2. Fluorescence recovery after photoblea-
ching; FRAP
V-3.3. Fluorescence resonance energy transfer;
FRET
V1. Conclusions

tein)', Y FP — biatko zéttej fluorescencji (ang.yellowfluorescent
protein).

l. Wstep

Biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluore-
scentprotein, GFP) nalezy do grupy biatek majacych
zdolno$¢ emisji Swiatta widzialnego pod wptywem
wzbudzenia $Swiattem o innej, wtasciwej dla danego
biatka dtugosci fali. Biatka fluorescencyjne wyste-
puja naturalnie w wielu organizmach zamiesz-
kujacych rozne srodowiska, gtéwnie u stawonogdw,
mieczakow i ryb. Przypuszcza sie, ze biatka fluore-
scencyjne uczestnicza w procesach obronnych oraz
w komunikowaniu sie organizmoéw. Szczegotowa
rola tych biatek w organizmach zywych nie zostata
jednak dotychczas wyczerpujagco wyjasniona. W
ciggu ostatnich 10-ciu lat biatko zielonej fluorescen-
cji zidentyfikowane w komoérkach meduzy (Aequorct
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victoria), z prawie nieznanego biatka stato sie jed-
nym z najwazniejszych narzedzi w biologii moleku-
larnej i medycynie. Celem niniejszej pracy jest
przedstawienie stanu wiedzy (zgromadzonej do ko-
rica 2003 roku) na temat budowy, wiasnosci i mody-
fikacji struktury biatka GFP pod katem transformacji
komérek roslinnych. W dalszej czesci pracy zostaty
przedstawione najwazniejsze mozliwosci jego wy-
korzystania w biologii komérki ibiologii molekular-
nej roslin.

Il.  Odkrycie, wiasnosci i struktura biatka
GFP

I1-1. Identyfikacja biatka GFP

Najlepiej dotychczas poznane biatko zielonej flu-
orescencji (GFP) zostato zidentyfikowane w komor-
kach meduzy (Aequora victoria) [1]. Ze zjawiskiem
bioluminescencji u meduzy, obok biatka GFP, sg
zwigzane jeszcze trzy inne biatka: apoakworyna
(ang. apoaequorin), ktéra jest pojedynczym polipep-
tydem o ciezarze czgsteczkowym 22 kDa, koelente-
razyna (ang. coelenterazine), ktéra w obecnosci tle-
nu wigze sie z apoakworyng i tworzy funkcjonalne
biatko akworyne (ang. aequorin) (Ryc. 1). Akwory-
na zawiera trzy miejsca wigzaniajonow wapnia ijed-

apoakworyna 3c 2+ utlenienie
+

koelenterazyna a koelentarazyny

akworyna

Gen biatka GFP zostal wyizolowany z komorek
meduzy {Aequora victoria) i sklonowany w 1992 r.
[6]. Od tego czasu gen gfp zostat znacznie zmodyfi-
kowany i dostosowany do warunkow ekspresji w ko-
morkach roslinnych, do ktérych zostat wprowadzony
na drodze transformacji.

11-2. Wtasnosci biatka GFP

GFP jest biatkiem stabilnym, o czym S$wiadczy
zachowanie zdolnoSci emitowania Swiatta zielonego
przez to biatko po traktowaniu go tak silnymi czynni-
kami denaturujagcymi jak 8 M mocznik czy 1% SDS.
Aby doprowadzi¢ do denaturacji biatka GFP, nalezy
potraktowa¢ je 6 M hydrochlorkiem guanidyny w
temperaturze 90°C. Biatko GFP jest takze odporne na
dtugotrwate (48 godzin) trawienie proteazami
(trypsyna, chymotrypsyna, papaing czy pankretyng),
co przejawia sie brakiem zmian intensywnosci flu-
orescencji po dziataniu tymi enzymami [7]. Biatko
GFP wykazuje stabilno$¢ w temperaturze 65°C, a ta-
kze nie traci swoich funkcji w zakresie pH od 5 do
12. Dopiero obnizenie pH ponizej 4 lub podwyzsze-
nie ponad 12 powoduje denaturacje biatka GFP [8].
Podniesienie pH ponad 12 prowadzi do redukcji flu-
orescencji wzbudzanej przez promieniowanie o
dtugosci fali 395 nm, a wzrost fluorescencji wzbu-

Ryc 1. Schemat mechanizmu powstawania bioluminescencji w komérkach meduzy (Aequora victoria). Szczeg6towy opis procesu zostat zawarty w te-

kscie pracy w rozdz. 11-1

no miejsce wigzania tlenu. W momencie przytgcze-
nia sie jonow wapnia do akworyny, koelenterazyna
zostaje utleniona do koelenteramidu (ang. coelente-
ramide), a caty kompleks biatkowy przechodzi zmia-
ny konformacyjne z réwnoczesnym uwolnieniem
jednej czasteczki dwutlenku wegla i emisjg Swiatta
niebieskiego o dtugo$ci 462 nm (w warunkach in vi-
tro) [2, 3]. W warunkach in vivo (w komdrkach me-
duzy) energia emitowana przez kompleks akworyny
jest przenoszona na biatko GFP, gdzie wzbudza emi-
sje Swiatta zielonego o dtugosci fali 510 nm [4, 5].
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dzanej przez Swiatto o dtugosci fali 475 nm [9]. Ob-
serwowano prawie catkowitg renaturacje biatka GFP
w ciggu kilku minut po przywrdceniu normalnych
warunkéw pH (tj. pH 5-7), na przyktad poprzez diali-
ze lub neutralizacje [8].

I1-3. Struktura biatka GFP
Wyizolowane z meduzy biatko GFP skiada sie z
238 aminokwasow i ma mase czasteczkowg 27 kDa

[6]. [Pierwszorzedowsq strukture biatka GFP moze
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czytelnik odnalez¢é w Internecie, na przyktad na stro-
nie EXPASY MOLECULAR BIOLOGY SERVER],
Jak dowodzg badania krystalograficzne, biatko GFP
ma ksztatt cylindra (ang. P-can) o $rednicy 24 A i
dtugosci 42 A, skladajgcego sie z 11 tancuchéw
P-harmonijek tworzacych $ciany cylindra oraz krot-

Gly 67 <:°
N

0

Tyr 66

H 0

HO—C
H

o

Ser 65

|
H

0 CH2
O -

duzo wolniejszym etapem utlenienia tyrozyny-66
[13] (Ryc. 2). Szczeg6towy mechanizm tworzenia
sie chromoforu nie zostat dotychczas wyjasniony.
Na formowanie sie chromoforu duzy wplyw maja
grupy funkcyjne aminokwaséw otaczajacych go w
strukturze trzeciorzedowej biatka. Mutacje treoni-

OH
: ,OH
—N
-.N)\|/ /CH
N +H,0
e

0 — 0 +2H'

Ryc. 2. Mechanizm formowania chromoforu GFP (wg. [6], zmieniono). Opis procesu zostat zawarty w tekscie pracy w rozdz. 11-4.

kich a-helis nakrywajacych cylinder z g6ry i z dotu.
tancuchy a-helis tworzg takze umocowanie dla
chromoforu, ktéry ulokowany jest wewnatrz cylin-
dra nieomal w jego geometrycznym centrum [10]
(fotografie struktury krysztatu biatka GFP czytelnik
znajdzie w Internecie na stronie PROTEIN DATA
BANK). Takie umiejscowienie chromoforu chroni
go od wplywu S$rodowiska, ograniczajac dostep
czasteczek tlenu, ktére mogtyby prowadzi¢ do koli-
zyjnego wygaszania fluorescencji (ang. collisional
quenching) [11]. Umiejscowienie chromoforu
wewnatrz cylindra ogranicza takze mozliwo$¢ foto-
chemicznych zniszczeh powodowanych przez reak-
tywne formy tlenu, ktére moga powstawaé pod
wptywem fluorescencji. Tlen, ktory jest niezbedny
do prawidtowego formowania chromoforu, musi by¢
nastepnie pozbawiony mozliwosci kontaktu z chro-
moforem, poniewaz moze powodowac kolizyjne wy-
gaszanie fluorescencji lub negatywne dla komorki
reakcje fotochemiczne [10].

11-4. Tworzenie chromoforu

Analiza heksapeptydéw otrzymanych na drodze
proteolizy oczyszczonego biatka GFP wskazuje, ze
chromofor powstaje na drodze potranskrypcyjnych
modyfikacji trzech kolejnych aminokwaséw w
tancuchu biatkowym: seryny w pozycji 65, tyrozy-
ny-66 i glicyny-67 [12]. Badania nad ekspresjg zre-
kombinowanego biatka GFP w komorkach E. coli su-
gerujg stopniowy mechanizm autokatalitycznego
formowania chromoforu obejmujacy: szybka cykli-
zacje pomiedzy seryna-65, a glicyng-67, zakoficzong
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ny-62, argininy-96 oraz kwasu glutaminowego-222
powaznie op6zniaty formowanie sie chromoforu, co
sugeruje istotny wptyw tych aminokwasdw na proces
jego powstawania [14]. Temperatura powyzej 30°C
wywiera negatywny wplyw na proces formowania
prawidtowej struktury biatka GFP, co nie powinno
dziwi¢ zwazywszy, ze obszar wystepowania meduzy
Aequorea victoria to zimne wody pdéinocnych rejo-
néw Oceanu Spokojnego. Uformowane juz jednak
biatko charakteryzuje sie stabilno$cig w temperatu-
rach siegajacych nawet 65°C [15].

Biatko GFP pochodzace z meduzy Aequorea
victoria emituje Swiatto zielone (510 nm) osiggajac
maksymalng emisje przy wzbudzeniu promieniowa-
niem o dtugosci fali 398 nm [16] oraz stabsza emisje
przy fali o dtugosci 475 nm [8] (Ryc. 3). Istnienie
dwoch diugosci fali Swiatta wzbudzajgcego ma
zwigzek ze zmiang uprotonowania chromoforu.
Chromofor w stanie neutralnym wykazuje maksy-
malng absorpcje przy fali o dtugosci 398 nm, forma
anionowa chromoforu natomiast absorbuje $wiatto o
dtugosci fali 475 nm [17]. Proporcje wystepowania
obu stanéw uprotonowania chromoforu moga by¢
zmienione poprzez mutacje lub ekstremalne pH [9].

Prowadzona na szeroka skale mutacyjna analiza
biatka GFP pozwolita ustali¢ szereg kluczowych
zmian wptywajgcych na funkcjonowanie biatka.
Biatko GFP pozbawione wiecej niz siedmiu C-kon-
cowych aminokwas6w czy metioniny z N-konca, nie
wykazywato fluorescencji. Mutanty te nie wykazy-
waty réwniez spektrum absorpcji charakterystyczne-
go dla uformowanego chromoforu, co sugeruje nega-
tywny wptyw tych zmian na potranskrypcyjne for-
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mowanie sie funkcjonalnego biatka z aktywnym
chromoforem [18]. Na drodze ukierunkowanej muta-
genezy powstato kilka mutantéw o zmienionych
wiasciwosciach fluorescencji. Na przyktad substytu-
cja tyrozyny-66 na histydyne zmienia maksimum
wzbudzenia na promieniowanie UV o diugosci fali
383 nm i emisje Swiatta na kolor niebieski (448 nm).
Mutant ten zwany BFP (ang. bluefluorescentprote-
in) znalazt szerokie zastosowanie w biologii moleku-

1200 — witudmne

DI. fali (nm)

Ryc. 3. Przebieg wykresu wzbudzenia i emisji Swiatta przez biatko GFP.
Pomiaru emisji dokonano w zakresie dtugosci fali 450-600 nm,
przy promieniowaniu wzbudzenia o diugosci fali 398 nm.
Swiatto o dhugosci fali 510 nm bylo emitowane z maksymal-
nym natezeniem. Pomiaru wzbudzenia dokonano w zakresie
dtugosci fali 300-480 nm, przy emisji o dtugosci fali 510 nm.
Forma dzika biatka GFP posiada dwie optymalne dtugosci fali
promieniowania wzbudzenia: 398 i 475 nm, z tym, ze ta druga
dtugosc fali daje znacznie nizsze natezenie Swiatta emitowane-
go [8, 16].

larnej [19]. Z kolei mutacja w pozycji 65 zmieniajace
seryne na treonine, alanine lub cysteine uniemozli-
wia wzbudzenie promieniowaniem o dtugosci fali
398 nm, lecz zwieksza intensywnos$é fluorescencji
wzbudzanej S$wiattem niebieskim (460 nm) [20].
Okazato sie, ze rowniez mutacje aminokwasow
znacznie oddalonych od chromoforu moga miec
wptyw na fluorescencje GFP. Substytucja sery-
ny-202 na fenyloalaning i treoniny-203 na izoleucy-
ne przejawia sie utratg mozliwosci wzbudzenia
promieniowaniem o dtugosci fali 475 nm, przy za-
chowaniu wzbudzenia przy 398 nm [13,21]. Zamia-
na glutaminy-222 na glicyne powoduje utrate zdol-
nosci wzbudzenia promieniowaniem o dtugosci fali
398 nm [21]. Przedstawione powyzej dane z analizy
mutantow GFP zostaty wykorzystane w dostosowa-
niu tego biatka jako narzedzia o szerokim spektrum
zastosowan w biologii molekularnej i medycynie.

I11. Modyfikacje genu gfp utatwiajace jego
wykorzystanie w komaérkach roslinnych

Pierwsze doniesienia o udanej transformacji ro-
$lin genem gfp dotyczyty przejsciowej ekspresji w
protoplastach pomaranczy (Citrus sinensis) [22] i
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ekspresji biatka GFP po transformacji lisci Nicotiana
benthamiana i Nicotiana clevelandii wirusowymi
wektorami RNA [23]. Proby otrzymania transge-
nicznych ros$lin charakteryzujacych sie stabilng eks-
presja funkcjonalnego biatka GFP konhczyty sie nie-
powodzeniem. To sktonito liczne zespoty badawcze
do podjecia prac nad modyfikacjami genu gfp, aby
umozliwi¢ synteze biatka GFP o silnej fluorescencji
w komorkach roslinnych po ich transformacji tym
genem.

W 1997 r. po transformacji Arabidopsis thaliana
konstruktem zawierajagcym dzika forme genu gfp do-
niesiono o istnieniu ukrytego intronu (ang. cryptic
intron) miedzy 380 i 463 nukleotydem genu gfp.
Okazato sie, ze w komorkach roslinnych ukryty in-
tron byt wycinany, co w konsekwencji uniemozli-
wiato uformowanie sie funkcjonalnego biatka GFP.
Pierwsza chronologicznie wprowadzona modyfika-
cja genu gfp, majaca na celu usuniecie tego proble-
mu, polegata na zmianie uzytych kodondw i prowa-
dzita do zmniejszenia zawarto$ci par AU w tym ob-
szarze genu, co doprowadzito do uzyskania zmienio-
nej formy genu tj. genu mgfp4 (ang. modified gfp4),
kodujacego biatko o niezmienionej strukturze pierw-
szorzedowej [24] (Ryc. 4). Po transformacji roslin
przy wykorzystaniu tak zmienionego genu, kilku ba-
daczy stwierdzito, ze uzyskane biatko (mMGFP4) nie
wykazuje stabilnej fluorescencji, zwtaszcza w wa-
runkach polowych. Zjawisko takie wystepowato, po-
mimo ze réwnocze$nie obserwowano ekspresje
biatka na poziomie, ktoéry powinien gwarantowaé
wysoki poziom zielonej fluorescencji [25, 26]. W od-
powiedzi na te doniesienia, wprowadzono nastepne
zmiany w genie mgfp4 majgce zagwarantowac sta-
bilng fluorescencje. Substytucja waliny-163 alaning
oraz seryny-175 glicyng zniosty negatywny wplyw
temperatury na biatko mGFP4 [27]. W potaczeniu z
tymi zmianami dodatkowa mutacja (substytucja izo-
leucyny-167 na treonine) pozwolita na wyréwnanie
poziomu intensywnoS$ci emisji Swiatta zielonego o
dtugosci fali 509 nm wzbudzonej falami o dtugosci
395 nm i 475 nm. To umozliwito wykrywanie tego
biatka zaréwno przy pomocy lampy UV jak i mikro-
skopu fluorescencyjnego, czynigc ten wariant biatka
GFPbardziej przydatnym [13]. Kolejng modyfikacja
byto dodanie na C-korncu peptydu HDEL (histydy-
na-asparagina-glutamina-leucyna), a na N-koncu se-
kwencji odcinka sygnatowego chitynazy. To zagwa-
rantowato umiejscowienie biatka w retikulum endo-
plazmatycznym ijego oddzielenie od jgdra. Wcze-
$niejsze badania sugerowaty, ze dzika forma GFP
gromadzi sie w obrebie nukleoplazmy, co moze mieé
negatywny wptyw na rozwo6j komorki roslinnej (flu-
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orescencja moze by¢ Zrédtem wolnych rodnikéw,
czy reaktywnych form tlenu). Tak zmienione biatko
nazwane mGFP5-ER jest szeroko stosowane w trans-
formacji roslin [24].

Opisane wyzej warianty biatka GFP (Ryc. 5) staty
sie punktem wyjscia do dalszych modyfikacji elimi-
nujacych kolejne niedogodnos$ci obserwowane pod-
czas transformacji roslin genem gfp. W odpowiedzi
na doniesienia o tworzeniu sie w komorkach E. coli i
komorkach linii CHO (linia komdrkowa jajnika cho-
mika chinskiego, ang. Chinese hamster ovary cell)

Po wprowadzeniu mutacji zmieniajacych sery-
ne-65 na treonine, biatko zwane SGFP- S65T charak-
teryzuje sie pojedynczym pasmem wzbudzenia
(Swiatto niebieskie 489 nm) i emisjg Swiatta o dtugo-
Sci fali 511 nm [30]. Kolejnym wariantem genu gfp
przystosowanym do ekspresji u roslin jest zmodyfi-
kowany gen o nazwie pgfp. Gen ten charakteryzuje
sie wprowadzonym pomiedzy nukleotydy 398 i 399
intronem Il pochodzgcym z genu ST-LS1 ziemniaka
oraz mutacja seryny-65 zmieniajacg ja na treonine.
Zmiany te znacznie zwiekszyty wydajnos¢ fluore-

gfp 380GOT ATT GATTTT AAA GAA GAT GGA AAC ATT CTT GGA CAC AAA

mgfpd  GGA ATG GATTTC AAG GAG GAG GGA AAC ATG CTG GGG CAC AAG

Gly lie Asp Plie Lys Glu Asp

glp TTG GAA TAC AAC TAT AAC TCA

CAC AAT OTA

Gly Asn lle Leu Gly His Lys

TAC ATC ATG GCA GAC

mgfp4 TTG GAA TAC AAC TAC AAC TCECAC AAC OTA TAC ATC ATG GCA GAC44

Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn

Ser His

Asn Val Tyr lle Met Ala Asp

Ryc. 4. Sekwencja nukleotydowa ukrytego intronu genu gfp (forma dzika) i genu mgfp4. Zmutowane nukleotydy w genie mgfp4 zostaty podkreslone.

nierozpuszczalnych agregatéw GFP, majacych nega-
tywny wptyw na fluorescencje, jak rdwniez wyka-
zujacych cytotoksyczno$¢ [28], Davis i Vier-
stra [29] na bazie sekwencji mGFP4 wprowadzili
szereg mutacji majacych poprawi¢ rozpuszczalnosc
biatka. Zmiany te dotyczyty wprowadzenia do se-
kwencji mGFP4 mutacji oznaczonych symbolem
»,Cycle3” i polegaty na wymianie aminokwasow w
trzech pozycjach: fenyloalaniny-99 na seryne, me-
tioniny-153 na treonine oraz waliny-163 na alanineg
[28]. Tak przygotowane zmodyfikowane biatko na-
zwano sSmGFP (ang. soluble modified GFP). Biatko
to charakteryzowato sie tymi samymi witasnosciami
fluorescencji co dzika forma biatka GFP [28]. Wpro-
wadzenie kolejnej mutacji w tym biatku, polegajacej
na wymianie seryny-65 na treonine, spowodowato
przesuniecie optimum dtugosci fali swiatta wzbu-
dzajgcego w strone czerwieni (490 nm), przy nie-
zmienionej emisji $Swiatta zielonego (510 nm) [30].
Wariant tego biatka zostat nazwany smRS-GFP (ang.
soluble modified red-shifted GFP) [29].

Kolejny wariant biatka GFP — biatko SGFP —
jest kodowane przez syntetyczny gen zawierajacy
kodony preferencyjnie wykorzystywane podczas
ekspresji w komdrkach cztowieka [31] i kukurydzy
[32]. Gen sgfp wykazuje u wiekszosci gatunkow ro-
$lin wysoki poziom ekspresji oraz wtasciwy przebieg
splicingu RNA, a otrzymane biatko wykazuje nie-
zmieniong emisje Swiatta zielonego [32].
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scencji w poréwnaniu do biatka dzikiego [33]
(Ryc.6). Stosowane ostatnio czesto biatko EGFP to
komercyjnie dostepny syntetyczny wariant biatka
GFP charakteryzujacy sie zoptymalizowanym uzy-
ciem kodonow w genie jak i szeregiem mutacji obej-
mujgcych wymiane nastepujgcych aminokwasow:
seryny-65 na treonine, fenyloalaniny-64 na leucyne
oraz tyrozyny-145 na fenyloalanine [34].

Dostepnos¢ wielu wariantéw biatka GFP (Tabe-
la 1) o r6znych wiasnosciach nasuwa pytanie, ktory z
nich wybraé do danego rodzaju badan. Jesli przyj-
miemy za kryterium sposob wykrywania biatka GFP,
warianty z mutacjg seryny-65 na treonine bedga ideal-
ne podczas wykrywania przy uzyciu mikroskopu flu-
orescencyjnego (wzbudzenie $wiattem niebieskim
480 nm, brak wzbudzenia przy 380 nm). Wariant
MGFP5-ER bedzie wariantem uniwersalnym umoz-
liwiajagcym uwidocznienie biatka GFP w catej ro$li-
nie (przy uzyciu lamp emitujgcych promieniowanie
UV o dtugosci fali ponad 380 nm) jak i wykryciu go
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (wzbu-
dzenie Swiattem niebieskim o 480 nm).

IV. Wykorzystanie genu gfp jako genu repor-
terowego

Biatko GFP stato sie w ostatnich latach szeroko
stosowanym, uniwersalnym narzedziem w biologii
molekularnej i biotechnologii roslin. Potwierdza to
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liczba i r6znorodnosé opisanych zastosowan, w ja-
kich uzyto tego biatka. Gen gfp jako gen reporterowy
kodujacy biatko niewymagajace substratow czy ko-
faktoréw wypiera stopniowo z uzycia gen P-glukuro-
nidazy (GUS) uzywany dotad powszechnie w tym
celu. Stosowanie genu gfp pozwala na oszacowanie
poziomu ekspresji transgenu in vivo, bez konieczno-
Sci interwencji w badane tkanki, co daje mozliwos¢
prowadzenia pomiaru poziomu ekspresji genu gfp w

terowy moze by¢ wykorzystany do usprawnienia se-
lekcji transformantéw opartej o antybiotyki. Ma to
zastosowanie szczegOlnie w przypadku gatunkow
trudno regenerujacych i sprawiajgcych trudnosci
przy transformacji. Przyktadem moze by¢ tu uzycie
biatka SGFP S65T przy transformacji roslin cytruso-
wych [39]. Wszystkie przypadki pozornych transfor-
mantow tej rosliny wynikajgce z niedoskonatosci se-
lekcji opartej o antybiotyk, ktére nie wykazywaty

gfp S | ]
mgfp4 [ T Is I ]
VIGIA MG SITSG
mgfp5-er ] | I e 0|
ER HDEL

Ryc. 5. Poréwnanie gendw kodujgcych biatka: GFP, mGFP4 oraz mGFP5-ER. Kolorem czarnym na schemacie zaznaczono obszar kodujacy amino-
kwasy zwigzane z formowaniem chromoforu, kolorem jasnoszarym oznaczono zmodyfikowany obszar ukrytego intronu. Kolor ciemnoszary
oznacza sekwencje kodujacg odcinek sygnatowy chitynazy oraz sekwencje kodujaca peptyd HDEL. Na schemacie zaznaczono réwniez umiej-
scowienie wprowadzonych mutacji powodujacych zmiany aminokwaséw (Y 163A, 1167T, S175G).

czasie rozwoju ro$liny. Dodatkowym atutem stoso-
wania genu gfp jako genu reporterowego, jest brak
doniesien na temat toksycznego wptywu zmodyfiko-
wanych wariantéw biatka GFP na komorki ros$linne.
Podczas dwuletnich doSwiadczen z transgenicznym
tytoniem irzepakiem stwierdzono, ze synteza i fluo-
rescencja biatka GFP (warianty: SGFP, mGFP4 i
mGFP5-ER) w komorkach tych roslin nie ma nega-
tywnego wptywu na plon nasion i wydajnos$¢ bioma-

fluorescencji charakterystycznej dla transformantéw
z genem gfp zostaly w ten sposéb wyeliminowane
[39].

Biatko GFP moze by¢ réwniez uzupetnieniem se-
lekcji przeprowadzanej przy uzyciu herbicydu lub
czeSciowo zastgpi¢ ten czynnik selekcyjny.
Przyktadem moze by¢ transformacja trzciny cukro-
wej z uzyciem biatka SGFP S65T, gdzie pierwsze
etapy selekcji prowadzono na pozywkach z dodat-

GFP
SGFP mGFP4 PGFP
SGFP S65T mGFP5-ER smGFP
SMRS-GFP

Ryc. 6. Schemat przebiegu modyfikacji biatka GFR Szczeg6towy opis modyfikacji biatka GFP przedstawiono w tekscie pracy w rozdziale 111. Uzyte
skroty: GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)-, mGFP4, mGFP5-ER, PGFP, SGFP, SGFP-S65T, smGFP,

smRS-GFP — zmodyfikowane biatka zielonej fluorescencji.

sy [25]. Ten wynik potwierdza, ze obecnosé biatka
GFP w komorkach nie zakt6ca normalnego rozwoju
badanych roslin.

Gen gfp jako gen reporterowy dobrze sprawdza
sie rowniez przy optymalizacji warunkow transfor-
macji ro$lin, o czym Swiadczyé moga liczne prace
opisujace metody transformacji wielu gatunkéw z
uzyciem tego genu [35-38]. Gen gfp jako gen repor-
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kiem herbicydu. Do dalszych etapéw kwalifikowano
jedynie te kalusy, ktore wykazywaty fluorescencje.
Dalsza ich hodowla prowadzona byta bez dodatku
herbicydu [40]. Podobng metode zastosowano takze
przy transformacji innych gatunkow roslin [41]. Ist-
niejg takze doniesienia o mozliwosci catkowitego
zastgpienia tradycyjnych czynnikow selekcyjnych
przez biatko GFP. Jako przykiad moze tu postuzyc¢
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transformacja ryzu przeprowadzona metodg mi-
krowstrzeliwania z uzyciem mGFP4 jako czynnika
selekcyjnego [42].

Biatko GFP wydaje sie by¢ idealnym markerem
przy transformacjach mikrospor czy protoplastow,
dajac mozliwo$¢ sortowania transformantéw przy
uzyciu cytometru przeptywowego [43]. GFP zna-
lazto réwniez zastosowanie jako marker podczas
transformacji plastydéw. Transformowana komérka
roslinna powinna zawiera¢ wytgcznie plastydy
stransformowane, by unikna¢ powrotu do stanu
wyjsciowego tzn. nietransgenicznego. Aby ulatwic
selekcje komorek posiadajgcych wytgcznie strans-
formowane plastydy, przeprowadzono transformacje
plastydow ziemniaka genempgfp. Biatko PGFP syn-
tetyzowane z transgenu umozliwito wyselekcjono-
wanie tylko tych komérek ziemniaka, ktore zawie-
raty stransformowane wszystkie plastydy [44].

Tabela 1.

plastydéw, czego przykiadem moze byc¢ jego uzycie
przy poréwnaniu poziomu ekspresji pod kontrolg
trzech réznych promotoréw w transformowanych
chloroplastach tytoniu [47].

V. Zastosowanie biatka GFP w biologii
komoérki

V-1. Uwidacznianie organelli komdrkowych

Stabilne biatko GFP majace zdolno$¢ do fluore-
scencji po przytgczeniu do innych biatek, jest do-
brym znacznikiem lokalizacji, mobilnosci oraz od-
dziatywan miedzy biatkami [48], Fuzje GFP z
biatkami specyficznymi dla danych przedziatéw ko-
moérkowych lub dodanie do GFP peptydow sy-
gnatowych charakterystycznych dla danych organel-
li, pozwolito na ich obserwacje i $ledzenie dyna-

Modyfikacje biatka GFP najczesciej stosowane podczas transformacji roslin. Uzyte skréty: El — eliminacja ukrytego intronu, S-ER — sekwencja sy-
gnatowa gwarantujaca potozenie w retikulum endoplazmatycznym, intron — do genu kodujacego biatko wprowadzono intron Il pochodzacy z genu
ST-LS1 ziemniaka, * — zaznaczono dtugos$¢ fali wzbudzenia przy ktérej nastepuje maksymalna emisja $wiatta

Wariant

GFP (A.victoria)

W prowadzone modyfikacje

Dtugos¢ fali
wzbudzenia/emisji (nm)

398*, 475/510

mGFP4 El 398*, 475/510

mGFP5-ER El, V163A, 1167T, S175G, 398,475/510
S-ER

SGFP (S65T) syntetyczny, S65T 489/51 1

PGFP (S65T) syntetyczny, S65T, intron 489/511

SmGFP El, F99S, M 153T, V 163A

Uzycie genu gfp jako genu reporterowego daje po-
nadto mozliwos$¢ nieskomplikowanego monitorowa-
nia obecnosci i ekspresji transgenu w warunkach po-
lowych, szczegdlnie w aspekcie transferu gendw
(ang. flow gene), gdy zachodzi obawa rozprzestrze-
nienia sie transgenu do Srodowiska poprzez prze-
krzyzowania z dzikimi pokrewnymi gatunkami [26].
Innym interesujagcym zastosowaniem biatka GFPjest
metoda okreslania zygotycznoSci roslin transgenicz-
nych na podstawie ilosciowej analizy fluorescencji
wynikajacej z ekspresji genu gfp. W przypadku
transgenicznego rzepaku rosliny homozygotyczne
charakteryzowaty sie okoto dwukrotnie wiekszg
fluorescencjg w stosunku do hemizygot [45]. Biatko
GFP moze by¢ takze stosowane do analizy promoto-
réow uzytych do transformacji jadrowych [46], badZ
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398*, 475/510

micznych proceséw dotyczacych zmiany ich wielko-
$ci, ksztattu oraz ich potozenia w komoérce podczas
rozwoju czy odpowiedzi na zmiany S$rodowiska.
Przyktadem takiego podejscia moze by¢ fuzja biatka
GFP z akwaporyngy-TIP (biatko specyficzne dla wa-
kuoli litycznych, wchodzace w sktad integralnych
biatek tonoplastowych), dzieki czemu mozliwa byta
obserwacja dynamicznej struktury bton wakuoli w
komérkach mitodych liscieni Arabidopsis thaliana
[49]. Przy uzyciu tej metody zlokalizowano i obser-
wowano wiekszos$¢ organelli komorkowych u roslin
(jadra komérkowe [50], mitochondria [51], czy pla-
stydy [52]). Jednym z zastosowan wykorzystujacych
biatko GFP do znaczenia organelli jest utatwienie ich
izolacji poprzez oddzielenie znaczonych fluorescen-
cyjnie jader komérkowych od innych sktadnikéw ko-
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morki
[53].

przy pomocy sortowania przeptywowego

V-2. Uwidacznianie wiruséw i biatek w komoérkach
roslinnych

Biatko GFP jest réwniez uzytecznym narzedziem
w $ledzeniu przebiegu infekcji wirusowych u roslin.
Przyktadem tego moze by¢ wykorzystanie konstruk-
tu zawierajgcego gen kodujacy biatko przemieszcza-
nia sie wirusa CPMV z przytgczonym genem gfp.
Produkt ekspresji genu gfp umozliwia $ledzenie
przemieszczania sie wirusa CPMV w lisciach wspie-
gi chinskiej za pomocg mikroskopu fluorescencyjne-
go [54].

Uzycie biatka GFP moze takze w znacznym stop-
niu utatwi¢ ustalenie lokalizacji badanego biatka w
komoérce roslinnej. Dotgczenie sekwencji genu gfp
do badanego genu pozwala na okreslenie lokalizacji
kodowanego przez ten gen biatka. W ten sposéb po-
twierdzono miedzy innymi lokalizacje kodowanej
przez rozne klony cDNA acetylazy serynowej, w
trzech réznych przedziatach komérkowych (cytopla-
zma, chloroplasty, mitochondria) Arabidopsis tha-
liana [55].

V-3. Badanie mobilnosci i interakcji biatek w
komdérkach roslinnych

V-3.1 Technika oparta o pomiar spadku poziomu
fluorescencji wygaszonej pulsem Swiatta

Do badan nad ciggtoscia bton przedziatéw komér-
kowych itransportu biatek w ich obrebie, zostata wy-
korzystana technika oparta o pomiar spadku pozio-
mu fluorescencji wygaszonej pulsem S$wiatta (ang.
Fluorescence Loss In Photobleaching, FLIP). Biatka
fuzyjne zwigzane z biatkiem GFP sa idealne do wy-
korzystania w technikach zwigzanych z wygasza-
niem fluorescencji pulsem S$wiatta, gdyz struktura
Il1- rzedowa tego biatka chroni przed powstawaniem
wolnych rodnikéw w czasie tego procesu. Technika
FLIP, ktorg opisujemy w tym rozdziale, polega na
ocenie spadku poziomu fluorescencji emitowanej
przez biatko GFP potaczone z badanym biatkiem,
kiedy znajdzie sie w obszarze naswietlania silng
wigzka Swiatta. Jesli czasteczki wykazujgce fluore-
scencje zlokalizowane w innym rejonie komorki
beda zdolne do przemieszczenia sie przez obszar
poddawany naswietlaniom, ich fluorescencja ule-
gnie wygaszeniu i zanik fluorescencji bedzie wi-
doczny w obu rejonach komérki, co Swiadczy o
potaczeniu obu rejondéw i mozliwosci migracji biatek
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miedzy nimi [56]. Techniki tej uzyto do potwierdze-
nia hipotezy swobodnej wymiany biatek miedzy pla-
stydami poprzez struktury tgczgce (ang. stromule)
(Ryc. 7). Struktury taczace oba plastydy naswietlano

plastyd plastyd
-0- - fluoryzujace biatko GFP
& - biatko GFP, ktére utracito zdolno$¢ fluorescencji

Ryc. 7. Schemat wykorzystania techniki FLIP do potwierdzenia wymia-
ny biatek pomiedzy plastydami. (1) W stromie obu plastydéw
znajduja sie wykazujace fluorescencje biatka GFP. Naswietla-
nie silnym $wiattem lasera struktur tgczacych te plastydy, po-
woduje stopniowe wygaszenie fluorescencji biatek GFP, ktore
przechodzg przez te struktury. (2) Dalsze naswietlania struktur
taczacych powoduje utrate fluorescencji przez kolejne biatka
GFP. (3) Diugotrwate naswietlanie struktur tgczacych spowo-
duje ostatecznie catkowitg eliminacje fluorescencji obserwowa-
nej poczatkowo w obu plastydach.

Swiattem lasera, co powodowato wygaszenie fluore-
scencji biatek, ktdére przypuszczalnie przez nie prze-
chodzity. Po kilku cyklach naswietlania w obu pla-
stydach zaobserwowano catkowitg utrate fluorescen-
cji, co potwierdzito hipoteze o mozliwosci wymiany
biatek miedzy plastydami poprzez tagczace je struktu-
ry [57].

V-3.2. Technika oparta o pomiar poziomu odzyskanej
fluorescencji wygaszonej pulsem Swiatta

Kolejng technikg badawczg opartg o zjawisko fo-
towygaszania fluorescencji jest technika oparta o po-
miar fluorescencji odzyskanej po wygaszeniu jej pul-
sem Swiatta (ang. Fluorescence Recovery After Pho-
tobleaching, FRAP), ktoéra pozwala na oszacowanie
mobilnosci biatek z dodanym biatkiem GFP. W tech-
nice tej wybrany rejon komdérki poddawany jest na-
Swietlaniu silng wigzka Swiatta lasera, co powoduje
nieodwracalne wygaszenie fluorescencji  znaj-
dujacych sie tam biatek fuzyjnych (biatko badane +
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Ryc. 8. Schemat zastosowania techniki FRAP do badan nad przemieszczaniem sie biatek pomiedzy rejonami komérki. (1) O$wietlenie wybranego rejo-

nu komorki (A) Swiatlem o wiasciwej dtugosci wywotuje fluorescencje badanych biatek potaczonych z biatkiem GFP znajdujacych sie w tym
rejonie komorki. (2) Naswietlenie badanego rejonu silnym Swiatlem lasera powoduje utrate zdolnosci fluorescencji zgromadzonych tam biatek
GFP. (3) Naptyw biatek fuzyjnych z obszaréw sasiadujacych badanym rejonem nie poddanych naswietlaniu Swiattem lasera, powoduje powr6t
fluorescencji w badanym obszarze. Obserwowane odzyskanie fluorescencji w badanym rejonie komérki wskazuje, ze badane biatka majgzdol-
no$¢ do przemieszczania sie z jednego rejonu komérki do innego.

biatko GFP). Nastepnie rejon ten nasSwietla sie
stabym Swiattem wzbudzajagcym fluorescencje GFP.
Obserwowane przywrocenie zjawiska fluorescencji
w badanym rejonie komérki wskazuje na naptyw fu-
zyjnych biatek z innych rejonéw komorki, co jest do-
wodem mobilnosci badanych biatek lub struktur, w
ktore te biatka sg wbudowane (Ryc. 8) [58]. Przy
uzyciu techniki FRAP Brandizzi iwsp. [59] po
raz pierwszy udowodnili przemieszczanie sie biatek
btonowych (fuzja GFP z btonowym receptorem se-
kwencji H/KDEL-Erd2) miedzy retikulum endopla-
zmatycznym a aparatem Golgiego in vivo w komér-
kach liscia tytoniu. Autorzy ci podaja roéwniez, ze od-
zyskiwanie poziomu fluorescencji uprzednio wyga-
szonego rejonu aparatu Golgiego jest zalezne od

energii metabolicznej, co sugeruje, iz transport z reti-
kulum do aparatu Golgiego nie moze odbywaé sie na
zasadzie dyfuzji. Po uzyciu czynnikéw depolimery-
zujgcych cytoszkielet i zaobserwowaniu powrotu
fluorescencji w uprzednio wygaszonych czesciach
aparatu Golgiego, stwierdzono réwniez, ze w komor-
kach roslinnych cytoszkielet wydaje sie nie by¢ nie-
zbednym przy transporcie biatek do aparatu Golgie-
go [59].

V-3.3. Technika oparta o fluorescencyjny rezonansowy

transfer energii

Technika oparta o fluorescencyjny rezonansowy
transfer energii (ang. Fluorescence Resonance Ener-
gy Transfer, FRET) pozwala na badanie interakcji

‘,5&0&‘\‘} o
%
23 s
1
Swiatlo
wzbudzenia Cam
440 nm CFP I I I
+4 Caz
e
$wiatlo C}\ Q / $wiatlo
pabudzei_ '° Sk ) s,

440 nm

535 nm

CaM ®Ca”

Ryc. 9. Schemat dziatania systemu CAMELEON (wg. [60], zmieniono). Wzbudzenie biatka CFP $wiattem o dtugosci fali 440 nm powoduje emisje

290

Swiatta o dtugosci fali 480 nm przez to biatko. Poniewaz chromofory biatek fluorescencyjnych: CFP i YFP znajduja sie w zbyt duzej odlegtosci
od siebie, nie moze doj$¢ do wzbudzenia emisji Swiatta przez biatko YFP. Po zwigzaniu przez kalmoduline czterech jonéw wapnia, biatko to
zmienia konformacje (i swoje utozenie w stosunku do peptydu M 13), powodujac zblizenie biatek fluorescencyjnych na odlegtosé, ktéra pozwa-
la na fluorescencyjny rezonansowy transfer energii pomiedzy biatkiem CFP i YFP, co przejawia sie emisja Swiatta przez biatko YFP (535 nm).
Uzyte skroty: CaM — kalmodulina, CFP — biatko zielono-niebieskiej fluorescencji, M13 — peptyd docelowy kalmoduliny, FRET— fluore-
scencyjny rezonansowy transfer energii, YFP — biatko z6tej fluorescencji.
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biatek pozostajgcych w bliskiej odlegtosci w komor-
ce. Technika ta wykorzystuje mechanizm, w ktorym
chromofor jednego biatka (donor) emituje Swiatto,
ktore nastepnie wzbudza emisje Swiatta chromoforu
drugiego biatka (akceptor). Do transferu energii do-
chodzi w sytuacji, gdy odlegto$s¢ miedzy chromofo-
rem donora, a akceptora nie przekracza 100A. Do
techniki tej doskonale nadaja sie pary mutantéw
biatka zielonej fluorescencji (BFP-GFP i CFP-GFP)
0 zmienionych wiasciwos$ciach  fluorescenciji.
Dtugos¢ fali sSwiatta emitowana przez BFP (po na-
Swietleniu), odpowiada dtugosci fali swiatta wzbu-
dzenia dla GFP. Dzieki temu w sytuacji, gdy biatka
znajduja sie odpowiednio blisko, po wzbudzeniu
biatka BFP nastepuje fluorescencyjny rezonansowy
transfer energii (FRET) na GFP i emisja $wiatla
przez to biatko. Podobna sytuacja zachodzi pomie-
dzy pargCFP (chromofor donorowy) ibiatkiem YFP
(chromofor akceptorowy) [58],

Technike FRET zastosowano do wykrywania jo-
néw Ca2+ i wykorzystano w tym celu konstrukt
CAMELEON (Ryc. 9). W tym konstrukcie biatka
CFP i YFP potgczone sg poprzez kalmoduline zdolng
dowigzaniajoné6wCa2+orazpeptydM13. W obecno-
§ci jonow wapnia kalmodulina zmienia konformacje
powodujac zmniejszenie odlegtosci miedzy para
chromoforéw, co prowadzi do transferu energii i
zwigzanej z tym zmiany barwy emitowanego Swiatta
[59]. Konstrukt CAMELEON uzyto miedzy innymi
do badan zmian poziomu jonéw Ca2w komérkach
szparkowych Arabidopsis thaliana [60].

V1. Podsumowanie

Biatko zielonej fluorescencji (GFP) odkryte u me-
duzy stato sie w ostatnich latach jednym z najwa-
zniejszych narzedzi w biologii molekularnej i medy-
cynie. Tak wazna rola biatka GFP wynika gtéwnie z
mozliwosci formowania przez nie chromoforu i wy-
nikajacych stad zdolnosci fluorescencyjnych. Przed-
stawione w niniejszej pracy gtéwne Kierunki badaw-
cze, w ktorych biatko zielonej fluorescencji (lub gen
ofp) jest wykorzystywane (jako gen reporterowy
podczas transformacji, w lokalizacji organelli ko-
maérkowych i wiruséw, w badaniach mobilnosci i in-
terakcji biatek) dotyczg wytgcznie badan z wykorzy-
staniem materiatu ro$linnego. Badania te do kofca
lat dziewiecdziesiatych byty op6Zznione w stosunku
do prac prowadzonych na zwierzetach, co wynikato
gtéwnie z poczatkowych trudnosci z uzyskaniem
ekspresji genu biatka GFP w komaérkach roslinnych.
Pokonanie tych trudno$ci, poprzez wprowadzenie
opisanych w tej pracy modyfikacji genu gfp, pozwo-
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lito na stosowanie wyszukanych technik wykorzy-
stujacych GFP ijego pochodnych takze w biologii
molekularnej roslin. Wydaje sig, ze wraz z uptywem
czasu jeszcze wiecej mechanizmoéw funkcjonowania
i rozwoju komorki rodlinnej znajdzie wyjasnienie
dzieki zastosowaniu technik zwigzanych z wykorzy-
staniem biatka zielonej fluorescencji.
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stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wigczac¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otdéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢é w podpisie pod rycing, rysunkowe zas je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzgdza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,gora-dot" (otéw-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk izatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wlasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty “Postepow Biochemii”
w roku 2004

Sktadka cztonkowska w 2004 roku wynosi:
dla Cztonkéw rzeczywistych 80.- zl.
dla Cztonkow studentow 40.- zt
w tym roczna prenumerata “Postepéw Biochemii”

Matzenstwa moga optacac sktadki w wysokosci 80.- + 40.- = 120.- zk.

Cztonkowie, ktérzy optaca” sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2004 , majg zapew-
niong bezptatna, prenumerate kwartalnika ,Postepy Biochemii”. Cztonkowie, ktorzy
optaca sktadke po tym terminie, bedacotrzymywacé kwartalnik do czasu wyczerpania
sie zapasOw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg® Czlonkéw Honorowych Towarzystwa. Natomiast
Cztonkowie-Emeryci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptaca za
prenumerate ,Postepow Biochemii” 30.- zt.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa moga® by¢ prenumeratorami “Postepéw
Biochemii”. Koszt w 2004 roku - 80.- z.

Biblioteki ptaca”za prenumerate ,Postepow Biochemii” w roku 2004  120.- zk.

UWAGA: ZMIANA NUMEROW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Skiadki cztonkowskie i prenumerata Kwartalnika
“Postepy Biochemii”

BPH PBK S.A. Oddziat w Warszawie, ul. Krucza 24-26
95 1060 0076 0000 4110 5000 0371

Prenumerata Kwartalnika “Acta Biochimica Polonica”
BPH PBK S.A. Oddziat w Warszawie, ul. Krucza 24-26
35 1060 0076 0000 4110 5000 0384
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