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PROTEINAZA K

Proteinaza K degraduje prawie kazde biatko oraz szybko
inaktywuje aktywno$¢ takich enzymow jak nukleazy. Dziata w
szerokim zakresie warunkéw np.: w obecnosci SDS, mocznika
oraz przy ekstremalnych wartosciach pH.

Enzym ten z powodu swojej niespecyficznej proteolitycznej
aktywnosci jest uzywany w laboratoriach biochemicznych jako
standardowa proteaza.

Od ponad 25 lat firma Merck KGaA produkuje duze iloSci
proteinazy K o wysokiej jakosci z Tritirachium album. Merck KGaA
jako gtbwnym Swiatowym producentem tego enzymu. Caly czas
ulepsza proces produkcji i dzieki temu redukuje koszty jego
powstawania. Ma to wplyw na obnizenie ceny proteinazy K
oszczednosci, z ktérych rowniez Panstwo mogaskorzystag.

Proteinaza K, roztwér w buforze Tris/HCI pH 7,5;
0,01 mol/l; 600 mAnson-U/ml; dla biologii molekularnej

Nr kat. Opk. llos¢ Uw opk. Cena* Cenaza 1U
107393.0010 10 ml 6 000 U 491 zt 0,081 zt

Proteinaza K oczyszczana chromatograficznie, liofilizowana,
30 mAnson-U/mg; dla biologii molekularnej

Nr kat. Opk. llos¢ Uw opk. Cena* Cena za 1U*
124568.0100 100 mg 3000 U 252 zt 0,084 zi
124568.0500 500 mg 15 000 U 649 zt 0,043 zt
124568.0010 109 300 000 U 9 124 zt 0,030 zt

Zapraszamy do sklepu internetowego

https://mecomm.merck.pl

'Cena nie zawiera podatku VAT (7%) ijest wazna do 31 grudnia 2008 r.
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Liliana Konarska (1944-2008)

Profesor Liliana Konarska nie zyje

Z gtebokim zalem i poczuciem niepowetowanej straty informujemy Panstwa, ze 17 sierpnia 2008 roku w
Warszawie, po heroicznej walce z nieuleczalng choroba, odeszta od nas na zawsze profesor Liliana Konar-
ska. Profesor Konarska byta przez dwie kadencje, w latach 1992-1998, Prezesem Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, a nastepnie, od 1998, jego vice-Prezesem. Byta rowniez Redaktorem Naczelnym ,,Acta Bio-
chimica Polonica" i wieloletnim redaktorem ,,Postepéw Biochemii". Jej odejScie jest ogromng stratg dla na-
szego Towarzystwa i polskiej biochemii.

Profesor Liliana Konarska byta absolwentkg Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie w 1966 roku uzyskata
stopienn magistra w zakresie biochemii na podstawie pracy pod tytutem ,,Wplyw eteru etylowego na kom-
pleks dehydrogenazy NADH preparatu Keilina-Hartree". Po ukonczeniu pracy magisterskiej przez szes¢
miesiecy pracowata w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie,



w Zaktadzie Biochemii Migéni, pod kierunkiem profesora Witolda Drabikowskiego. Jednak cate swoje ak-
tywne zycie zawodowe (od listopada 1966 roku) poswiecita Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie
Warszawski Uniwersytet Medyczny), gdzie pracowata poczagtkowo w Zaktadzie Chemii Og6lnej | Wydziatu
Lekarskiego (w latach 1966-1973), a nastepnie w Zaktadzie Analityki Klinicznej Wydziatu Farmaceutycz-
nego (w latach 1974-1989) przeksztatconym w Katedre i Zaktad Biochemii i Chemii Klinicznej (od 1989 do
chwili swojej $mierci). Na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (WUM) przeszta wszystkie szczeble
kariery naukowej, od stanowiska asystenta do profesora nadzwyczajnego. Stopieri doktora nauk przyrodni-
czych uzyskata w 1974 roku na Wydziale Lekarskim WUM (rozprawa doktorska ,,Badania nad arginazg je-
litowa ijej znaczeniem w ustroju™), a doktora habilitowanego nauk farmaceutycznych w zakresie biochemii
klinicznej na Wydziale Farmaceutycznym WUM w 1987 roku (rozprawa habilitacyjna ,,1zoenzymy arginazy
—wiasciwosci, zmienno$é w ontogenezie i znaczenie kliniczne"). Profesor Liliana Konarska byta od 1998
roku profesorem nadzwyczajnym w Katedrze i Zaktadzie Biochemii i Chemii Klinicznej Wydziatu Farma-
ceutycznego WUM.

Jej zainteresowania naukowe obejmowaty biochemie $ciany jelita u dorostych i rozwijajacych sie ssakdéw,
enzymologie kliniczng, ze szczeg6lnym uwzglednieniem wrodzonych wad metabolicznych i metod ich wy-
Krywania oraz enzymow o spodziewanym znaczeniu diagnostycznym, molekularne mechanizmy sygnali-
zacji komérkowej iich zaburzenia w niektérych stanach chorobowych, a takze zastosowanie metod biologii
molekularnej w diagnostyce.

Profesor Liliana Konarska odbyta szereg stazy naukowych, miedzy innymi w 1978 roku w Department
of Biochemistry, Medical School, Debrecen (Wegry), w latach 1979-1980 w Department of Clinical Chemi-
stry, Faculty of Medicine, University of Bern (Szwajcaria; praca pod kierunkiem profesora J. P. Colombo,
wspoétpraca z prof. U. Wiesmannem, Department of Pediatrics, University of Bern i z profesorem R. V. Fel-
lenbergiem, Department of Veterinary Physiology, University of Zurich) oraz w 1983 roku w Department
of Clinical Chemistry, University of Bern (profesorowie J. P. Colombo i U. Wiesmann).

W naszej pamieci pozostanie przede wszystkim jako wybitny dziatacz Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, redaktor i wydawca polskich czasopism naukowych oraz niestrudzony organizator zjazdow i
konferencji naukowych. Profesor Konarska byta pomystodawcg i organizatorem Pierwszej Polsko-Ukrain-
skiej Konferencji Biochemicznej im. Jakuba Karola Parnasa we Lwowie (1996 r.) oraz cztonkiem komitetéw
organizacyjnych nastepnych konferencji w Gdansku (1998 r.), we Lwowie (2000 r.), we Wroctawiu (2002 r.),
w Kijowie (2005 r.) i w Krakowie (2007 r.). Byfa vice-Przewodniczgca komitetu organizacyjnego Kongresu
FEBS w Warszawie (2004 r.). Brata takze czynny udziat w pracach komitetow organizacyjnych dorocznych
zjazdow Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (1993-2008) i w organizacji sesji na tych zjazdach: w Lu-
blinie (2005 r.), w Biatymstoku (2006 r.), w Szczecinie (2007 r.) i w Olsztynie (2008 r.). Ponadto uczestniczyta
w organizacji i prowadzeniu sesji podczas Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (Warszawa,
1995 r.), Ogdlnopolskiej Konferencji Biologii Komarki (Krakéw, 1999 r.) i Konferencji na temat ,,Przekazy-
wania sygnatéw w komorce" (Warszawa, 1993 r.).

W Jej Osobie zegnamy wybitnego dziatacza Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, badacza, nauczycie-
la akademickiego, wspaniatg kolezanke, przyjaciela, Cztowieka.
Cze$¢ Jej Pamigci!!l
Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Redakcja kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
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Rycina na oktadce:

»The endosomal-associate protein, Hrs"
by Pawet Penczek (Pawel.A.Penczek@ uth.
tmc.edu), Department of Biochemistry and
Molecular Biology, The University of Texas
Health Science Center at Houston, 6431
Fannin St, Houston, TX 77030, USA, with
permission.

0 Autorze: Dr Pawet A. Penczek, jest absol-
wentem Wydziatu Fizyki Uniwersytetu War-
szawskiego (Pracowni Fizyki Medycznej), a
obecnie profesorem Wydziatu Biochemii i
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Teksan-
skiego w Houston, Teksas, USA. Zajmuje sie
okre$laniem struktury przestrzennej biatek z
zastosowaniem mikroskopii elektronowej i
wykorzystaniem metody rekonstrukcji to-
mograficznej. Dr Penczek jest wspoétautorem
ponad 70 publikacji naukowych opubliko-
wanych m.in. w Journal of Structural Biolo-
gy, Nature Structural and Molecular Biology
1Biophysical Journal.
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The endosomal-associate protein, Hrs, embedded into the membrane of an early endoséme. Two functional domains have been
docked into the cryo-EM density map of hexameric Hrs, determined to 16A resolution [1], Structure of the VHS and FYVE
domains have been determined crystallographically [2] and are docked into the EM density map of the Hrs. The knowledge
of the location of the FYVE and VHS domains, which are reported to bind to phosphatidylinositiol 3-phosphate molecules
found within the endosomal membrane, has guided the hypothetical placement of Hrs within the endosomal membrane. The
immersion of the end caps of Hrs into the endosomal membrane demonstrates an ‘end-on' binding model of the Hrs particles
with the membrane. According to this model, either end cap can embed into the membrane, allowing the other end cap to carry
out other essential protein trafficking functions, or to embed into another membrane, thus preventing fusion of membranes
during early endosomal fusion.

1. Pulian L, Mullapudi S, Huang Z, Baldwin PR, Chin C, Sun W, Tsujimoto S, Kolodziej SJ, Stoops JK, Lee JC, Waxham MN, Bean
AJ, Penczek PA (2006) The endosome-associated protein Hrs is hexameric and controls cargo sorting as a ,,master molecule".
Structure 14: 661-671

2. Mao Y, Nickitenko A, Duan X, Lloyd TE, Wu MN, Bellen H, Quiocho FA (2000) Crystal structure of the VHS and FYVE tan-
dem domains of Hrs, a protein involved in membrane trafficking and signal transduction. Cell 100: 447-456

3. Kutateladze TG, Ogburn KD, Watson WT, de Beer T, Emr SD, Burd CG, Overduin M. (1999) Phosphatidylinositol 3-phospha-
te recognition by the FYVE domain. Mol Cell 3: 805-811
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IV edycja konkursu na najlepsza prace doktorska
z biochemii w 2008 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtasza trzecig edycje konkursu na najlepsza
prace doktorskg z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest
przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez witasciwa rade naukowa lub rade wydziatu w 2008 roku.
Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 500 zi, ufundowana przez firme Merck,
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2009 roku. Nagrode
przyznaje J » f* ~"ToOWiolskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmg Merck.

Zgtoszepiekandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-

wanego lub tytij jfesora’
Zgtoszenia w Ilistu przi odniego wraz doktorska w formacie pdf nalezy przestaé¢
w raeprzekt termini« do 31 maja elekironi&znajaa adres:

s.pikula
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cje dotyczace ktariij mozna ylyskac kierujgc pytania pod nastepujgcy adres poczty elektronicznej:

s.pik\a@nencl-
profesor Stawomir Pikuta
Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Instytut Biologii DoSwiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Real-time PCR

NiMaxima™ SYBR Green

High specificity

y/J Al the advantages at a glance

+ Specificity - Maxima™ Hot Start Tag DNA Polymerase and the
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
of primer dimers.
Sensitivity - detects low copy number targets.
+ Wide linear range - accurate quantification across 9 orders

of magnitude.
+ Universal - can be used on most real-time thermal cyclers.
Reproducibility and convenience - ready-to-use 2X master
mix minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications

+ Real-time PCR using SYBR Green dye.
+ Real-time RT-PCR using SYBR Green dye.

Maxima' SYBR Green gPCR Master Mix (2X)

Cat. No.  Appl.
K0221 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 jul)
K0222 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 jul)

"Maxima™ Probe gPCR

High sensitivity

All the advantages at a glance

Sensitivity - detects low copy number targets.

Specificity - Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase and the
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
of primer dimers.

« Wide linear range - accurate quantification across 9 orders

of magnitude.

Universal - can be used with sequence-specific probes on most
real-time thermal cyclers.

Reproducibility and convenience - ready-to-use 2X master mix
minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications

+ Real-time PCR using sequence-specific probes.
+ Real-time RT-PCR using sequence-specific probes

Maxima' Probe gPCR Master Mix (2X)

gqPCR Master Mix (2X)

-dl / dT, %

76
Temperature, °C

80

Melting curve analysis confrms high qPCR specifcity.

Amplification of 10-fold dilutions of supercoiled plasmid DNA, starting from
10 ng down to 0.1 fg, using the Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix
(2X) in duplicate reactions. Reactions were performed on the Eppendorf
Mastercycler® ep realplex instrument. NTC is the non-template control.

Master Mix (2X)
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Highly sensitive two step qRT-PCR.

Amplification of human PPP1CA gene was performed on serial 10-fold

dilutions of Jurkat cell total RNA (from 1 ng to 1 pg). First strand cDNA was
generated with the RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1621).
cDNA was amplified with the Maxima™ Probe gPCR Master Mix (2X) using
the TagMan® assay specific for PPP1CA. Reactions were performed on an

Cat. No. Appl. ABI PRISM® 7000 instrument. 1 pg of total RNA was successfully detected
K0231 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 j NTC is the non-template control.
K0232 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 ¢u)
DYSTRYBUTOR: abo Grazyna Boreysza
1 ul. Podlesna 6a, 80-255 Gdarnsk -1-— A
Biuro: ul. MatacFiowskiego 1, 80-262 Gdansk n | |ITf]| ] | ~4C
| I 11 tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80 v 11 11 H O

e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl
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WYDARZENIA -

Konkurs ,,SUPERHELISA 2008".
Szymon Nowakowski, student Uroku
Wydziatu Lekarskiego Akademii Me-
dycznej w Gdansku zostat laureatem
V edycji ogo6lnopolskiego konkursu
wiedzy biochemicznej "SUPERHE-
LISA 2008™ (Fot. 1-3), ktéry odbyt sie

OPINIE -

Polski. Otrzymat 130,1 punkty, na 155
mozliwych do zdobycia. Drugie miej-
sce zajeta Daria Swiecka, studentka
Il roku Wydziatu Lekarskiego Aka-
demii Medycznej w Gdansku (129,5
punktow). Miejsce Il przypadto Jo-
annie Przybek, studentce | Wydziatu

Fotografia 1. Konkurs ,,Superhelisa 2008", oczekiwanie na wyniki Konkursu.

16-18 maja, w malowniczo potozo-
nym Os$rodku Wypoczynkowo-Szko-
leniowym ,,Dorota" w tapinie koto
Kolbud. Szymon Nowakowski poko-
nat trzydziestu dwdch konkurentéw z
jedenastu uczelni medycznych z calej

Lekarskiego Warszawskiego Uniwer-
sytetu Medycznego (129,3 punktéw).
W klasyfikacji zespotowej uczelni me-
dycznych w konkursie "SUPERHELI-
SA 2008", na pierwszym miejscu z do-
robkiem punktowym 385,2 znalazta

Fotografia 2. Organizatorzy i laureaci Konkursu; drugi od lewej Szymon Nowakowski, Daria Swiecka.
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KOMENTARZE

sie Akademia Medyczna w Gdansku.
Wyprzedzita Warszawski Uniwersy-
tet Medyczny (357,3 punkty) i Colle-
gium Medicum w Bydgoszczy (filia
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu, 348,8 punktow).

V edycje konkursu ,,SUPERHELI-
SA 2008" zorganizowali pracownicy
Katedry i Zaktadu Biochemii Akade-
mii Medycznej w Gdansku, kierowa-
nych przez prof. dr hab. Juliana Swier-
czynskiego. Do tegorocznego konkur-
su indywidualnego i zespotowego
przystapito 11 trzyosobowych ekip z
uczelni medycznych catej Polski. Ko-
misja konkursowa sktadata sie z opie-
kunéw dydaktycznych ekip studenc-
kich uczestniczagcych w konkursie.
Uczestnicy konkursu odpowiadali na
100 pytan testowych (pojedynczego
wyboru z pieciu mozliwych odpowie-
dzi).Uzyskanie przez uczestnikamini-
mum 60 punktéw umozliwiato przej-
§cie do Il etapu konkursu, podczas
ktorego studenci odpowiadali na pie¢
pytan opisowych w czasie 50 minut.
Pytania dotyczyty przebiegu podsta-
wowych proceséw biochemicznych i
wzorow metabolitéw. Poziom wiedzy
studentoéw byt tak duzy, ze do drugie-
go etapu zakwalifikowali sie wszyscy
startujgcy w konkursie. Czas do ogto-
szenia wynikow studenci spedzali na
spacerach wok®ét jeziora i dyskusjach,
a wieczorem zostaty ogtoszone wyni-
ki drugiego etapu konkursu: podano
sume punktéw uzyskanych w trakcie
Ii Il etapu konkursu przez kazdego
uczestnika. W ten sposob wytonio-
no 10 studentdw z najwyzszg taczng
punktacjg. Do trzeciego etapu kon-
kursu zakwalifikowali sie: Szymon
Nowakowski z Akademii Medycznej
w Gdansku (111 punktéw), Wojciech
Guenter z Collegium Medicum w
Bydgoszczy (107 punktow), Joanna
Przybek z Warszawskiego Uniwer-
sytetu Medycznego (107 punktéw),
Szymon Czarkowski z Akademii Me-
dycznej w Gdansku (106 punktéw),
Dariusz Wojciechowski z Collegium
Medicum w Bydgoszczy (106 punk-
téw), Daniel Kuczynski z Uniwersy-
tetu Medycznego w Poznaniu (104
punkty), Daria Swiecka z Akademii
Medycznej w Gdansku (104 punkty),
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Fotografia 3. Uczestnicy Konkursu w czasie wolnym w tapinie.

Magdalena Uzar z Collegium Medi-
cum Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie (104 punkty), Aleksandra
Rumianowska z Il Wydziatu Lekar-
skiego Warszawskiego Uniwersyte-
tu Medycznego (103 punkty) i Rafat
Wolny z IWydziatu Lekarskiego War-
szawskiego Uniwersytetu Medyczne-
go (103 punkty). Wszyscy finalisci od-
powiadali anonimowo na ten sam, lo-
sowo wybrany przez pierwszego od-
powiadajacego, zestaw trzech pytan
przekrojowych wymagajacych umie-
jetnosci analizowania wiedzy. Na tym
etapie opiekun osoby odpowiadajacej
nie miat prawa oceniaé wtasnego pod-
opiecznego. Suma punkéw uzyska-
na przez zawodnika we wszystkich
trzech etapach decydowata o miejscu,
ktore student zajgt w indywidualnej
klasyfikacji koncowej. Zdaniem oce-
niajagcych poziom konkursu byt bar-
dzo wysoki, a réznice punktowe po-
miedzy finalistami bardzo niewielkie.
0 kolejnosci na podium w rozgryw-
kach indywidualnych zadecydowaty
réznice dziesietnych punktu. Suma
punkéw uzyskanych we wszystkich
trzech etapach przez studentéw z tej
samej ekipy, decydowata o miejscu w
klasyfikacji zespotowej. W sobotnie
popotudnie ogtoszono wyniki rozgry-
wek indywidualnych i zespotowych
1 uroczys$cie zakonczono konkurs.
Nagrody i wyrdznienia najlepszym
uczestnikom konkursu wreczali prof.
dr hab. Jacek Bigda, prorektor ds. roz-
woju i wspdtpracy miedzynarodowej
AMG oraz prof. dr hab. Julian Swier-
czynski, kierownik Katedry i Zaktadu
Biochemii AMG. Nastepne godziny
spotkania, juz pozbawione stresu,
minety bardzo szybko przy ognisku
i grillu. Byt to dobry czas na rozmo-
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wy, wymiane
doSwiadczen
oraz nawig-
zanie nowych

, ONE znajomosci.
A = Ta droga
™ organizato-
i rzy konkursu

dziekujg tym
wszystkim,
ktorzy przy-
czynili sie
do realizacji
konkursu w
Gdansku, a
szczegOlnie
sponsorom:
firmom Abo,
Ikamed, Sigma-Aldrich i Ziaja. Dzieki
ich wsparciu najlepsi studenci otrzy-
mali atrakcyjne nagrody i upominki
(relacja przygotowana przez dr Ewe
Kossowska).

System Life Tracker uznano za
najlepszy projekt oprogramowania
zgtoszony do polskiej edycji Micro-
soft Imagine Cup 2008 (konkurs prze-
prowadzony w Polsce po raz szosty).
System Life Tracker jest nowator-
skim rozwigzaniem umozliwiajacym
$ledzenie w czasie rzeczywistym
gatunkéw zwierzat zagrozonych
wyginieciem. System samodzielnie
gromadzi dane o stanie wybranych
osobnikow, na ich podstawie pomaga
przewidywaé¢ zachowanie zwierzat
i pozwala interweniowaé¢ w krytycz-
nych sytuacjach. Przyczynia sie on
do sukcesu reintrodukcji, czyli préb
ponownego wprowadzenie na stare
miejsca bytowania, rodzimych gatun-
kéw zwierzat niegdy$ tam zyjacych,
lecz wytepionych. Program stworzyli
cztonkowie zespotu Demoscene Spirit
z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w

Poznaniu (Fot. 4). Agata Czapracka
oraz Wiktoria Szydto, studentki Wy-
dziatu Biologii UAM, przedstawity
i doktadnie zdefiniowaty problem.
To one wtasnie okres$lity jakiego sys-
temu i jakich funkcji im trzeba. One
formowaty Life Tracker'a przez caty
czas kiedy powstawat. Agata Majew-
ska z Akademii Sztuk Pieknych byla
odpowiedzialna za komunikacje wi-
zualng; zaprojektowata logo, plaka-
ty, ulotki, catg oprawe graficzng oraz
wystroj stoiska na konkursie. Lukasz
Michniewicz oraz Szymon Majewski
z wydziatu Matematyki i Informaty-
ki UAM, byli odpowiedzialni za kod
aplikacji. Program powstat w jezyku
C#, a wizualizacje wsparta biblioteka
Direct3D. Tomasz Gdala, jako men-
tor zespotu, czuwat nad catoscig prac
i perfekcyjnoscig prezentacji. Rein-
trodukcja daje szanse na uratowanie
gatunku, lecz rozwigzania stosowa-
ne w telemetrii drobnych zwierzat sg
mato efektywne, poniewaz pozwalajg
na monitorowanie niewielkiej liczby
osobnikéw, wymagajg pracy wielu
0s6b w terenie, a uzyskane dane nie
dajg petnego obrazu dynamiki popu-
lacji. System Life Tracker eliminuje
te problemy. Narzedzie skfada sie z
wyposazonych w aparature pomiaro-
wa obrozy zaktadanych zwierzetom,
rozmieszczonych w terenie centralek
zbierajacych radiowo informacje o
zwierzetach i wysytajagcych dane do
serwera za pomocg GSM, serwera
oraz podtgczonych do niego klientéw,
za pomocy ktérych uzytkownik doda-
je i kontroluje istniejace badania. Life
Tracker ma realistyczny system wizu-
alizacji. Jego uzytkownik porusza sie
w wirtualnym $wiecie zgodnym topo-
graficznie z rzeczywistym obszarem
badan (las, tgka). Wedtug ekspertéw
jest tatwo integrowany z istniejgcymi

Fotografia 4. Demoscene Spirit, od lewej: Wiktoria Szydto, Agata Majewska, ukasz Michniewicz, Szymon

Majewski, mgr Tomasz Gdala.
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systemami telemetrycznymi jak i obli-
czeniowymi. Udostepnione interfejsy
pozwalajg wykorzystaé juz istniejgce
dane i urzadzenia pomiarowe. Sys-
tem bedzie testowany na popielicach,
ktore od kilku lat sg obiektem dziatan
reintrodukcyjnych.  Technologiczny
konkurs dla studentéw Microsoft
Imagine Cup 2008 zostat rozstrzy-
gniety w maju b.r. w Instytucie Wzor-
nictwa Przemystowego w Warszawie.
Nagrodzony zespo6t bedzie reprezen-
towat Polske w finatach Swiatowych,
ktére odbeda sie we Francji. Drugie
miejsce w konkursie zajat zespét In-
cognitos z Politechniki Poznanskiej w
sktadzie: Michat Macékowiak, Mitosz
Kadzinski, Sylwia Kopczynska, Woj-
ciech Kokot z projektem ThumbRider.
Trzecie miejsce przypadio zespotowi
FTeamS z Politechniki tddzkiej w
sktadzie: Dariusz Krukowski, Grze-
gorz Glonek, Jacek Pintera, Jarostaw
Andrzejczak, Krzysztof Szokal-Egird
z opiekunem Jarostawem Koszukiem.
Zespo6t przedstawit projekt o nazwie
eTrip. Microsoft prowadzi na Swiecie,
w tym w Polsce, liczne programy, w
ramach ktérych mitodzi ludzie uczg
sie tworzy¢ innowacyjne rozwigzania
technologiczne oraz poznajg otoczke
biznesowg konieczng do odniesienia
sukcesu na rynku; konkurs Imagine
Cup jestjednym z nich.

Sukces zespotu prof. Lubinskie-
go w walce z rakiem piersi. Zdaniem
naukowcéw ze Szczecina podawanie
w chemioterapii leku cis-platyny jest
przetomem w leczeniu raka piersi u
kobiet. U nosicielek zmutowanego
genu, u ktorych rozwineta sie choroba,
leczenie prowadzi czesto do czescio-
wej lub catkowitej remisji. U pacjen-
tek, ktére nie byly poddane wczesniej
chemioterapii, cis-platyna powoduje
zanikanie guzow lub ich cze$ciowe
zmniejszanie. Jednak w kazdym przy-
padku, wprawdzie w réznej skali,
efekt jest pozytywny. Prof. Jan Lubin-
ski z Miedzynarodowego Centrum
Nowotworow Dziedzicznych Pomor-
skiej Akademii Medycznej w Szczeci-
nie otworzyt w 1992 roku, pierwszg
w naszym Kkraju genetyczng poradnie
onkologiczng i odkryt, ze najwazniej-
szym czynnikiem powstawania no-
wotworu sag wrodzone predyspozycje
genetyczne.

Badania nad wtasciwosciami bia-
tek tworzacych soczewke oka mogg
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doprowadzi¢ do przetomu w lecze-
niu zaémy — jednej z najczestszych
chorob grozacych utratg wzroku. Za-
¢ma pojawiajgca

odpornosciowego sa istotne dla
ochrony ptazéw. Badacze przeana-
lizowali populacje traszki gdrskiej

(Mesotriton alpestris z Polski),

sie  w jednym
tub obu oczach u
40 procent o0s6b
po 75 roku zycia,
najpierw utrud-
nia, a pozniej
uniemozliwia
widzenie. Obec-
nie leczenie po-
lega na operacyj-
nym usunieciu
soczewki i zastg-
pieniu jej sztucz-
ng, zrobiong z
odpowiedniego
tworzywa sztucznego. Alternatyw-
nym dla operacji rozwigzaniem mo-
gtoby by¢ odbudowanie prawidtowej
struktury molekularnej soczewki za
pomocg nanotechnologii. Nad zagad-
nieniem nieoperacyjnego leczenia
zaémy pracuje prof. Barbara Kry-
styna Pierscionek (Fot. 5) z Uni-
wersytetu w Ulsterze (po studiach

i doktoracie na wydziale lekarskim

w Melbourne). Badania nad za¢mg
byty do tej pory utrudnione, po-
niewaz badania nad jej biochemig
wymagaty dostepu do wnetrza so-
czewki, co sprawiato, ze nie moz-
na byto okre$li¢ struktury biatek
przed i po powstaniu za¢my. Prof.
Pierscionek wspoétpracuje z prof.
Wei Chenem, nanotechnologiem
z University of Texas w Arlington
oraz prof. Ronem Schacharem, okuli-
stg i fizykiem.

Krystyna Pierécionek.

Geny gtéwnego uktadu zgodno-
$ci tkankowej (MHC) wytwarzajg
biatka o kluczowym znaczeniu w
zwalczaniu infekcji. Dr Wiestaw
Babik z Uniwersytetu Ja-
giellonskiego i dr Walter
Durka z Centrum Badan
Srodowiskowych Helm-
holtza (UFZ) scharaktery-
zowali zmiennosé gene-
tyczng i wykryli wiecej
niz jeden gen MHC klasy
Il u ptaza ogoniastego.
Populacje ptazéw zanika-
ja gwattownie na catym
Swiecie, a jedng z najwaz-
niejszych przyczyn jest
pewnien gatunek grzy-

ba. Dlatego informacje o

funkcjonowaniu uktadu Domcke.

Fotografia 5. Profesor Barbara

Fotografia 7. profesor Wolfgang

na podinoco-wschodnim skraju
zasiegu gatunku. Jest ona pierw-
szym europejskim i trzecim w
skali $wiatowej ptazem ogonia-
stym, ktéorego MHC zbadano oraz
pierwszym, u ktérego stwierdzo-
no wiecej niz jeden gen MHC II.
To odkrycie wskazuje, ze zmien-
no$¢ genetyczna MHC jest istotna
rowniez w tej grupie. Badacze wy-
kazali, ze u traszki dziata dobor
pozytywny, co oznacza, ze geny
MHC odgrywaja wazng role w
uktadzie odpornosciowym, ktory
rozpoznaje i zwalcza infekcje. Dr.
Wiestaw Babik przeprowadzit bada-
nia w ramach wspotpracy pomiedzy
Uniwersytetem Jagiellonskim i UFZ
w Halle, finansowanej przez Fun-
dacje Aleksandra von Humboldta.
We wcze$niej
prowadzonych
badaniach na-
ukowcy stwier-
dzili, ze w ciggu
ostatnich 10 tys.
lat polskie po-
pulacje traszki
gorskiej stosun-
kowo  szybko
osiagnety wy-
soki poziom
zmiennosci
genetycznej.
Trzy obecnie
izolowane populacje w Sudetach,
Karpatach i Gérach Swietokrzyskich
najprawdopodobniej wywodzg sie z
jednego obszaru, gdzie traszki prze-
zyly ostatnig epoke lodowcowg. Wy-
niki swoich badan naukowcy opu-
blikowali w czasopi-
$§mie Molecular Ecology
(wg strony www UJ).

Fotografia 6. Profesor Andrzej
Sobolewski.

Fizyk prof. Andrzej
Sobolewski (Fot. 6) i che-
mik prof. Wolfgang Do-
mcke (Fot. 7) odebrali w
Warszawie nagrode Co-
pernicus, przyznawang
wspolnie przez Fundacje
na rzecz Nauki Polskiej
(FNP) i niemiecka Deut-
sche  Forschungsgeme-
inschaft. Profesorowie
Sobolewski i Domcke zo-
stali wyrdznieni za osia-
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gniecia naukowe z zakresu fotochemii
bedace rezultatem trwajacej od ponad
dwudziestu lat wspotpracy. Wspolne
badania laureatow doprowadzity do
zidentyfikowania i scharakteryzowa-
nia mechanizmu, zwanego obecnie
scenariuszem  Sobolewskiego-Domc-
ke, odpowiedzialnego za odpornosc
na promieniowane nadfioletowe (UV)
podstawowych  struktur biologicz-
nych, takich jak DNA i biatka. Odkry-
cie to ma przetomowe znaczenie dla
dalszych badan nad poczatkami zycia
na Ziemi. Nagroda zostata przyznana
takze za wspdlne dziatania laureatéw
wspierajagce mtodych naukowcéw z
Polski i Niemiec. Prof. Wolfgang Do-
mcke studiowat fizyke na Politechnice
Monachijskiej. Po uzyskaniu stopnia
doktora habilitowat sie w 1979 roku na
Uniwersytecie we Freiburgu. Pracowat
naukowo na Uniwersytetach w He-
idelbergu i Dusseldorfie. Od wielu lat
zwigzany jest z Politechnikg Monachij-
ska, gdzie od 1999 roku kieruje Katedra
Chemii Teoretycznej. Prof. Andrzej So-
bolewski zajmuje sie teoretyczng foto-
fizykg czasteczek. Studiowat fizyke na
Uniwersytecie Warszawskim. Doktorat
i habilitacje uzyskat w Instytucie Fizyki
PAN w Warszawie, gdzie od 1991 roku
jest profesorem. Uczony jest laureatem
wielu krajowych i miedzynarodowych
nagréd naukowych, w tym nagrody
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (2007),
nazywanej polskim Noblem.

Nagroda Copernicus jestwspdlnym
przedsiewzieciem FNP i niemieckiej
organizacji pozarzagdowej wspierajacej
nauke, Deutsche Forschungsgemein-
schaft. Celem nagrody jest wyrdznia-
nie najbardziej aktywnych uczestni-
kéw polsko-niemieckiej wspdipracy
naukowej, ktérzy moga sie wykazac
wyrdzniajgcym sie dorobkiem ba-
dawczym, bedgcym rezultatem tej
wspotpracy, jak rowniez sukcesami w
promowaniu mtodej kadry badawczej.
Nagroda przyznawana jest raz na dwa
lata (po raz pierwszy w 2006 roku) w
drodze konkursu dwém uczonym, zaj-
mujacym sie dowolng dziedzing nauki
—jednemu z Polski i jednemu z Nie-
miec. Nagroda wynosi 50 tys. euro (po
25 tys. euro dla kazdego z dwoch lau-
reatow) i wreczana jest w Berlinie. Do
tegorocznej edycji nagrody Copernicus
zgtoszonych zostato 29 wnioskdw.

Pod koniec lipca FNP wytonita Lau-
reatow pierwszej edycji konkursu w
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programie Miedzynarodowe Projekty
Doktoranckie. Finansowanie otrzyma-
ja trzy projekty, ocenione najwyzej w
procedurze konkursowej. Laureatami
zostaty: Wydziat Chemii Uniwersyte-
tu Warszawskiego —projekt z zakre-
su nauk chemicznych (International
Scholarship Program for Graduate
Studies in Faculty of Chemistry); koor-
dynator konsorcjum prof. Renata Bile-
wicz; Instytut Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk — projekt z
zakresu biologii strukturalnej (Struc-
tural biology of plants), koordynator
konsorcjum prof. Mariusz Jaskolski;
Wydziat Fizyki i Informatyki Stoso-
wanej Akademii Gorniczo-Hutniczej
—projekt z zakresu nanonauki (Inter-
disciplinary PhD-Project in Nanoscien-
ce and Advanced Nanostructures);
koordynator konsorcjum dr hab. Bar-
ttomiej Szafran. £aczna warto$¢ przy-
znanego finansowania dla wszystkich
trzech projektéw wynosi do 13 910
800 ztotych. Program ,,Miedzynarodowe
Projekty Doktoranckie™ realizowany jest
dzieki pozyskaniu przez Fundacje Srodkdw
z funduszy europejskich w ramach Dzia-
fania 1.2 ,,Wzmocnienie potencjatu ka-
drowego nauki" Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka 2007-2013. Naj-
blizszy termin skladania wnioskow
w kolejnych edycjach programu to 15
marca 2009 r., a nastepny termin to 15
marca 2010 r. Szczegoétowych infor-
macji o programie udziela Zesp6t ds.
Programéw Finansowanych z Fundu-
szy Strukturalnych; tel. (022) 4240226,
(022) 4240225, (022) 4240306, (022)
4240252; e-mail: fundusze@fnp.org.pl.

Polska i Niemcy podpisaty umowe
0 powotaniu Fundacji na Rzecz Nauki.
Umowe sygnowaty w Warszawie mi-
nister nauki i szkolnictwa
wyzszego Barbara Ku-
drycka ijej odpowiednicz-
ka w niemieckim rzadzie, POL SK(

AMERYKANSKA

Wedtug szacunkow, fundacja co roku
przekaze na badania 2,2 min euro.

Prawie miliard euro Polska bedzie
mogta wykorzysta¢ na ksztatcenie
kadr w instytucjach naukowych oraz
na poprawe szkolnictwa wyzszego
z programu operacyjnego Kapitat
Ludzki. W czerwcu w Warszawie
zainaugurowano uroczyscie czes¢
Programu, z ktorego pienigdze beda
przeznaczone na nauke i szkolnictwo
wyzsze. Z okoto 1 mld euro przezna-
czonego na ten cel na lata 2007-2013
finansowane beda np. szkolenia dla
naukowcow, ktérzy chcieliby rozpo-
cza¢ wspotprace z przedsiebiorstwa-
mi, studia w dziedzinach waznych
dla gospodarki, studia podyplomowe,
itp. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego pragnie przede wszystkim
dziata¢ na rzecz zwiekszenia zaintere-
sowania mitodziezy studiami w dzie-
dzinach S$cistych i technicznych. Jak
informuje resort, z danych GUS wyni-
ka, ze w potowie 2007 r. w Polsce byto
okoto 30 tys. wakatéw na stanowiskach
pracownikoéw technicznych sredniego
szczebla. Wg informacji wiceminister
nauki, prof. Marii Ortowskiej, brakuje
przede wszystkim inzynierébw me-
chanikéw, inzynierow budownictwa
i inzynierii srodowiska oraz inzynie-
row elektrykéw, a studia na tych kie-
runkach cieszg sie o wiele mniejszym
zainteresowaniem niz studia huma-
nistyczne. Jednym z pomystéw, aby
uatrakcyjni¢ ksztatcenie techniczne, sg
stypendia dla najlepszych studentéw.
Ministerstwo uwaza, ze uzasadnione
bytyby stypendia (powyzej 1 tysigca
ztotych) dla studentow osiggajacych
doskonate wyniki od drugiego se-
mestru lub drugiego roku studiéw.
Oprocz tego na dofinan-
sowanie moga liczyé
uczelnie, ktére przedsta-
wig najlepsze pomysty

Annette Schavan. Polska KOMISJA FULBRIGHTA na promocje studidw
nie bedzie w miata w fun- Scistych i technicznych.
dacji ograniczonych praw, f ULBRIGHT W tym samym czasie za-
chociaz jej wktad finanso- L= | inaugurowano konkursy

wy jest mniejszy. Decyzje
w fundacji bedg podejmo-
wane na zasadzie porozu-
mienia. Umowa przewi- prignta.
duje, ze Niemcy wptaca

50 min euro na konto fundacji, Polska
dotozy 5 min euro. Pienigdze wptacone
przez oba kraje bedg stanowity kapi-
tat, ktérym fundacja bedzie obracata.

Fotografia 8. Godto Programu Ful-

na projekty zwigzane z
doksztatcaniem kadr w
instytucjach naukowych,
tak aby pomoéc uczonym
nawigzywaé¢ wspotprace
z biznesem (wg informacji MNiSW).

Wiecej os6b bedzie mogto wzigé

udziat w programach wymiany stu-
dentéw, naukowcdw i nauczycieli
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miedzy Polskg i USA w ramach Pro-
gramu Fulbrighta (Fot. 8). Przedsta-
wiciele wszystkich klubéw parlamen-
tarnych zapowiedzieli poparcie dla
rzagdowego projektu ustawy o raty-
fikacji umowy miedzy rzadami RP i
USA na temat wspotpracy w ramach
Polsko-Amerykanskiej Komisji Fulbri-
ghta. Ustawa upowazniprezydenta do
ratyfikacji nowej umowy, ktdrej skut-
kiem ma by¢ zwiekszenie finansowe-
go wktadu Polakow we wspotprace w
ramach Polsko-Amerykanskiej Komi-
sji Fulbrighta. Zwiekszenie polskiego
wktadu do budzetu fundacji pozwoli
wiekszej liczbie oséb wzig¢ udziat w
programach wymiany studentéw, na-
ukowcdw inauczycieli pomiedzy Pol-
skg i USA. Umowa jest zgodna z pra-
wem UE. Program Fulbrighta zostat
opracowany przez amerykanskiego
prawnika, profesora akademickiego
i polityka, senatora Jamesa Willia-
ma Fulbrighta (1905-1995). Uzyskat
podstawy prawne w 1946 r. na mocy
ustawy zatwierdzonej przez Kongres
USA i podpisanej przez prezyden-
ta Harry'ego Trumana. Gtdwne cele
Programu to inicjowanie, wspieranie
iprowadzenie dziatalnosci w zakresie
studiow, badan naukowych, szkolen
i innych przedsiewzieé¢ z dziedziny
nauki, szkolnictwa wyzszego, oswia-
ty, kultury i sztuki, realizowanych
przez lub dla obywateli amerykan-
skich poprzez wizyty i wymiany stu-
dentéw, stazystdw, wyktadowcow,
artystow, dziennikarzy, nauczycieli,
naukowcdw oraz innych oséb ze $ro-
dowisk nauki, kultury i sztuki. Obec-
nie dziatania zwigzane z Programem
Fulbrighta realizowane sg w ponad
150 krajach. Fundusze na Program sg
zatwierdzane przez Kongres USA. W
roznych krajach dziata 51 Komisji Ful-
brighta, ktére w imieniu rzagdu ame-
rykanskiego i rzadow miejscowych
sprawujg bezposrednig piecze nad re-
alizacjg Programu. W Polsce realizacja
Programu Fulbrighta trwa od 1959 r.
Od lat dziewiec¢dziesigtych piecze nad
tym sprawuje Polsko-Amerykanska
Komisja Fulbrighta (jej wczesniejsza
nazwa to Biuro Amerykansko-Pol-
skiej Wymiany Naukowej).

Uproszczenie procedur dla mio-
dych Polakéw, chcacych ksztatcic¢
sie i pracowa¢ w Kanadzie oraz dla
kanadyjskiej mtodziezy przyjezdza-
jacej do Polski przewiduje podpisa-
na 14 lipca umowa miedzy Polskg a
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Kanada. Kanadyjsko-polska umowa
»,0 wspieraniu mobilnosci mitodych
obywateli" zaktada, ze osoby w wie-
ku 18-35 lat bedg mogty na rok wy-
jechaé do kraju partnerskiego i uczy¢
sie tam, pracowac lub odbywac staze
lub szkolenia. Nie bedzie do tego po-
trzebne specjalne pozwolenie na pra-
ce. Umowe podpisaty w Warszawie
minister nauki i szkolnictwa wyzsze-
go Barbara Kudrycka i kanadyjska mi-
nister obywatelstwa i imigracji Diane
Finley. Dotychczas Kanada podpisata
podobne umowy z 40 krajami. Kana-
dyjczycy moga podejmowaé w Polsce
studia medyczne, charakteryzujace
sie wysokim poziomem ksztatcenia.
Umowa ma obowigzywa¢ od nowego
roku akademickiego (wg MNiSW).

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego zawarto z Fundacjg Al-
phaGalileo umowe dotyczgcg rocznej
subskrypcji, ktéra umozliwi wszyst-
kim instytucjom naukowym w Polsce,
prowadzacym dziatalno$¢ badawcza,
bezptatny dostep do serwisu interne-
towego AlphaGalileo. Serwis ten gro-
madzi informacje o badaniach i osig-
gnieciach naukowych pochodzgce od
ponad 1700 instytucji. Serwis oferuje
szybki i rzetelny przekaz informacji o
badaniach naukowych, wydarzeniach
ze $Swiata nauki, nowych publikacjach
we wszystkich jezykach europejskich.
Obejmuje dziedziny nauk technicz-
nych oraz medycyne, sztuke, nauki
humanistyczne i spoteczne. Z serwisu
korzysta¢ mogg zar6wno $rodowiska
badawcze, jak i przedstawiciele me-
diéow po uprzednim zarejestrowaniu
sie. Serwis dostepny jest na stronie
www.alphagalileo.org. Wiecej infor-
macji na stronie Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego (wg informa-
cji MNiSW).

Pierwszy w Polsce mikrofalowy
syntezator peptydoéw trafi wkrdtce
do Katedry Chemii Nieorganicznej
Akademii Medycznej w Gdansku.
Dotacje na ten cel w wysokos$ci 380
tys. zt przyznato Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego. Dzigki syn-
tezatorowi proces syntezy chemicz-
nej peptydéw mozna przyspieszy¢
dziesieciokrotnie, przy jednoczesnym
zmniejszeniu zuzycia odczynnikow
chemicznych.

27 maja 2008 roku w Librarii Col-
legium Maius odbyta sie uroczy-

sto$¢ podpisania deklaracji woli
wspotpracy w zakresie wspierania
rozwoju sektora IT (Information
Technology) w Krakowie oraz w
wojewodztwie matopolskim pomie-
dzy Wojewddztwem Matopolskim,
Gming Krakéw, Akademig Gdrniczo-
Hutnicza, Politechnikg Krakowska,
Uniwersytetem Jagiellonskim i Cisco
Systems. Akt ten tworzy formalne
podstawy wspdlnych dziatan w ob-
szarze rozwoju branzy nowoczesnych
technologii w regionie. W szczegol-
nosci wspoétpraca bedzie dotyczyta
wymiany doswiadczen w zakresie
transferu wiedzy z uczelni do bizne-
su, edukacji dla przedsiebiorcéw oraz
zintegrowania dziatan partnerow. To
wszystko pozwoli wykorzysta¢ duzy
potencjat wojewddztwa w zakresie IT,
wzmocni innowacyjnos¢ regionu oraz
konkurencyjnos¢ Matopolski na mie-
dzynarodowych rynkach. Prezydent
Krakowa, prof. Jacek Majchrowski,
zaznaczyt, ze Matopolska jest otwarta
na wspoétprace i dobrze wykorzystuje
pojawiajace sie mozliwosci rozwoju
gospodarczego regionu. Wiceprezy-
dent CISCO, Kaan Terzioglu, w swo-
im wystapieniu okre$lit podstawy
przysztej wspoétpracy, ktére zostang
oparte na dziataniach doradczych i
szkoleniowo-edukacyjnych Cisco's
Internet Business Solutions Group
(IBSG), a takze na ,identyfikacji po-
tencjalnych  dziedzin wspdipracy
technologicznej, wsp6lnych projek-
tach badawczych i badaniach”. Ob-
szarami dziatan partneréw beda obok
rozwoju infrastruktury na rzecz spo-
teczenstwa informacyjnego, szkolenia
kadr dla nowoczesnej gospodarki,
promocja przedsiebiorczosci, rozwoj
elektronicznych ustug publicznych,
rozwéj innowacji i zaawansowanej
technologii, planowanie strategiczne
z wykorzystaniem technologii i infor-
matyki do wspierania rozwoju spo-
teczno-gospodarczego.

W lipcu b.r. prof. Roman Kali-
szan, urzedujacy rektor AMG, pod-
pisat umowe pomiedzy Urzedem
Marszatkowskim Wojewddztwa Po-
morskiego, Akademig Medyczng w
Gdansku, Politechnika Gdanska oraz
Uniwersytetem Gdanskim powotu-
jaca Battyckie Centrum Biotechno-
logii i Diagnostyki Innowacyjnej
(BCBIDI) jako spotke prowadzacag
dziatalnos¢ badawczo-rozwojows.
BCBIDI ubiega si¢ o sfinansowanie
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wyposazenia nowoczesnych labora-
toriow badawczych w ramach Pro-
gramu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka. Planowang siedzibg
Centrum jest Gdanski Park Nauko-
wo-Technologiczny (GPNT), zlokali-
zowany w Gdansku przy ulicy Trzy
Lipy 3, na terenie dawnych zaktaddw
graficznych. Dziatalno$¢ Centrum be-
dzie obejmowata prowadzenie badan
ukierunkowanych na bezpos$rednie
praktyczne zastosowanie w zakresie
diagnostyki molekularnej, analityki
farmaceutycznej i technologii postaci
leku (wg informacji zamieszczonej na
stronie www AMG).

Na poczatku lipca wyktadem prof.
Magdaleny Fikus z Instytutu Bioche-
mii i Biofizyki PAN na temat osiagnie¢
wspoitczesnej biotechnologiijuz po raz
szOsty zostat zainaugurowany corocz-
ny cykl sobotnich ,,Letnich Spotkan z
Nauka', organizowanych na Pojezie-
rzu Kaszubskim nad Jeziorem Wdzy-
dze koto Koscierzyny przez Instytut
Budownictwa Wodnego Polskiej
Akademii Nauk w Gdansku oraz In-
stytut Oceanologii Polskiej Akade-
mii Nauk w Sopocie. W tym roku w
jego ramach przewidziano 8 popular-
nonaukowych wyktadéw z réznych
dziedzin, m.in. na temat poczatkow
turystyki na polskim wybrzezu mor-
skim, historii i dnia dzisiejszego Ko-
§ciota, roslin leczniczych iich stosowa-
niu w zwalczaniu chordb, zalecanych
diet i pozyskiwania biopaliw. , Letnie
Spotkania z Nauka" odbywajg sie od
2003 roku w ramach Baltyckiego Fe-
stiwalu Nauki i stanowig przedtuze-
nie popularnonaukowej imprezy w
wojewodztwie pomorskim.

Nagrode im. Artura
Rojszczaka w 2008 roku
zdobyta dr Elzbieta Ma-
siak (Fot. 9), psycholog z
Katolickiego Uniwersytetu
Lubelskiego i absolwentka
Krakowskiej Szkoty Jazzu i
Muzyki Rozrywkowej. Dr
Masiak zajmuje sie muzy-
koterapig, zatozyta estra-
dowy muzyczny zespot
integracyjny, w ktorym
uczestnicza osoby po le-
czeniu psychiatrycznym,
wolontariusz i terapeuci. Masiak.
Zesp6t muzykuje, wyste-
pujac nawet publicznie. Liderka uwa-
za, ze dopiero wowczas muzyka staje

230

Fotografia 9. Doktor Elzbieta

sie sposobem na rehabilitacje, a nie
jest sposobem na izolacje i stygmaty-
zacje chorych. Wytonienie zwyciezcy
tegorocznej edycji nagrody im. Artu-
ra Rojszczaka odbyto sie w ltawie 31
maja. Nagroda Rojszczaka jest przy-
znawana mitodym badaczom, ktérzy
cechuja sie szczego6l-
nie humanistyczna
postawa, szerokimi
horyzontami zain-
teresowan i umiejet-
noscig wychodzenia
poza ramy specjali-
zacji zawodowej.

Swoje zdolno-
§ci  matematyczne
i logiczne wery-
fikowato w maju na Politechnice
Wroctawskiej az 290 os6b. W finale
VI Mistrzostw Polski w Grach Ma-
tematycznych i Logicznych w gru-
pie studentdw zwyciezyt Gabriel
Listowski (Fot. 10) z Za-
brza, natomiast w grupie
0s6b zawodowo zajmu-
jacych sie matematyka i
informatyka wygrat Eryk
Kopczynski (Fot. 11) z
Warszawy. 25 zwyciez-
cow krajowego konkursu
(po 3 osoby z klas I, IV, V
i VI szkét podstawowych,
gimnazjéw i liceéw, z gru-
py studentéw i uczniow
szko6t pomaturalnych
oraz sposrod osob zawo-
dowo zajmujagcych sie matematyka i
informatyka) reprezentowato Polske
na miedzynarodowym finale w Pary-
zu, w koncu sierpnia b.r.

Klinika Psychiatrii Dorostych
Uniwersytetu Medycz-
nego w Poznaniu, Za-
ktad  Neuropsycholo-
gii  Klinicznej UMK
Collegium Medicum
w Bydgoszczy, Sekcja
Psychofarmakologii
Polskiego Towarzystwa
Psychiatrycznego oraz
Wydawnictwo Terme-
dia, wydawca pisma
Neuropsychiatria i Neu-
ropsychologia, zapra-
szaja zainteresowanych
tematykga integracji tych
nauk w ramach tzw.
Neuroscience do uczestnictwa w
konferencji naukowej pt. Postepy

Fotografia 11. Eryk Kop-
czynski.

Neuropsychiatrii i Neuropsycho-
logii, zaplanowanej na 27-28 listo-
pada w Poznaniu. Tematyka konfe-
rencji dotyczy¢ bedzie najnowszych
dokonan z zakresu neuropsychiatrii
i neuropsychologii, w tym etiopato-
genezy, diagnostyki i leczenia cho-
rob  osrodkowego
uktadu nerwowego,
a wyktadowcami
bedg wybitni przed-
stawiciele psychia-

trii, neurologii,
neuropsychologii i
neurobiologii, za-

rowno krajowi, jak i
zagraniczni. W sesji
»Genetyka moleku-
larna" wyktadowca-
mi bedg prof. John Mann (Columbia
University, New York) z prezentacja
»The impact of genes and childhood
adversity on brain biology, function
--------- and adulthood depres-
sion”, prof. Joanna Hau-
ser (Poznan) z wyktadem
»,Badania genomu w zabu-
rzeniach psychicznych", dr
hab. med. Filip Rybakow-
ski (Poznan) z prezentacjg
»,Genetyczne i osobowo-
sciowe podtoze jadtowstre-
tu psychicznego". W Se-
sji ,,Neurobiologia" prof.
Anna Grabowska (War-
szawa) przedstawi wyktad
.Wspotczesne poglady na
temat lateralizacji mozgowej", prof.
Leszek Kaczmarek (Warszawa)
.Neurobiologiczne mechanizmy
plastycznosci neuronalnej", a prof.
Jerzy Vetulani z Krakowa "Neuro-
biologia moralnos$ci”. Pracami or-
ganizacyjnymi kieruje prof. Janusz
Rybakowski.

Sympozjum ,Wyzwania wspot-
czesnej biologii komorki roélinnej™
zaplanowane na 20-21 wrzes$nia
2009 roku w todzi, organizowane
jest dla uhonorowania prof. dr hab.
Marii J. Olszewskiej, wieloletniego
Profesora Uniwersytetu +tddzkie-
go, Kierownika Katedry Cytologii i
Cytochemii Roslin, cztonka rzeczy-
wistego Polskiej Akademii Nauk,
wybitnego nauczyciela akademic-
kiego, naukowca i animatora nauki
w Polsce. W programie konferencji
zostang przedstawione przez zapro-
szonych naukowcoéw, profesoréw
Jolante Matuszynska, Zofie Szwey-
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kowskg-Kulinskg, Andrzeja Legoc-
kiego, Andrzeja Jerzmanowskiego
i Przemystawa Wojtaszka, najwaz-
niejsze zagadnienia wspotczesnej
biologii komorki roslinnej: od cyto-
genetyki, przez biologie i genetyke
molekularng, genomike i biotechno-
logie, po biologie systeméw i syn-
tetyczne organizmy. Organizatorzy
planujg organizacje sesji plakatowej,
podczas ktdrej mozliwo$¢ przedsta-
wienia wynikow swoich badan do-
tyczacych szeroko rozumianej bio-
logii komorki roslinnej bedg mieli
mtodzi adepci nauki. Organizatorzy
nie wykluczajg udziatu w konferen-
cji gosci ze Stanéw Zjednoczonych:
profesorow Andrzeja W. Vorbrodta
i Zenona Steplewskiego, wybitnych
polskich naukowcédw pracujgcych
na state w USA. Organizatorami
Sympozjum sag Instytut Fizjologii,
Cytologii i Cytogenetyki UL, £6dz-
ki Oddziat PAN i Komitet Biologii
Komorki PAN. Adres kontaktowy:
prof, dr hab. Andrzej K. Konono-
wicz, ul. Banacha 121/16, 90-237
L4dz, tel.: (42) 635 44 25 fax: (42) 635
44 23, e-mail: akononow@biol.uni.
lodz.pl.

22 czerwca 2008 r. w wieku 77 lat
zmart w Warszawie wybitny neuro-
fizjolog, pierwszy przewodniczacy
Komitetu Badan Naukowych, prof.
Witold Karczewski. Prof. Witold
Karczewski urodzit sie 30 sierpnia
1930 r. we Lwowie. Byt absolwentem
warszawskiej Akademii Medycz-
nej. Tytut profesora nadzwyczajne-
go otrzymat w 1971 r., a po o$miu
latach — profesora zwyczajnego.
Prof. Karczewski w 1989 r. zostat
cztonkiem Komitetu Nauki i Poste-
pu Technicznego przy Radzie Mini-
strow, aw roku 1990 zostat wybrany
na przewodniczacego Komisji Badan
Podstawowych Komitetu. W latach
1991-1995 byt przewodniczacym
powstatego w jego miejsce Komite-
tu Badan Naukowych — cztonkiem
Rady Ministrow. Petnit te funkcje w
sktadzie 4 kolejnych rzadow: pre-
mierdw Jana Krzysztofa Bieleckiego,
Jana Olszewskiego, Hanny Suchoc-
kiej i Waldemara Pawlaka. Petnit
wiele innych funkcji, m.in. byt prze-
wodniczgcym Rady Polskiej Funda-
cji Upowszechniania Nauki, czton-
kiem Komitetu Etyki w Nauce PAN,
przez wiele lat pracowat w Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicz-
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nej PAN, gdzie kierowat Zaktadem
Neurofizjologii. Prof. Karczewski
wspottworzyt w 1980 r. Towarzy-
stwo Popierania i Krzewienia Nauk;
po reaktywowaniu Towarzystwa,
zawieszonego w stanie wojennym,
wybrany zostat na jego prezesa. W
okresie 1982-1989 dzia-

Wiejskiego w Warszawie i prof. Ka-
rol Musiot, rektor Uniwersytetu Ja-
giellonskiego. Ustepujacy z funkcji
prof. Luty, podsumowujac kaden-
cje 2005-2008 powiedziat, ze w jego
opinii zostawia KRASP w dobrej
kondycji. Wyrazit tez nadzieje, ze
organizacja nadal bedzie

tat w Tajnym Spotecz-
nym Komitecie Nauki,
ktéry m.in. w 1985 r.
opracowat raport ,,Pol-
ska w 5 lat po Sierpniu”;
byt jego wspotautorem.
Prof. Witold Karczew-
ski przez Fundacje na
rzecz Nauki Polskiej
(FNP) zostat wyrdznio-
ny Honorowym Od-
znaczeniem. Sprawujac
przez dwie kadencje
funkcje przewodnicza-
cego KBN w zasadniczy
sposob przyczynit sie
do przeksztatcenia FNP
w niezalezng apolityczng instytucje,
popierajagc dziatania zmierzajace do
zlikwidowania jej formalnych zwigz-
kow z KBN, istniejagcych w czasach
jej powstawania. Otworzyto to moz-
liwosci rozwoju samodzielnej orga-
nizacji, koncentrujgcej sie na dziata-
niach odmiennych od tych, ktdére na-
lezg do kompetencji panstwa. Dzieki
dalekowzrocznos$ci oraz politycznej
determinacji prof. Karczewskiego
Fundacja zawdziecza to, ze zdotata
przetrwac¢ pierwsze burzliwe lata
swojego istnienia (wg PAP,

Fotografia 12. Profesor Katarzyna
Chatasinska-Macukow, przewod-
niczagca KRASP.

~lekarstwem na samot-
no$¢ rektora, ktéry de-
cyzje zawsze podejmuje
w samotnosci”. Prof.
Katarzyna Chatasifnska-
Macukow po wyborach
stwierdzita, ze zamierza
kontynuowaé¢ te linie
dziatania.

KRASP jest dobrowol-
nym zrzeszeniem rekto-
row wyzszych uczelni
posiadajacych  upraw-
nienia do nadawania
stopnia naukowego dok-
tora. Organizacja zostata
utworzona 7 czerwca 1997 r. przez
rektoré6w 73 uczelni. Obecnie orga-
nizacja zrzesza 146 polskich uczelni.
107 z nich ma status cztonka KRASP;
4 szkoty wyzsze majg status uczelni
stowarzyszonej; 35 szkot jest zbioro-
wo reprezentowanych w KRASP za
posrednictwem wchodzacej w jego
sktad Konferencji Rektoréw Publicz-
nych Szkét Zawodowych. Statuto-
wym celem KRASP jest inspirowa-
nie i koordynowanie wspétdziatania
uczelni cztonkowskich, a takze re-
prezentowanie wspolnych interesow

Nauka w Polsce i FNP).

Rektor Uniwersytetu
Warszawskiego prof. Ka-
tarzyna  Chatasinska-Ma-
cukow (Fot. 12) zostata
wybrana na nowego prze-
wodniczacego Konferencji
Rektoréow  Akademickich
Szkét Polskich (KRASP).
Wiceprzewodniczgcymi
zostali prof. Adam Hamol,
rektor Politechniki Poznan-
skiej i prof. Janusz Zmija,
rektor Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie. Nowy zarzad KRASP
bedzie petnit swoje obowigzki do
2012 r. W kadencji 2005-2008 zarzga-
dowi KRASP przewodniczyt prof.
Tadeusz Luty, rektor Politechniki
Wroctawskiej; wiceprzewodnicza-
cymi byli prof. Tomasz Borecki, rek-
tor Szkoty Giéwnej Gospodarstwa

Fotografia 13. Profesor Ry-
szard Tadeusiewicz.

uczelni akademickich
na zewnatrz. KRASP
jest réwniez ciatem
opiniodawczym  wo-
bec rzagdu w sprawach
dotyczacych nauki i
szkolnictwa wyzszego.
W kadencji 2005-2008
organizacja opiniowata
106 aktéw legislacyj-
nych. (wg PAP, Nauka
w Polsce).

W maju dwie uczel-
nie uhonorowaty prof. Ryszarda
Tadeusiewicza (Fot. 13) z Akade-
mii  Gorniczo-Hutniczej tytutem
doktora honoris causa. Akademia
Pedagogiczna w Krakowie uczynita
to 9 maja, a Politechnika Lubelska 13
maja b.r. Prof. Tadeusiewicz jest ab-
solwentem studiéw inzynierskich,
ekonomicznych i medycznych. Zaj-
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muje sie biocybernetyka, automaty-
kg iinformatyka. Prof. Tadeusiewicz
jest tworcg szkoty naukowej w dzie-
dzinie biocybernetyki, automatyki i
robotyki, a przede wszystkim infor-
matyki. Petnit funkcje rektora AGH
i przewodniczagcego KRPUT. Jest
cztonkiem korespondentem Polskiej
Akademii Umiejetnosci i Polskiej
Akademii Nauk oraz cztonkiem za-
granicznym Rosyjskiej Akademii
Nauk Przyrodniczych i cztonkiem
tytularnym Europejskiej Akademii
Nauki, Sztuki i Literatury. Wcze-
$niej doktoraty honorowe nadaty
mu Miedzynarodowy Uniwersytet
ANSTED (z siedzibg
w Wielkiej Brytanii),
Politechniki Czesto-
chowska i Wroctaw-
ska oraz Uniwer-
sytet Techniczny w
Iwano-Frankowsku
(Ukraina). Ponadto,
Narodowy Instytut
Gérniczy Ukrainy (z
siedzibg w Dniepro-
pietrowsku) nadat
prof. Tadeusiewiczo-
wi godno$¢ honoro-
wego profesora.

Poznanski Uni-
wersytet Medyczny
wreczyt 23 czerwca
b.r. dyplom doktora honoris causa
profesorowi Jerzemu W. Kawiako-
wi z Warszawy (Fot. 14). Laureat
jest zastuzonym dla polskiej nauki
uczonym w zakresie cytofizjologii.
W spiera rowniez rozwdéj biologii ko-
morki i biologii molekularnej. Tytut
zostat przyznany w uznaniu nie-
przecietnego wktadu prof. Kawiaka
w rozwo6j nauki w wymiarze mie-

Fotografia 14. Profesor Jerzy Kawiak.

prof. Kawiaka obejmujacy 113 prac
oryginalnych, 23 artykuty przegla-
dowe i 41 redakcji prac zbiorowych
oraz wspotautorstwa podrecznikéw,
skryptéw i monografii. W 2006 roku
godnos$¢ doktora honoris causa
nadata Profesorowi Pomorska Aka-
demia Medyczna w Szczecinie.

Prof. Jerzy Hotowiecki (Fot. 15),
wybitny hematolog i transplanto-
tog szpiku kostnego oraz specjalista
choréb wewnetrznych, otrzymat ty-
tut doktora honoris causa Warszaw-
skiego Uniwersytetu Medycznego
(WUM). Wygtaszajac laudacje prof.
Wiestaw Jedrzejczak
z WUM stwierdzit,
ze najwazniejszg naj-
prawdopodobniej
decyzjg jaka podjat
prof. Hotowiecki po
ukonczeniu studiow
medycznych w 1961
roku, byta decyzja
o tym, ze poswieci
swoj talent hema-
tologii. Prof. Hoto-
wiecki zorganizowat

Klinike Hematolo-
gii i Transplantacji
Szpiku Slaskiego

Uniwersytetu  Me-
dycznego. Jego pra-
ce pozwolity wpro-
wadzi¢ oryginalne i skuteczne me-
tody leczenia ostrych biataczek. Jako
pierwszy w Polsce przeprowadzit
przeszczep szpiku od dawcy niespo-
krewnionego, co stworzyto nowg
szanse dla chorych na nowotwory
krwi. Zorganizowat tez Polskg Gru-
pe Bialaczkowa, ktéra zajmuje sie
wdrazaniem najnowocze$niejszych
metod leczenia biataczek. Dziegki

dzynarodowym,
animacje $rodo-
wiska  morfolo-
gow i biologdéw
komérkowych.
Laureat jest zato-
zycielem funda-
cji  wspierajacej
rozwdj  polskiej
biologii komorki
i biologii moleku-
larnej. Przez wie-
le lat redagowat
specjalistyczne
czasopisma na-
ukowe. Poznanscy naukowcy zwré-
cili uwage na dorobek naukowy
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niej  skutecznos¢
leczenia tych no-
wotworéw w Pol-
sce wzrosta ponad
dwukrotnie. w
wyktadzie wygto-
szonym z okazji
nadania wyréz-
nienia prof. Hoto-
wiecki podkreslit,
ze wielki postep w
zakresie nowych
lekbw nie zaha-
mowat rozwoju
przeszczepow
szpiku. Prof. dr hab. Jerzy Hoto-
wiecki urodzit sie 8 maja 1937 r. w

Fotografia 15. Profesor Jerzy Hotowiecki.

Warszawie. Dyplom lekarza zdobyt
w 1962 r. na Wydziale Lekarskim
Slaskiej Akademii Medycznej. Spe-
cjalizacje z hematologii uzyskat w
1977 r. W 1993 r. zostat profesorem
zwyczajnym. Utworzyt i prowadzit
od 1996 r. Polskg Szkote Hematolo-
gii, zorganizowat tez najwiekszy w
kraju osrodek transplantacji szpiku.
Zasiada w wielu radach naukowych.
Jest autorem ponad 450 publikacji
naukowych, w tym oryginalnych
programo6w leczenia biataczek oraz
nowych metod transplantacji szpi-
ku. Prof. Hotowiecki interesuje sie
fotografig, filmem amatorskim, te-
nisem oraz majsterkowaniem, (wg

Biologia
molekularna
w medycynie

Elementy
jgenetyki klinicznej

Fotografia 16. Oktadka podrecznika, ktérego redak-
torem naukowym jest profesor Jerzy Bal.

PAP, Nauka w Polsce)

PWN wydat drugg, poprawiong,
edycje ksigzki pod redakcjg pro-
fesora Jerzego Bala ,,Biologia mo-
lekularna w medycynie' (Fot. 16).
Podrecznik zostat uzupetniony o
takie zagadnienia, jak genetyczna
roznorodnosé populacji, choroby
kompleksowe, leczenie wybranych
choréb dziedzicznych. W ksigzce
znajduje sie wiele przyktadow prak-
tycznych zastosowanh biologii mole-
kularnej w medycynie, w szczegél-
nosci w diagnostyce molekularnej
i przygotowaniu testow genetycz-
nych. Uwzgledniono réwniez najno-
woczesniejsze osiggniecia z zakresu
cytogenetyki molekularnej.

Dziat pod redakcja

www.postepybiochemii.pl



Prof. dr hab. n. med. Agnieszka Lachowicz-Ochedalska

WSPOMNIENIE

10 listopada 1961 r. - 27 maja 2008 r.

Po raz pierwszy spotkatem Agniesz-
ke Lachowicz-Ochedalskg w potowie lat
dziewiec€dziesigtych na Jej stazu podok-
torskim w USA. Byta szczesliwa, mogac
rozwija¢ swoje zainteresowania nauko-
we w tak idealnych warunkach, jakie
stwarzajg laboratoria Narodowych In-
stytutow Zdrowia (NIH) w Bethesdzie.
Wierzyta, ze bedzie mogta sie wiele na-
uczyé, co przyda sie Jej po powrocie do
Polski. Byt to wazny element Jegj mysle-
nia o karierze naukowej, w ktorym Pol-
ska byta dla Niej miejscem docelowym, a
ksztatcenie za granicg jedynie epizodem.
Staz w USA trwat 3 lata, w czasie ktérych
i my, i nasze rodziny czesto sie spotyka-
lisSmy. Agnieszka dzielita si¢ z nami swo-
imi radosciami z sukcesow i frustracjami
w pracy zawodowej, dzielita tez z nami
swojg rado$¢ z zycia rodzinnego. Pro-
blemy pracy uczonego zmagajgcego sie
z trudnymi projektami badawczymi i
warunkami pracy pokonywata z usmie-
chem, przede wszystkim dzieki wspar-
ciu swojego meza, dr Tomasza Ochedal-
skiego, i satysfakcji z rozwoju ukochanej
corki. Taka Ja zapamietatem: zywiotowa,
bezkompromisowg, rzetelng, oddang
pracy i rodzinie, a jednoczesnie cztowie-
ka, na ktérym mozna byto polegac.

Od powrotu z USA spotykalismy sie
rzadko — £6dZ i Warszawa to jeszcze
ciggle odlegte od siebie miasta, a praca
naukowa nie daje wiele wolnego czasu na
towarzyskie wizyty. Przy kazdym takim
spotkaniu, najczesciej na krajowych kon-
ferencjach, obiecywali$my sobie, ze znaj-
dziemy czas na odwiedzenie sie, poroz-
mawianie 0 biezacej pracy naukowej, 0
dzieciach i na wspominanie szczesliwych
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dni w NIH. Nigdy nam sie to nie udato.
Kilka lat temu Agnieszka zadzwonita do
mnie proszac o rade w zwigzku z Jej pra-
ca, ktorg wykonywata dla Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Jak zwykle
byta petna entuzjazmu i determinacji, by
jak najlepiej prace wykonaé i dotrzymac
terminu. Miedzy kolejnymi pytaniami i
informacjami co robi rzucita, "aha i jesz-
cze jedno, mam nowotwor, ale wierze,
ze Kkuracja bedzie skuteczna". Niestety,
mimo wykorzystania wszystkich mozli-
wosci, nawet najnowoczesniejsze kuracje
nie uratowaty Agnieszki. Odeszta od nas
27 maja 2008 roku.

Agnieszka Lacnowicz-Ochedalska
urodzita sie 10 listopada 1961 roku w to-
dzi, gdzie w 1980 roku rozpoczeta studia
na Wydziale Lekarskim éwczesnej Aka-
demii Medycznej. Dyplom lekarza me-
dycyny uzyskata w 1986 roku, a nastep-
nie pracowata jako asystent w Instytucie
Endokrynologii, poczagtkowo w Klinice
Endokrynologii, a nastepnie w Zaktadzie
Endokrynologii. Rdwnoczesnie rozpocze-
ta specjalizacje w zakresie potoznictwa
i ginekologii, idgc tym samym w $lady
swego ojca. To prawdopodobnie praca
naukowo-dydaktyczna Jej matki w Za-
ktadzie Biochemii Instytutu Fizjologii i
Biochemii Akademii Medycznej w todzi
wptyneta decydujagco na Jej poOzniejsze
zainteresowania pracg naukowg z po-
granicza biochemii i endokrynologii. W
1990 roku uzyskata tytut doktora nauk
medycznych. Poszerzata swoje umiejet-
nosci naukowe i zawodowe uczestniczac
w licznych kursach i szkoleniach w Pol-
sce i za granicag. W 1995 roku uzyskata
3-letnie stypendium Fogarty Fellowship
umozliwiajace Jej prace w Laboratorium
dr Kevina Catta (Endocrinology and Re-
productive Research Branch, NICHD,
NIH, Bethesda, MD, USA). Przedmio-
tem Jej badan byty wewngatrzkomérkowe
mechanizmy przekaznictwa charaktery-
styczne dla receptoréw endotelinowych
i angiotensynowych w przednim ptlacie
przysadki szczura.

Po powrocie do Kraju skupita sie gtow-
nie na badaniach nad udziatem angioten-
syny, jej fragmentow i ich inhibitoréw
w przekaznictwie sygnatow wewnatrz-
komorkowych. Ostatnio, badata wptyw

tych hormonéw i niektérych hormonéw
steroidowych na wybrane linie komérek
nowotworowych. Jej badania nad angio-
tensynami i ich receptorami zaliczono do
prekursorowych, czego dowodem byty
publikacje w prestizowych czasopismach
miedzynarodowych. W 2003 roku za cykl
tych prac uzyskata stopien doktora ha-
bilitowanego medycyny. Za dziatalnos$¢
naukowsg otrzymata liczne nagrody i wy-
réznienia: Nagrode Zbiorowg Ministra
Zdrowia (prace stanowigce podstawe
przewodu doktorskiego — 1992 r.); Tra-
vel Award of American Society of Endo-
crinology, San Francisco (1996 r.) i Na-
grode Zbiorowg Ministra Zdrowia (cze$¢
prac stanowigcych podstawe przewodu
habilitacyjnego —2002r.).

W 2005 roku, po uzyskaniu stano-
wiska profesora nadzwyczajnego Uni-
wersytetu Medycznego w todzi, zostata
kierownikiem Zaktadu Endokrynologii
Poréwnawczej Katedry Endokrynologii
Ogolnej. Prof. dr hab. n. med. Agnieszka
Lachowicz-Ochedalska byfa sekretarzem
Komisji Endokrynologii i Metabolizmu
Komitetu Nauk Fizjologicznych Polskiej
Akademii Nauk, a w latach 2004-2008
Prodziekanem ds. Ksztatcenia Wydziatu
Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Po-
dyplomowego Uniwersytetu Medycz-
nego w todzi. Byla cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i Polskie-
go Towarzystwa Neuroendokrynologii;
pracowata w Zarzadzie Oddziatu £6dz-
kiego Polskiego Towarzystwa Endo-
krynologicznego. Posiadata niezwykig
tatwos¢ logicznego formutowania mysli
i umiejetno$¢ wyrazania ich poprawng i
piekng polszczyzng. Interesowata sie nie
tylko biezaca literaturg fachowa, ale znaj-
dowata czas na $ledzenie nowosci literac-
kich. Mimo ciezkiej choroby cechowata jg
rados¢ zycia i gteboka zyczliwo$¢ wobec
swoich wspotpracownikow, studentow i
pacjentéw. Byfa petna nowych pomystéw
i planéw pracy naukowej do ostatnich
swoich dni. Mimo krétkiego zycia opu-
blikowata 36 prac oryginalnych i 4 prace
przegladowe. UtraciliSmy wspaniatg Ko-
lezanke i Cztowieka.

Prof. Jacek Kuznicki
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i
Komérkowej w Warszawie
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Rola modyfikacji SUMO w utrzymaniu

stabilnosci genomowej
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Stowa kluczowe: SUMO, ciata jadrowe PML,
naprawa DNA, sumoilacja biatek, p53, Ubc9

Wykaz skrétéw: BLM (ang. Bloom's protein) —
helikaza DNA z rodziny RecQ; CPT — kamp-
totecyna; DAXX — biatko biorgce udziat w
indukcji apoptozy; HR (ang. homologous recom-
bination) —rekombinacja homologiczna; HRR
(ang. homologous recombination repair) — napra-
wa DNA przez rekombinacje homologiczng;
MDM2 (ang. murine double minute 2 homologue)
— biatko onkogenne, regulator aktywnosci
p53; PARP (ang. poly(ADP-ribose) polymerase)
— polimeraza poli(ADP-rybozy); pRb (ang.
retinoblastoma protein) — biatko supresorowe,
zidentyfikowane w siatkéwczaku; RAD51
—biatko biorgce udziat w rekombinacji homo-
logicznej; SUMO (ang. small ubiquitin-like modi-
fier) —biatko SUMO, podobne do ubikwityny;
TOPO I (ang. topoisomerase I) —topoizomeraza
I; p53 (ang. tumor protein 53) —biatko supreso-
rowe transformacji nowotworowej o masie 53
kDa; Ubc9 (ang. ubiquitin-conjugating enzyme
9) —enzym (E2) koniugujacy w cyklu SUMO;
WRN (ang. Werner's protein) — helikaza DNA
zrodziny RecQ

234

STRESZCZENIE

odyfikacja SUMO (sumoilacja) jest potranslacyjnym przeksztatcaniem biatek, odgry-

wajacym role w ksztattowaniu organizacji chromatyny, metabolizmie DNA, regulacji
transkrypcji i utrzymaniu stabilno$ci genomowej. Mechanizmy tych efektdw nie sg jeszcze
w petni poznane, a wptyw sumoilacji na stabilno$¢ genomowa wydaje sie szczegdlnie waz-
ny, gdyz jej zaburzenie moze prowadzi¢ do powaznych stanéw patologicznych, w tym nowo-
tworéw zto$liwych. Zasadnicze znaczenie w utrzymaniu stabilno$ci genomowej majg biatka
cyklu komérkowego i biatka naprawy DNA, a sumoilacja moze zmienia¢ ich lokalizacje i
funkcje. O ile struktura niektdrych obiektéw subjadrowych, takich jak jaderka, jest stosun-
kowo dobrze poznana, to o innych, w tym o ciatach jagdrowych PML, wiemy jeszcze niewiele,
ale wyniki wykonanych ostatnio badan sugeruja, ze to sumoilacja moze odgrywac kluczowga
role w ich architekturze i funkcjonowaniu. Wptyw modyfikacji SUMO na stabilno$¢ geno-
mowa i strukture chromatyny moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla zywotnosci komorki, ko-
nieczne jest zatem poznanie mechanizméw tych modyfikacji.

WPROWADZENIE

Modyfikacja SUMO (sumoilacja, ang. smali ubiquitin-like modification) jest pro-
cesem potranslancyjnego przeksztatcania biatek, odgrywajacym role w oddzia-
tywaniu pomiedzy biatkami i organizacji struktury chromatyny. Jest to proces
podobny do ubikwitylacji, czyli modyfikacji biatek, polegajacej na kowalencyj-
nym zwigzaniu z nimi matego biatka zwanego ubikwityng. Pomimo ze ubikwi-
tylacja najczesciej prowadzi do proteasomalnej degradacji biatek, sumoilacja
modyfikuje biatka, ktore nastepnie biorg udziat w szeregu réznorakich, waz-
nych dla komérki procesdw, takich jak transport jagdrowy, metabolizm DNA,
regulacja transkrypcji i stabilno$¢ genomowa [1-3]. System modyfikacji SUMO
jest ewolucyjnie zachowany u wszystkich eukariontéw i w ogdlnosci obejmuje
enzym aktywujacy El, enzym koniugujacy E2 i/albo ligaze E3 dla koniugacji
oraz proteazy SUMO dla desumoilacji. W przeciwienstwie do systemu ubikwi-
tylacji, obejmujagcym wiele enzyméw koniugujgcych, w modyfikacji SUMO role
enzymu E2 odgrywa zasadniczo jedno biatko, Ubc9. Niewiele jeszcze wiadomo
o regulacji systemu SUMO, jednakze ze wzgledu na jego udziat w zmianie funk-
cji szeregu biatek istotnych dla podstawowych czynno$ci komérki, poznanie
mechanizmow tej regulacji moze mie¢ duze znaczenie dla oceny jej stanu oraz
jego modyfikacji, w szczeg6lnosci przywrécenia prawidtowego fenotypu. Rola
modyfikacji SUMO w utrzymaniu stabilno$ci genomowej wydaje sie szczeg6lnie
wazna, gdyz jej zaburzenia sprzyjaja indukcji i promocji stanéw patologicznych,
w tym nowotwordw zto$liwych. Zasadnicze znaczenie dla utrzymania stabilno-
$ci genomowej maja biatka cyklu komoérkowego oraz biatka naprawy DNA, nie-
raz wypetniajgce obie te funkcje, i poznanie mechanizmoéw ich sumoilacji moze
wnie$¢ wiele do naszej wiedzy o podstawowych procesach biochemicznych.

CYKL SUMO

Potranslacyjna modyfikacja SUMO polega na przytgczeniu zbudowanego z
97 reszt aminokwasowych biatka SUMO do grupy e-aminowej lizyny biatka do-
celowego. Proces ten przebiega w kilku etapach [1-3] (Ryc. 1).

Na poczatku prekursor biatka SUMO, zbudowany z 101 reszt aminokwasowych,
ulega dojrzewaniu, polegajgcemu na usunieciu jego C-konca przez specyficzne hy-
drolazy, w wyniku czego odstonieciu ulegajg dwie reszty glicyny, tworzace wig-
zanie kowalecyjne z grupg e-aminowg lizyny biatka docelowego. Nastepnie biatko
SUMO jest aktywowane przez enzym EI, bedacy u drozdzy heterodimerem biatek
Aosl i Uba2 (SAE1/SAE2 lub Sual/hUba2 u cztowieka). Aktywacja ta jest proce-
sem zaleznym od ATP i polega na utworzeniu wigzania tioestrowego pomiedzy
SUMO a podjednostkg Uba2 enzymu EI. Nastepnie SUMO ulega przemieszczeniu
do zachowanej ewolucyjnie reszty cysteiny w pozycji 93 enzymu koniugujgcego E2
(Ubc9). Enzym ten katalizuje utworzenie wigzania izopeptydowego miedzy grupg
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Rycina 1. Reakcja przytaczania biatka SUMO do biatka docelowego. ,,Dojrzewanie” biatka SUMO polega na usunie-
ciu C-korica przez specyficzne hydrolazy (Ulp). Nastepnie biatko SUMO jest aktywowane przez enzym El, bedacy
u drozdzy heterodimerem biatek Aosl i Uba2. Aktywacja ta jest procesem zaleznym od ATP i polega na utworzeniu
wigzania tioestrowego pomigdzy biatkiem SUMO a podjednostka Uba2 enzymu El. Nastepnie biatko SUMO ulega
przemieszczeniu do enzymu koniugujacego E2, zwanego Ubc9. Enzym ten Kkatalizuje utworzenie wigzania izopep-
tydowego miedzy grupa karboksylowg na C-koricu biatka SUMO i grupa s-aminowag lizyny w biatku docelowym

[1-3].

karboksylowg na C-kofAcu SUMO i grupa e-aminowa lizyny
w biatku docelowym. W wiekszos$ci przypadkdw sumoilacji
ulega lizyna wystepujaca w sekwencji: "PIOCE, gdzie tJ ozna-
cza aminokwas hydrofobowy a X - dowolny aminokwas [4].
Efektywnos$¢ reakcji przeprowadzanej przez Ubc9 wzrasta w
obecnosci biatek zwanych ligazami SUMO, badz enzymami
E3. Wyrdznia sie trzy typy ligaz SUMO. Pierwszy typ obejmu-
je u ssakdw co najmniej 5 biatek nalezacych do rodziny biatek
PIAS - PIAS1, PIAS3, PIASxa, PIASx(3 i PIASy. W drozdzach
zidentyfikowano dwa enzymy E3: Sizl i Siz2, wykazujace po-
dobienstwo sekwencyjne do biatek PIAS ssakéw. Drugi typ
ligaz SUMO to biatka podobne do RanBP2, ktore jest czescig
jadrowego kompleksu porowego. Trzeci typ tych enzyméw
stanowig biatka Pc2 nalezgce do rodziny biatek Polycomb.

Odwrocenie procesu modyfikacji SUMO, desumoilacje,
przeprowadzajg specyficzne proteazy cysteinowe SUSP lub
SENP [1-3], W genomie ssakéw zidentyfikowano siedem
potencjalnych biatek SUSP. Biatka te, o wielkosci od okoto
200 do 1200 aminokwasow, zawierajg zachowang ewolucyj-
nie C-koncowg domene katalityczng o sekwencji HDC. Pie¢
spos$rod nich: SENP1, SENP2, SENP3 (SMTSIP1), SENP6
(SUSP1) i SUSP4, funkconuje jako proteazy SUMO.

Cykl SUMO moze by¢ regulowany na dwa sposoby [5].
Pierwszy obejmuje oddziatywanie innych modyfikacji po-
translacyjnych biatka docelowego. Na przyktad, fosforyla-
cjamoze by¢ zaréwno pozytywnym, jak i negatywnym sy-
gnatem dla sumoilacji. Fosforylacja seryny w pozycji 20 p53
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, znaczaco redukuje
sumoilacje tego biatka [6]. Z drugiej strony, fosforylacja se-
ryny w pozycji 303 czynnika szoku termicznego HSF1, jest
niezbedna dla jego sumoilacji w pozycji 298 [7], Inne mody-
fikacje potranslacyjne, takie jak ubikwitylacja czy acetylacja
tych samych reszt lizyny co modyfikacja SUMO, sg proce-
sami dla niej konkurencyjnymi [5]. Drugi sposéb regulacji
cyklu SUMO moze odbywaé sie poprzez zmiane aktywno-
§ci enzymoOw biorgcych w nim udziat. W ten sposéb biatka
wirusowe hamujg sumoilacje biatek, takich jak PML, SplOO
i pRB [5]. Na przykitad, biatko Gaml adenowirusa CELO
moze degradowac¢ enzym EIl cyklu SUMO, redukujac su-
moilacje wielu biatek komorek gospodarza [8,9]. Poniewaz
sumoilacja na ogét hamuje ekspresje genow, takie dziatanie
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Gaml zwieksza aktywnos$¢ trans-
krypcyjng komdrek gospodarza, a
tym samym przyczynia sie do pro-
pagacji wirusa CELO.

Enzymy przeprowadzajgce cykl

SUMO moga by¢ takze regulowa-
biatko ne przez czynniki stresu termicz-

biatko docelowe . )
s nego, osmotycznego i oksydacyj-
i) nego [5]. Cho¢ stres komdrkowy

w ogdlnosci pobudza sumoilacje
biatek, to jednak stres oksydacyj-
ny moze dziata¢ dwukierunkowo
albowiem nadtlenek wodoru sty-
mulowat sumoilacje jedynie w wy-
sokich stezeniach, podczas gdy w
stezeniach nizszych hamowat ten
proces, inaktywujgc enzymy EI i
E2 [10]. Inaktywacja ta byta odwra-
calna ibyta spowodowana powsta-
waniem mostkdw disiarczkowych
miedzy cySteinami centrow aktywnych tych enzymoéw. Z
kolei izopeptydazy przeprowadzajace desumoilacje nie sg
inaktywowane przez nadtlenek wodoru. Tak wiec enzymy
cyklu SUMO mozna zaliczy¢ do nielicznej grupy efektoréw
HD 2 a reaktywne formy tlenu do czynnikow regulujacych
reakcje sumoilacji i desumoilacji.

BIALKA SUMO

Biatka SUMO wystepuja w postaci czterech paralogdw:
SUMO-1, -2, -3i -4. SUMO-1 (SMT3C) cztowieka jest iden-
tyczne sekwencyjnie w 46% z biatkami SUMO-2 (SMT3CA)
i SUMO-3 (SMT3B). Biatka SUMO-2 i SUMO-3 wykazu-
ja 96% homologii, stad czesto okresla sie je jedng nazwa
SUMO-2/3. W 2004 roku zostat zidentyfikowany czwarty
paralog biatka SUMO, SUMO-4, wystepujacy gtéwnie w
nerkach [11], Wcze$niej uznawano, ze paralog ten kodowa-
ny jest przez pseudogen [12], Wykazuje ono 86% homolo-
gie sekwencji z biatkiem SUMO-2. W komorkach ssakow
SUMO-1 wystepuje przede wszystkim w formie zwigzanej
z innymi biatkami, ktoérych liczbe ocenia sie na ponad 100,
natomiast biatko SUMO-2/3 wystepuje gtdwnie w postaci
niezwigzanej. Znanych jest zaledwie kilka biatek, ktére ule-
gajg sumoilacji za posrednictwem SUMO-2/3 [13]. W prze-
ciwienstwie do SUMO-1, SUMO-2/3 przytacza sie do biatek
docelowych w postaci polimeru.

UDZIAL MODYFIKACJI SUMO W
REGULACJI AKTYWNOSCI p53

Gen supresorowy p53 koduje czynnik transkrypcyjny, re-
gulujacy ekspresje wielu gendw w odpowiedzi na rédzne sy-
gnaty, ktére zaburzajag homeostaze komdrkowag. Locus tego
genu znajduje sie w krotszym ramieniu chromosomu 17
(17pl3). Produktem jego ekspresji jest biatko p53 — fosfo-
proteina o masie czgsteczkowej 53 kDa. Utrata prawidtowej
funkcji tego biatka jest wynikiem mutacji lub tez wynika z
potaczenia z biatkiem MDM2. p53 reguluje wzrost, rozni-
cowanie, starzenie komdrkowe, apoptoze i integralnos¢ ge-
nomu, poprzez udziat w regulacji replikacji DNA, naprawy
uszkodzen DNA icyklu komérkowego [14], Pod wptywem
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stresu genotoksycznego p53 ulega réznorodnym mody-
fikacjom, takim jak fosforylacja, acetylacja czy sumoilacja,
ktore prowadzg do zwiekszenia jego poziomu i aktywno-
sci. Charakter i zakres tych modyfikacji zalezy od rodzaju
uszkodzenia DNA, jak rdwniez od tkanki, w ktérej do niego
dochodzi. Poziom p53 w jadrze komdrkowym ulega pod-
wyzszeniu pod wptywem stresu, czego konsekwencjg jest
zatrzymanie cyklu komdérkowego i rozpoczecie naprawy
DNA. W przypadku gdy uszkodzenia okazujg sie zbyt po-
wazne isystemy naprawcze komarki nie sg w stanie ich usu-
ng¢, uruchomiony zostaje proces apoptozy. p53 jest czynni-
kiem transkrypcyjnym dla co najmniej 30 ro6znych gendw,
ktorych produkty hamujg cykl komérkowy, biorg udziat w
procesach naprawy DNA iapoptozie. Oczywiste jest zatem,
ze produkt genu tak istotny dla prawidtowego funkcjono-
wania komérki musi podlegac precyzyjnej kontroli.

Naturalnym regulatorem funkcji biatka p53 jest biat-
ko MDM2 [15]. W prawidtowej komérce p53 jest obecne w
niewielkich ilosciach, gtownie dlatego, ze ulega szybkiemu
rozpadowi przez ubikwitynacyjny system degradacji biatek.
Jednym z najwazniejszych sktadnikéw ubikwitylacji p53, jest
biatko MDM2, ktére ma aktywnos$¢ ligazy ubikwityny. W
odpowiedzi na uszkodzenia DNA nastepuje aktywacja p53,
ktéra zwigzana jest z fosforylacjag seryny w pozycji 15. Fosfo-
rylacja seryny 20 i 37 powoduje uwolnienie p53 z kompleksu
p53-MDM2, utworzenie jego funkcjonalnej formy i aktywacje
transkrypcji genéw naprawy DNA lub apoptozy.

Niedawno opisano nowy mechanizm regulacji p53 opar-
ty na sumoilacji i desumoilacji MDM?2 (Ryc. 2) [16,17]. Su-
moilacja biatka MDM2 ogranicza jego autoubikwitylacje, a
tym samym wptywa na utrzymanie niskiego poziomu p53.
W warunkach stresu wywotanego promieniowaniem UV
nastepuje desumoilacja MDM2, a w konsekwencji — jego
wzmozona autoubikwitylacja i degradacja w proteasomie
26S. Skutkiem tego jest stabilizacja p53 i pobudzenie pro-
ceséw komodrkowych zaleznych od tego biatka. Zidentyfi-
kowano nowy enzym powodujacy desumoilacie MDM2 -
proteaze SUSP4, indukowang promieniowaniem UV. Inne
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czynniki uszkadzajagce DNA, w tym inhibitory TOPO |,
nie indukujg tego enzymu. Sugeruje to, ze rézne proteazy
SUMO, w zaleznosci od rodzaju stresu genotoksycznego,
moga wptywac na poziom p53.

Wszystkie biatka nalezace do rodziny p53 (p53, p63 i
p73) ulegaja modyfikacji SUMO przez przytaczenie biatka
SUMO-1 [18]. Pierwsze doniesienia o tej modyfikacji po-
chodzg z badan, w ktérych wykazano, ze biatko Ubc9 (E2)
cztowieka tgczy sie z p53 w komdrkach drozdzy [19]. Sto-
sujgc test dwuhybrydowy, stwierdzono nastepnie oddzia-
tywanie miedzy p53 a SUMO-1 [20]. Pokazano takze, ze
oddziatywanie to stymuluje aktywnos$¢ transkrypcyjng p53
[21]. SUMO-1 przytacza sie do p53 w domenie C-koncowej
w pozycji K386, odpowiedzialnej za wigzanie z DNA [22],
Stwierdzono rowniez, ze mutanty p53 K386R, u ktérych
stwierdzono defekt przytgczania SUMO-1, majg zaburzo-
na aktywnos$¢ apoptotyczng. Trzy biatka zaliczane do ligaz
SUMO (E3) - PIAS1, PIASxp i PIASy oddziatujg z biatkiem
p53 [23-25]. Ponadto stwierdzono, ze PIASI i PIASx(3 hamo-
waty aktywnos¢ transkrypcyjng p53, a PIAS1 aktywowato
transkrypcje zalezng od p53, a takze stumulowato zalezne
od tego biatka zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie Gl,
niezaleznie od funkcji tych ligaz w procesie sumoilacji [24,
25]. Trzecie biatko z rodziny PIAS —PIASy hamuje aktyw-
nos¢ transkrypcyjng p53, lecz nie wptywa na jego zdolnos¢
do indukowania apoptozy [26]. Lizyna w pozycji 386 p53
jest miejscem przytgczania nie tylko biatka SUMO-1, lecz
takze SUMO-2/3 [13]. Polisumoilacje p53 przez SUMO-2/3
obserwowano w odpowiedzi na stres oksydacyjny. W ko-
morkach z nadekspresjg SUMO-2/3 obserwowano ponadto
wzrost aktywnosci transkrypcyjnej p53, ktory prowadzit do
przedwczesnego starzenia komdrek. Fenotyp przedwcze-
snego starzenia w komorkach z nadekspresja SUMO-2/3
zwigzany jest nie tylko ze szlakiem p21/ p53, ale takze ze
szlakiem pl6/pRB [13].

ROLA MODYFIKACJI SUMO W
POWSTAWANIU CIAL JADROWYCH PML

Biatko PML (ang. Promyelocytic Leukemia)
to sktadnik wielobiatkowego kompleksu
zwanego ciatem jadrowym PML (PML-
NBs, ang. Promyelocytic Leukemia-nuelear
bodies). PML-NBs zwane sg réwniez ciatka-
mi Kremera lub domenami jagdrowymi 10
(ND10). Gen PML o dtugosci okoto 53 kpz
znajduje sie w chromosomie 15 i zawiera
9 eksonow. Gen ten moze uczestniczy¢ w
translokacji chromosomalnej t(15;17), ktdrej
efektem jest fuzja PML z genem receptora
a kwasu retinowego RARa z chromosomu

prowadzi do ostrej biataczki promielocyto-
= wej (APL, ang. Acute Promyelocitic Leukemia)
[27], Z tego wzgledu ciata PML-NBs zwane
sq takze domenami onkogennymi PML-
PODs.

l -I_ 17. Ekspresja genu fuzyjnego PML-RARa
4

POZIOM

Rycina 2. Regulacja stabilnosci p53 poprzez sumoilacje MDM2. W warunkach prawidtowych sumoilacja

biatka MDM2 ogranicza jego autoubikwitylacje, a tym samym wptywa na utrzymanie niskiego poziomu
p53. W warunkach stresu wywotanego promieniowaniem UV nastepuje desumoilacja MDM?2 przy udziale
proteazy SUSP4, a w konsekwencji - jego wzmozona autoubikwitylacja i degradacja w proteasomie 26S.
Skutkiem tego jest stabilizaga p53 i pobudzenie proceséw komérkowych zaleznych od tego biatka [16,17].
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Poza PML, ktére jest niezbedne do two-
rzenia ciat jadrowych PML-NBs, w ich
sktad wchodzi kilkadziesiagt réznych bia-
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Mrell, Nbsl, RAD50,
TopBPI,p53, ATR,
Chk2, ATM, RADS51,
RAD52, RPA, BRCAL,
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Sp100.HO, 140, HP1,
DAXX, CBP, p73, p53,

REGULACJA EKSPRESJI
Hipk2, NCoR, Rfp,
NCoA2, Ubc9, SAE2,

GENOW
SUMO1, HSF2, SIRT2

. SUPRESJA NOWOTWOROWA
I

fis

pRb,p53, Hausp

Int-6, ICPO, podjednostka
11S proteasomu

ODPOWIEDZ
ANTYWIRUSOWA

I1sg20, MX1, Sp100, NDP52

Rycina 3. Procesy komérkowe, w ktérych biorg udziat biatka ciat jadrowych PML [29].

tek, wérdd nich: DAXX, SplOO, 1SG20, CBP, MDM2, BLM,
p53 i pRB [28,29]. Niektdre z nich, np. p53, pRB czy DAXX,
bezposrednio oddziatujg z PML. Ciata jadrowe PML spet-

niajg w komérce réznorodne funkcje: biorg udziat w regu-

lacji ekspresji gendéw, apoptozie, naprawie DNA, starzeniu
komoérkowym, supresji nowotworow, proteolizie i odpo-
wiedzi przeciwwirusowej (Ryc. 3) [29].

Warunkiem koniecznym do wiasciwego tworzenia ciat ja-
drowych PML jest modyfikacja biatka PML przez SUMO-1
[30]. PML tworzy kowalencyjne wigzanie z SUMO-1 poprzez
lizyny w pozycjach: 65,160 i 490 [31]. Mutanty, u ktorych nie

APOPTOZA

MDM2, Par-4,
THAP1,p53, INP1,
Zipk, DAXX, Bax,

p27Kip1, Hipk2,

PROTEOLIZA

zachodzi proces sumoilacji PML nie sg zdolne
do prawidtowego tworzenia tych struktur ja-
drowych. Poniewaz biatko PML odgrywa klu-
czowag role w tworzeniu i stabilnosci PML-NBs,
to w konsekwencji wptywa takze na wiasci-
wosci wielu biatek tego kompleksu. Sumoila-
cja PML moze hamowac¢ apoptoze, poniewaz
przeciwdziata odtgczaniu sie proapoptotycz-
nego biatka DAXX od kompleksu PLM-NBs, a
specyficzna dla SUMO proteaza SENP1 moze
dziata¢ przeciwnie [32]. Wyniki wcze$niej-
Tradd szych badan przeprowadzonych na mutantach
UBC9 komarek raka piersi MCF-7 réwniez su-
gerowaty udziat modyfikacji SUMO w induk-
cji apoptozy [33], Jak pokazuje rycina 4, biatko
Ubc9 oddziatuje z biatkiem DAXX, ktore bie-
rze udziat w szlaku przemian prowadzacych
do apoptozy niezaleznej od kaspaz. Szlak ten
ulega aktywacji wskutek wzbudzenia recepto-
ra Fas, a nastepnie przebiega z udziatem kinaz
proapoptotycznych Askl i c-Jun, ktérych ak-
tywacja jest wynikiem oddziatywania biatka
DAXX z domeng $mierci receptora Fas w cy-
toplazmie. Komarki ze zmutowanym genem
UBC9 akumuluja wieksze ilosci cytoplazmatycznego biatka
DAXX niz komorki prawidtowe. Poniewaz biatko DAXX
uczestniczy w apoptozie, sugeruje to, ze oddziatywanie Ubc9
z DAXXizmiana lokalizacji wewnatrzkomorkowej tego biatka
moze podwyzsza¢ podatno$¢ na apoptoze.

MODYFIKACJA SUMO BIALEK NAPRAWY DNA

Ciata jadrowe PML gromadzg wiele biatek biorgcych
udziat w naprawie DNA [29]. W odpowiedzi komérki na
dziatanie substancji genotoksycznych biatka naprawcze
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy role Ubc9 w odpowiedzi komérki na uszkodzenia DNA. Opis
w tek$cie. DD (ang. death domain) — domena $mierci; Askl (ang. apoptosis signal-regulating kinase
1) — kinaza 1 regulujaca apoptoze; JNK (ang. c-Jun NH2terminal kinase) — kinaza czynnika c-
Jun; POD (ang. promyelocytic leukemia oncogenic domain) — domeny onkogenne biatka PML (ciata
jadrowe PML); RAD51/52 —biatka biorgce udziat w HR; Ubc9-DN (ang. dominant-negative Ubc9)
—zmutowane biatko Ubc9 [33].
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przemieszczaja sie¢ do miejsca uszkodzenia DNA,
gdzie ,,wykonujg swoje zadanie", a nastepnie ,,we-
drujg" do innego uszkodzonego miejsca w DNA.
Wyniki wielu doswiadczen sugeruja, ze cykliczna
sumoilacja i desumoilacja biatek naprawy DNA,
jest procesem umozliwiajagcym zmiane ich lokali-
zacji w jadrze komorkowym [29,34,35], Zmiana ta
jest konieczna dla efektywnej naprawy DNA.

Jednym z biatek naprawy DNA ulegajacym
modyfikacji SUMO jest helikaza BLM, nalezgca
do rodziny helikaz RecQ. Jest to enzym, ktory
bierze udziat w HR i HRR. Mutacja w genie BLM
znajdujacym sie w 15¢26.1, jest przyczyng ze-
spotu Blooma (BS), rzadkiej choroby genetycznej
dziedziczonej w sposéb autosomalny recesywny,
charakteryzujacej sie zwiekszong czestoscig wy-
miany siostrzanych chromatyd.

BLM gromadzi sie w ciatach jadrowych PML,
osiggajac nawyzszy poziom w poznej fazie S cyklu
komorkowego [36]. W strukturach tych biatko to
wystepuje w formie niezmodyfikowanej (Ryc. 5)
[34]. BLM opuszcza ciata PML wtedy, gdy w DNA
pojawiajg sie takie struktury przestrzenne, jak
struktury Holidaya czy petle D, ktére moga dopro-
wadzi¢ do HR podczas replikacji DNA. Delokali-
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Rycina 5. Schemat przedstawiajacy udziat modyfikagi SUMO w zmianach loka-
lizacji helikazy BLM. Opis w tekscie [34],

zaqa BLM wystepuje takze wtedy, gdy na komorke dziatajg
czynniki uszkadzajace DNA lub powodujgce zatrzymanie wi-
detek replikacyjnych indukujgce w N-koncowym fragmencie
biatka zmiany strukturalne, uniemozliwiajace jego sumoilacje.
Woéwczas BLM ,rekrutuje” do miejsca uszkodzenia DNA inne
biatka i uczestniczy w naprawie DNA, samo ulega modyfikaq'i
SUMO iwnika do ciat PML, gdzie szybko ulega desumoilacji.
BLM w formie niezmodyfikowanej moze wziaé udziat w ko-
lejnej rundzie naprawy DNA. Sumoilacja helikazy BLM moze
obejmowacé lizyny w pozycjach: 317, 331, 334 i 347 [34], Mu-
tanty BLM, K317R i K331R, ktdére nie moga ulega¢ modyfikacji
SUMO, nie moga by¢ takze efektywnie gromadzone w ciatach
PML. Lokalizacja BLM w strukturach PML jest konieczna dla
wspoétdziatania tego biatka z innymi biatkami biorgcymi udziat
w naprawie DNA, w tym z RAD51, RPA czy p53 [29].

Inne biatko z rodziny helikaz RecQ — WRN moze by¢
takze substratem dla biatka SUMO [35]. Autosomalana
recesywna mutacja w genie WRN jest przyczyng rzadkiej
choroby dziedzicznej, zwanej zespotem Wernera, czasem
okreslanej jako progeria dorostych. Stres genotoksyczny in-
dukuje proces sumoilacji helikazy WRN, umozliwiajgc tym
samym jej migracje z jaderka i oddziatywanie z biatkami
RAD51 i RAD52 w procesie HR, naprawie DNA, utrzyma-
niu dtugosci telomeréw czy odtworzeniu struktury zatrzy-
manych widetek replikacyjnych [37],

Biatko RADS51 jest najwazniejszym biatkiem w procesie
HR u ssakow. Wigze sie z jednoniciowym DNA powstajagcym
na koncach podwdjnego pekniecia, taczac sie z wolng grupg
3'OH irozpoznaje homologiczng sekwencje, po czym promu-
je inwazje na ten fragment z wytworzeniem petli D. W wy-
mianie nici, oprécz RAD51, biorg udziat biatka: RPA, RAD52,
paralogi RAD51: RAD51B, RAD51C, XRCC2 i XRCC3, a tak-
ze biatka: RAD54, RAD54B, BRCA1 i BRCA2 [38],

Proces sumoilacji odgrywa wazng role w naprawie pek-
nie¢ DNA przez HR, jak réwniez w samej rekombinacji mejo-
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tycznej. RAD51 i RAD52 —kluczowe biatka eukariotycznego
szlaku naprawy DNA przez HR, biorgce udziat w poczatko-
wym etapie tego procesu, bezposrednio oddziatujg z Ubc9 i
SUMO-1 [39,40]. Ponadto, SUMO-1 moze niekowalencyjnie
taczy¢ sie z RAD51, zmniejszajac w ten sposdb opornosé
komérek nowotworowych poprzez hamowanie naprawy
peknie¢ dwuniciowych DNA na drodze HR [41]. Obnizenie
poziomu Ubc9 powoduje przerwanie migracji RAD51 do ja-
dra komorkowego, a tym samym zahamowanie jego groma-
dzenia w skupiskach naprawczych, ktére powstajg wskutek
dziatania czynnika uszkadzajacego DNA [37,42].

Biatkiem naprawczym, ktérego funkcja jest regulowana
przez przytgczenie biatka SUMO, jest takze glikozylaza ty-
midynowa DNA (TDG) [43]. Enzym ten odgrywa wazng
role w naprawie DNA przez wycinanie zasad azotowych,
ktéra uruchamiana jest w odpowiedzi komorki na wiele
uszkodzeh DNA. TDG usuwa tymine iuracyl z btednie spa-
rowanych par zasad G-T i G-U. Przytaczenie biatka SUMO
powoduje zmiany konformacyjne w glikozylazie, ktore
wptywajg na jej aktywno$é, a modyfikacja SUMO obniza
powinowactwo TDG do DNA, umozliwiajac jej oddysocjo-
wanie i przytaczenie kolejnego enzymu w szlaku naprawy
DNA przez wycinanie zasad [43].

ROLA MODYFIKACJI SUMO W REPLIKACJI DNA

PCNA (ang. Proliferating Celi Nuclear Antygen), biatko o
masie czasteczkowej 36 kDa, ma kluczowe znaczenie dla
replikacji DNA, gdyz podwyzsza procesywno$¢ polimeraz
DNA 5 £ Bierze rdwniez udziat w rekrutacji innych biatek
kontroli cyklu komorkowego oraz naprawy DNA [44,45].

Uszkodzenia DNA moga powodowac blokowanie poli-
meraz DNA 6 i £ ktore moga kopiowac wylgcznie nieusz-
kodzong matryce DNA. Jezeli w matrycy wystepuje uszko-
dzenie do PCNA przytgcza sie ubikwityna, co jest sygnatem
do przytaczenia sie polimeraz klasy Y [46]. Polimerazy te (|,
i, k) majg zdolnos$¢ kopiowania DNA na uszkodzonej ma-
trycy, stagd zwane sg takze polimerazami syntetyzujacymi
DNA poprzez uszkodzenie (TLS, ang. translesion synthesis).
U drozdzy poliubikwitylacja PCNA jest warunkiem napra-
wy bezbtednej DNA (ang. error-free DNA repair) w odpo-
wiedzi na zatrzymanie widetek replikacyjnych. Natomiast
monoubikwitylacja PCNA skutkuje zapoczatkowaniem na-
prawy wprowadzajacej btedy (ang. error-prone DNA repair)
poprzez udziat polimeraz TLS. Lizyna w pozycji 164, beda-
ca miejscem przytaczenia ubikwityny, jest takze miejscem
sumoilacji. W czasteczce PCNA wystepuje tez drugie miej-
sce akceptorowe dla tej modyfikacji, a mianowicie lizyna w
pozycji 127. Akceptor ten jest jednak sumoilowany w mniej-
szym stopniu i nie ulega on ubikwitylacji. Wyniki analizy
mutantow PCNA pod wzgledem wrazliwosci na czynniki
uszkadzajagce DNA sugeruja, ze podwojny mutant (K164R/
K127R) jest mniej wrazliwy na te czynniki niz mutant poje-
dynczy (K164R). Wyniki te sugeruja, ze sumoilacja PCNA
hamuje HR podczas replikacji dzieki bezpo$redniemu od-
dziatywaniu miedzy PCNA a antyrekombinacyjng helikazg
Srs2 (Ryc. 6) [47]. Gdy dochodzi do zatrzymania widetek
replikacyjnych wskutek uszkodzenia DNA, helikaza Srs2
przytacza sie do PCNA zmodyfikowanego przez SUMO,
co zapobiega tworzeniu niezbednych dla rekombinacji fila-
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it

2. rad18

3.rad18siz1

tolerancja
uszkodzenia

piersi MCF-7 stwierdzono, ze komorki te sg bar-
dziej wrazliwe na inhibitor TOPO | — topotekan
(Hycamtin) [33]. Zwiazek ten jest pochodng natu-
ralnego alkaloidu stosowanego w leczeniu nowo-
tworéw —kamptotecyny (CPT). Wewngtrzkomar-
kowym miejscem dziatania CPT i jej pochodnych
jest kompleks rozszczepialny, jaki tworzy TOPO
I z DNA. Kompleks, ktéry powstaje po dziataniu
CPT —TOPO I:DNA:CPT jest trwaty i uniemozli-
wia przeprowadzenie przez enzym religacji DNA.
Stanowi on takze przeszkode przestrzenng dla poli-
merazy DNA, z ktorg kolizja prowadzi do rozpadu
widetek replikacyjnych i peknie¢ DNA. Komérki
nowotworowe sg selektywnie u$miercane przez
CPT i jej pochodne. Jest to mozliwe, poniewaz w
komérkach tych brakuje proteazy specyficznej
wzgledem TOPO |, ktéra stymuluje aktywnos$¢ en-
zymu w komorkach prawidtowych [49], Rola euka-
riotycznej TOPO | nie ogranicza sie wytacznie do
usuwania naprezen powstajagcych w DNA podczas
replikacji i transkrypcji. Jest ona ponadto kinaza od-
powiedzialng za fosforylacje biatek uczestniczacych

—

T UL

==

.

w obrébce mRNA, specyficzng endorybonukleaza,
rekombinazg, a takze czynnikiem zdolnym do ha-
mowania i stymulowania transkrypcji [50].

W odpowiedzi na CPT, TOPO I jest szybko i in-
tensywnie modyfikowana przez biatko SUMO-1

-,

ubikwityna

zatrzymane widetki replikacyjne

wysoka wrazliwo$¢ komoérki na uszkodzenia DNA
powodujgce zatrzymanie widetek replikacyjnych

Rycina 6. Schemat przedstawiajacy udziat modyfikacji SUMO w hamowaniu HR. 1. W komér-
kach prawidtowych, gdy dochodzi do zatrzymania widetek replikacyjnych wskutek uszkodze-
nia DNA, helikaza Srs2 przytacza si¢ do PCNA zmodyfikowanego przez SUMO, co zapobiega
tworzeniu niezbednych dla rekombinacji filamentéw biatka Rad51. Prowadzi to do wolnej od
btedéw naprawy DNA. 2. W zmutowanych komérkach drozdzy — mutanty radl8, w ktérych
nie nastepuje poliubikwitylacja PCNA, obserwuje sie wysoka wrazliwo$¢ na czynniki blokujace
widetki replikacyjne. 3. W mutantach radl8 sizl, w ktérych dodatkowo nie nastepuje sumoilacja

PCNA, dochodzi do HR [47],

mentow biatka RAD51. Ostatecznie takie dziatanie helikazy
Srs2 umozliwia komorce wolng od btedéw naprawe DNA.
W zmutowanych komdrkach drozdzy — mutanty radl8, w
ktorych nie nastepuje poliubikwitylacja PCNA, obserwuje
sie wysokg wrazliwo$¢ na czynniki blokujgce widetki repli-
kacyjne. W mutantach radlI8 sizl, w ktdrych dodatkowo nie
nastepuje sumoilacja PCNA dochodzi do HR [47]. Poniewaz
w odréznieniu od ubikwitylacji, sumoilacja PCNA zachodzi
takze w nieuszkodzonych komérkach w fazie S, modyfika-
cja ta moze bra¢ udziat w replikacji DNA i przeciwdziata¢
HR podczas tego procesu [47,48].

MODYFIKACJA SUMO A NOWOTWORY

Modyfikacja SUMO i jej udziat w indukcji apoptozy moze
by¢ jednym z waznych mechanizmoéw lezacych u podstaw
wielu choréb, a tym samym odpowiedzi na stosowane w nich
terapie. Dotyczy to takze chor6b nowotworowych. We wspo-
mnianych juz badaniach nad mutantami Ubc9 komadrek raka
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rekombinacja homologiczna

[51]. Ponadto, modyfikacja ta wzmaga tworzenie
sie kompleksu rozszczepialnego i indukcje apopto-
zy przez CPT. Wyniki badan przeprowadzonych na
mutantach K117 i K153 (miejsca sumoilacji TOPO
1) sugerujg mniej efektywne tworzenie kompleksu
rozszczepialnego w poréwnaniu z komaérkami typu
dzikiego. Nie ma to jednak wptywu na aktywno$é
katalityczng TOPO I. Ponadto wykazano, ze enzym
ten jest modyfikowany przez SUMO-1 niezaleznie
od CPT, przez inaktywujagcg mutage w miejscu
Y723 [52]. Przypuszcza sig, ze sumoilacja TOPO |
moze by¢é mechanizmem stymulujgcym naprawe
DNA. Sugestia ta oparta jest na wynikach badan,
w ktorych stwierdzono nadwrazliwo$¢ drozdzy ze
zmutowanym genem UBC9 na CPT [51]. W odpo-
wiedzi na dziatanie CPT, TOPO | jest najpierw su-
moilowana, a nastepnie uwalniana z jaderka i gromadzi sie w
strukturach przypominajacych ciata jagdrowe, ktére moga by¢
skupiskami naprawczymi DNA [53]. Z drugiej strony mozliwe
jest takze i to, ze po delokalizacji TOPO 1 jest degradowana,
ze wzgledu na obserwowane obnizenie poziomu zaréwno
zmodyfikowanej, jak i niezmodyfikowanej TOPO | po dziata-
niu CPT [53]. W takiej sytuacji nowe czgsteczki enzymu moga
by¢ przytgczane do DNA. Jednakze degradacja TOPO | zwia-
zanej w kompleksie rozszczepialnym moze powodowac usu-
niecie przeszkody dla biatek naprawczych DNA, a wiec jest
prawdopodobne, ze zar6wno sumoilacja jak i ubikwitylacja
prowadzaca do degradacji TOPO I, sa niezbedne, by komérka
naprawita uszkodzenia DNA wywotywane przez inhibitory
tego enzymu.

Wyniki badan, w ktérych stwierdzono nadwrazliwo$¢ mu-
tantdbw UBC9 na topotekan oraz inne leki przeciwnowotwo-

rowe, w tym VM-26 (inhibitor topoizomerazy Il) i cisplatyne
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[53], sugeruja, ze biatko to moze by¢ dobrym celem dla tera-
pii przeciwnowotworowej. Ubc9 jest kluczowym biatkiem w
cyklu SUMO, gdyz jest to jedyny enzym koniugujacy, a wiec
sumoilacja moze by¢ zahamowana przez jego eliminacje. Po-
nadto, jest to biatko, ktére bezposrednio oddziatuje z wazny-
mi biatkami naprawy DNA, w tym RAD51 [40], Pomimo ze
samo nie jest czynnikiem transkrypcyjnym, biatko Ubc9 regu-
luje ekspresje wielu gendw zaréwno zaleznie jak i niezaleznie
od cyklu SUMO [54-57], Z drugiej strony, wiele onkogenéw i
supresoréw procesu nowotworzenia, w tym MDM2, c-Myb,
pRb, KAI1 czy p53 ulega modyfikacji SUMO [58], Sumoilowa-
ne sg takze receptory —androgenowy [59] i estrogenowy [55],
ktore biorg udziat w rozwoju rakéw prostaty i piersi.

O roli procesu sumoilacji w rozwoju i progresji nowo-
tworéw mogg Swiadczy¢ wyniki doswiadczen, w ktérych
stwierdzono zmiane ekspresji gendéw kodujgcych enzy-
my cyklu SUMO w nowotworach cztowiek. Nadekspresje
UBC9 stwierdzono w raku jajnika, prostaty i gruczolakora-
ku ptuc. Z kolei SENP1, specyficzna dla SUMO proteaza,
ma co najmniej dwukrotnie wyzszy poziom w gruczolaku
tarczycy i raku prostaty. Inny enzym cyklu SUMO, ligaza
PIAS3, charakteryzuje sie podwyzszong ekspresjg w raku
piersi, prostaty, ptuc, mézgu ijelita grubego [60],

PODSUMOWANIE

Pierwszym, opisanym w 1996 r. biatkiem zmodyfikowa-
nym przez SUMO byto niewielkie biatko RanGAP, biorace
udziat w transporcie jadrowym [61]. Od tego czasu zidenty-
fikowano ponad 100 biatek bedacych substratami sumoilacji.
Wiele z nich to biatka odgrywajace wazne role w utrzymaniu
integralno$ci genomu poprzez udziat w procesach naprawy
DNA, rekombinacji i kontroli cyklu komdrkowego. Modyfi-
kacje SUMO moga zmienia¢ wtasciwosci biatek, wptywajac
na ich lokalizacje, konformacje, stabilnos$¢ i aktywnos¢ enzy-
matyczng. Jednakze w wielu przypadkach mechanizm tego
procesu ijego skutki biologiczne sg stabo poznane, a ich ba-
danie jest trudne metodologicznie. Zaburzenia w cyklicznych
procesach sumoilacji i desumoilacji biatek kontrolujgcych
integralnos¢ i stabilnos¢ DNA moga zaktéca¢ homeostaze
komorkowgq i prowadzi¢ do groznych choréb, w tym nowo-
tworéw ztosliwych, dlatego badanie znaczenia modyfikacji
SUMO dla aktywnosci biatek odgrywajacych wazng role w
transformacji nowotworowej moze dostarczy¢ wielu cennych
informacji dotyczacych procesu nowotworzenia i otworzy¢
nowe mozliwosci poszukiwan terapeutycznych. Enzymy cy-
klu SUMO sa zatem kandydatami jako potencjalne wyznacz-
niki (markery) molekularne nowotwordw oraz cele terapii.
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Role of SUMO modification in the maintenance of genome stability
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ABSTRACT

SUMO modification (SUMOylation) is a postranslational modification playing an important role in chromatin structure, DNA metabolism, trans-
criptional regulation and genomic stability. Molecular mechanisms underlying such effects of SUMO-modified proteins are largely obscure, but
the influence of SUMOylation on genomic stability seems to be of particular importance since its disturbances may lead to serious pathological
states, including cancer. Cell cycle control and DNA repair proteins essential for preserving genomic stability and SUMO modification may
change their localization and function. We have relatively much information on some subnuclear components, like nucleous, while little is
known on some others, like PML bodies, but the results of some recent research suggest, that this is SUMOylation, which plays a key role in their
architecture and functioning. The influence of SUMO modifications on genomic stability and chromatin structure may be fundamental for the
cell's viability, therefore the mechanisms of SUMOylation are worth studying.
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STRESZCZENIE

tugotancuchowe kwasy ttuszczowe to nie tylko bogate zrédto energii i sktadnikéw bu-

dulcowych, ale takze aktywne biologicznie zwigzki biorgce udziat w regulacji takich
proceséw jak: proliferacja i r6znicowanie komoérek, acylacja i sortowanie biatek, procesy za-
palne, aktywacja enzymoéw i receptoréw btonowych oraz regulacja wewnatrzkomérkowego
metabolizmu. Jednym z gtdwnych mechanizméw, poprzez ktére kwasy ttuszczowe wptywa-
ja na tak wiele réznych proceséw biologicznych jest regulacja transkrypcji genéw. W zalez-
nosci od liczby wigzan podwoéjnych oraz dtugosci fancucha weglowego, kwasy ttuszczowe
moga hamowaé lub aktywowaé ekspresje okreslonych genéw poprzez: (1) bezposrednia re-
gulacje aktywnosci receptoréw jadrowych takich jak PPAR, LXR, i HNF-4a, oraz czynnikéw
transkrypcyjnych takich jak SREBP, ChREBP i NFkB; (2) w spos6b posredni, poprzez zmia-
ne fizyko-chemicznych witasciwos$ci bton biologicznych i aktywacje szlakéw przekazywania
sygnatéow komdrkowych. W obecnej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacej
mechanizméw regulacji ekspresji genéw przez diugotanicuchowe kwasy ttuszczowe oraz
przedyskutowano ich role w patogenezie choréb metabolicznych.

WPROWADZENIE

Jeszcze do niedawna uwazano, ze kwasy ttuszczowe petnig wytgcznie funkcje
materiatu energetycznego, gromadzonego w postaci triacylogliceroli w tkance
ttuszczowej, oraz elementéw budujacych btony komérkowe [1]. Tymczasem
badania przeprowadzone w ciggu ostatnich dziesieciu lat wykazaty, ze kwasy
ttuszczowe to takze bardzo aktywne biologicznie zwigzki, peinigce kluczowg
role w regulacji takich procesow jak: acylacja i sortowanie biatek, aktywacja en-
zymow ireceptorow btonowych, proliferacja i réznicowanie komérek, oraz two-
rzenie odpowiedzi immunologicznej [2], Jednym z gtéwnych mechanizmow,
poprzez ktére kwasy tluszczowe wptywajg na tak wiele r6znych proceséw bio-
logicznych jest regulacja transkrypcji genow.

Ze wzgledu na liczbe podwojnych wigzan w tancuchu weglowym, kwasy
ttuszczowe dzieli sie na: nasycone kwasy ttuszczowe, jednonienasycone kwasy
ttuszczowe oraz wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA, ang. polyunsatura-
tedfatty acids). Wsréd PUFA wyréznia sie kwasy n-3 i n-6 (zwane tez omega-3 i
omega-6, odpowiednio), r6zniagce sie numerem wegla, przy ktérym wystepuje
pierwsze podwdjne wigzanie. Wewnatrzkomorkowe kwasy ttuszczowe moga
pochodzi¢ z trzech gtownych zrdédet: z diety, lipolizy zmagazynowanych w
tkance ttuszczowej triacylogliceroli lub z syntezy de novo [1]. Niezaleznie od Zré-
dta pochodzenia, w komdrce kwasy tluszczowe sg przeksztatcane w acylo-CoA
[3], a nastepnie wykorzystywane do syntezy lipidow ztozonych takich jak triacy-
loglicerole, fosfolipidy, sfingolipidy, eikosanoidy (prostaglandyny, leukotrieny
i tromboksany) [4], lub utleniane w procesie p-oksydacji (w mitochondriach i
peroksysomach) lub ©-oksydacji (w mikrosomach) [1], Wolne kwasy ttuszczowe
petnig funkcje zwigzkow sygnatowych i regulujg aktywno$¢ czynnikéw trans-
krypcyjnych. Liczne badania wykazaty, ze efekt ich dziatania, polegajacy na
hamowaniu lub aktywacji ekspresji okreSlonych genéw, jest uzalezniony gtéw-
nie od liczby podwdjnych wigzan oraz dtugosci tafcucha weglowego [5]. Stad,
wszelkie zaburzenia w procesie utylizacji, elongacji lub/i desaturacji kwasow
thuszczowych, jak réwniez nieprawidtowa dieta (nadmiar lub niedobdér pod-
stawowych kwaséw ttuszczowych), prowadzg do powaznych zaburzen funk-
cjonowania komarki i sg czestg przyczyng takich chordb jak insulinooporno$¢,
cukrzyca typu 2, lipotoksyczna choroba serca, zaburzenia pracy nerek itd. [4],

W obecnej pracy przedyskutowaliSmy najnowsze dane dotyczace roli kwa-

sow ttuszczowych w regulacji transkrypcji gendw oraz przedstawilismy wspot-
czesng wiedze na temat mechanizmdéw ich dziatania.
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KWASY TLUSZCZOWE JAKO
REGULATORY EKSPRESJI GENOW

Pierwsze doniesienia na temat potencjalnej roli kwasow
thuszczowych w regulacji ekspresji genéw pojawity sie w
potowie lat 60-tych. Wtedy to Allman i Gibson [6] po raz
pierwszy zaobserwowali, ze myszy karmione kwasem li-
nolowym charakteryzuje znacznie obnizona lipogeneza
i zmniejszona aktywno$¢ syntazy kwasow ttuszczowych
(FAS, ang.fatty acid synthase), enzymu jabtczanowego i de-
hydrogenazy glukozo-6-fosforanu w watrobie. Podobny
spadek aktywnosci lipogennej, bedacy efektem podania
kwasu linolowego, stwierdzono w watrobie szczuréw typu
dzikiego [7] oraz szczuréw z genetycznie warunkowang
otytoscig (fa/fa) [8].

Kolejne badania wykazaty, ze kwasy ttuszczowe moga
w sposob bezposredni hamowaé proces transkrypcji wielu
gendw zwigzanych z lipogenezg oraz aktywowac ekspresje
genoéw zaangazowanych w oksydacje lipidéw (Tabela 1).
Wykazano, ze PUFA hamuja ekspresje genow kodujgcych
desaturaze stearoilo-CoA 1 (SCD1, ang. stearoyl-CoA desatu-
rasel), karboksylaze acylo-CoA (ACC; ang. acetyl-CoA carbo-
xylase), FAS, kinaze pirogronianowa typu L, desaturazy Ab
i A6, dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowg i biatko trans-
portujace glukoze 4 (GLUT4, ang. glucose transporter 4) [9],
Poza tym, wykazano, ze kwasy ttuszczowe regulujg takze
ekspresje gendéw zwigzanych z glukoneogenezg, glikoliza,
termogenezg, oraz metabolizmem cholesterolu i lipoprote-
in (Tabela 1). Badania wykazaty, ze wiekszo$¢ tych genéw
kontrolowana jest przez PUFA [9].

Supresja genu kodujacego FAS w tkance tluszczowej
szczuréw wydaje sie by¢ tkankowo-specyficzna. Dieta bo-

Tabela 1. Wptyw dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych na ekspresje wybranych genéw.

Aktywacja

Transport i metabolizm kwaséw tluszczowych
biatka wigzace kwasy ttuszczowe

syntaza acylo-CoA

transporter kwaséw ttuszczowych CD36

Supresja
Lipogeneza

biatko S14
Beta i omega oksydacja kwasow
ttuszczowych oraz ketogeneza
acylotransferaza karnitynowa 1
oksydaza acylo-CoA
cytochrom P450 Al
hydrataza enoito-CoA
tiolaza ketoacylo-CoA

Glikoliza

Metabolizm cholesterolu
7a hydroksylaza
reduktaza hydroksymetyloglutarylo-CoA

Glukoneogenezg

Procesy zapalne
Termogeneza
biatka rozprzegajgce fosforylacje oksydacyjng

Metabolizm lipoprotein

interleukina 1(3

lipaza lipoproteinowa,
apolipoproteina Ali

Inne

karboksykinaza fosfoenolopirogronianowg leptyna
rezystywna
transferyna

transporter glukozy 4

Wymieniono biatka kodowane przez regulowane geny [1,3,5,9],
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desaturaza stearoilo-CoA 1
syntaza kwaséw ttuszczowych

karboksylaza acylo-CoA jak i nienasycone kwasy

liaza ATP cytrynianowa

biatko wigzace sterolowy element regulatorowy Ic
desaturazy A5 i A6

enzym jabtczanowy

kinaza pirogronianowa typu L
glukozo-6-fosfataza

czynnik martwicy nowotworéw a

apolipoproteina Al
apolipoproteina Clil

gata w PUFA wywotuje tego typu odpowiedz w trzewnej,
ale nie w podskoérnej tkance ttuszczowej [10], co ma praw-
dopodobnie zwigzek z tkankowo-specyficznym metaboli-
zmem kwasow ttuszczowych. Ponadto zaobserwowano, ze
ekspresja gendw w tej tkance jest regulowana gtéwnie przez
n-3 PUFA. Wyjatkiem od tej reguty jest gen kodujacy SCD1,
w regulacji ktérego biorg takze udziat n-6 PUFA. Badania
Sesslera i wsp. [11] pokazaty, ze traktowanie adipocytéw
3T3-L1 kwasem arachidonowym, linolowym i eikozapen-
taenowym (EPA, ang. eicosapentaenoic acid) prowadzi do
zmniejszenia poziomu mRNA SCD1 w sposoéb zalezny od
dawki poprzez zmiany w stabilnosci mRNA. Co ciekawe,
odmiennie niz w watrobie, represja genoéw lipogennych
tkanki ttuszczowej zalezna od PUFA, wymaga produkcji
eikosanoidow [5]. Badania wykazaty, ze arachidonian jest
w stanie obniza¢ poziom mRNA genéw kodujacych FAS i
biatko S14 w adipocytach 3T3. Natomiast zablokowanie w
tych komérkach szlaku cyklooksygenazy znosi hamujacy
wptyw tego kwasu [12].

Liczne badania opisuja rowniez wptyw PUFA na eks-
presje genoéw kodujacych leptyne i rezystyne, hormony
wydzielane przez tkanke ttuszczowsq. Raclot i wsp. [10]
wykazali, ze szczury karmione n-3 PUFA majg zmniejszo-
ny poziom mRNA leptyny w trzewnej ale nie poskornej
tkance ttuszczowej, niezaleznie od poziomu insuliny w oso-
czu. Natomiast badania Reseland i wsp. [13], polegajace na
traktowaniu hodowli ludzkich trofoblastow (BeWo) kwasa-
mi EPA i dokozaheksaenowym (DHA, ang. docosahexaenoic
acid), wykazaty zmniejszong transkrypcje transfekowanego
promotora ludzkiej leptyny.

Ze wzgledu na to, ze kwasy tluszczowe sg kluczowymi
regulatorami réznicowania adipocytéw, sg one niezwy-
kle silnymi aktywatorami
gendw warunkujgcych adi-

\ pogeneze. Ponadto, w prze-
ciwieAstwie do represji, w
aktywacji tych genow biorg
udziat zarowno nasycone

ttuszczowe [1], Ponadto gen
kodujacy karboksykinaze
fosfoenolopirogronianowa,
ktéra w tkance tluszczowej
jest odpowiedzialna za do-
starczanie glicerofosforandw
do syntezy triacylogliceroli,
jest rowniez aktywowany w
odpowiedzi na PUFA [14].

W watrobie, w odpowie-
dzi na PUFA, dochodzi do
ekspresji genéw kodujacych
apolipoproteine Ali, syntaze
acylo-CoA, oksydaze acylo-
CoA, biatko wiazace kwasy
ttuszczowe, acylotransferaze
karnitynowg 1, cytochrom
P450 Al (Tabela 1) [9], Po-
nadto ekspresja genow ko-
dujagcych  acylotransferaze
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palmitynowga 1 i biatko wigzgce kwasy ttluszczowe, w wa-
trobie, jest kontrolowana réwniez przez nasycone kwasy
tluszczowe [1]. Co ciekawe regulacje ekspresji tych dwaéch
genéw przez kwasy ttuszczowe stwierdzono takze w in-
nych tkankach tj. w jelicie cienkim oraz w linii INSI komo-
rek p-trzustki [5].

MECHANIZM REGULACJI EKSPRESJI
GENOW PRZEZ KWASY TLUSZCZOWE

Badania ostatniej dekady znacznie poszerzyty wiedze na
temat potencjalnego mechanizmu regulacji ekspresji genoéw
przez kwasy ttuszczowe. Przetomowym odkryciem byto
sklonowanie w 1990 roku przez Issemanna i Greena jadro-
wych receptoréw aktywowanych przez czynniki proliferacji
peroksysomoéw (PPAR, ang. peroxisome proliferator activated
receptor), ktérych agonistami okazaty sie kwasy ttuszczowe
[15]. Dalsze badania wykazaty, ze omawiane zwigzki, pet-
nigc role ligandow receptoréw jadrowych takich jak PPAR,
watrobowy receptor X (LXR, ang. liver X receptor), hepatocy-
towy czynnik jadrowy 4a (HNF-4a, ang. hepatocyte nuclear
factor-4a), receptor kwasu retinowego (RAR, ang. retinoic
acid receptor) i receptor kwasu retinowego X (RXR, ang. reti-
noid X receptor), regulujg ich aktywnos¢. Natomiast, w przy-
padku takich czynnikéw transkrypcyjnych jak: biatko wig-
zgce sterolowy element regulatorowy (SREBP, ang. sterol
regulatory element binding protein), biatko wigzgce sekwencje
odpowiedzi na cukry (ChREBP, ang. carbohydrate responsi-
ve element binding protein) ijadrowy czynnik «s (NFich, ang.
nuclearfactor kB), kwasy ttuszczowe regulujg proces translo-
kacji tych czynnikéw do jadra komdrkowego. Ponadto kwa-
sy tluszczowe, bedac substratami enzymow generujgcych
bioaktywne lipidy, wptywajg na strukture mikrodomen
btonowych oraz modulujg aktywnos$¢ biatek kluczowych w
transdukcji sygnatéw, przez co posrednio regulujg proces
transkrypcji [5].

PPAR - RECEPTORY AKTYWOWANE PRZEZ
CZYNNIKI PROLIFERACJI PEROKSYSOMOW

PPAR sa najlepiej scharakteryzowanymi receptorami
aktywowanymi przez kwasy ttuszczowe i produkty ich
przemian metabolicznych [16]. Petnig one gtéwnie funkcje
wskaznikoéw aktualnego stezenia lipidéw i zmieniajg meta-
bolizm oraz rozwo6j tkanek w zaleznos$ci od ich dostepnosci,
a takze odgrywajg wazna role w réznicowaniu komérek, in-
sulinowrazliwosci, nowotworzeniu i powstawaniu chorob
metabolicznych. PPAR nalezg do duzej nadrodziny recepto-
row jadrowych aktywowanych przytaczeniem Uganda, do

PPAR

Rycina 1. Schemat regulacji ekspresji genéw przez kwasy tluszczowe z udziatem PPAR. W $rodo-
wisku, w ktérym brak jest ligandu, heterodimer PPAR/RXR wigze sie zkompleksem korepresoréw
hamujac proces transkrypcji. Przytaczenie agonisty, np. kwasu eikozapentaenowego (EPA) lub do-
kozaheksaenowego (DHA), prowadzi do zmiany konformacji heterodimeru PPAR/RXR, jego inte-
rakcji z kompleksem koaktywatoréw, a w konsekwencji do aktywacji ekspresji genéw docelowych.
PPAR —receptory aktywowane przez czynniki proliferacji peroksysoméw; RXR —receptor kwasu

retinowego; PPRE —element odpowiedzi na PPAR.

244

ktérej zalicza sie takze LXR, RAR, RXR czy receptory hor-
monow steroidowych i tyroidowych [17].

Do tej pory wykryto 3 izoformy PPAR: PPARa, PPARp/
5 i PPARy, kodowane przez oddzielne geny i petniace réz-
ne funkcje. Charakteryzuja sie one tkankowo-specyficznym
wzorem ekspresji i aktywacjg przez rozne Ugandy [16].
PPARa jest syntetyzowany w watrobie, nerkach, miesniach,
sercu i brunatnej tkance tluszczowej podczas gdy PPARy
wystepuje gtdwnie w tkance tluszczowej oraz jelicie, ma-
krofagach i tozysku. Natomiast PPARp/5 jest izoformg
ulegajacg syntezie we wszystkich tkankach, z najwiekszym
nasileniem w jelicie cienkim, mie$niach, mézgu i tkance
ttuszczowej [17].

PPAR posiadajg typowa dla jadrowych receptoréw do-
menowg budowe. Mozna tu wyrézni¢ silnie konserwatyw-
ng domene wigzacg DNA, ktéra umozliwia wigzanie recep-
toréw z sekwencja nukleotydowg odpowiedzi na PPAR w
promotorach docelowych genédw oraz domene wigzaca li-
gand, sktadajacg sie z 12 a-helis [18]. PPAR wigzg sie z DNA
w postaci heterodimeru z RXR [18]. Przy braku potaczenia z
ligandem heterodimer PPAR-RXR asocjuje z wielosktadni-
kowym kompleksem korepresoréow, w sktad ktérego wcho-
dza m. in. deacetylaza histonowa, korepresor receptora ja-
drowego czy mediator wyciszajacy receptor retinoidowy i
tyroidowy, co uniemozliwia rozpoczecie transkrypcji [19].
Przytaczenie Uganda (np. kwas arachidonowy, eikosano-
idy, EPA, DHA) indukuje zmiany konformacyjne w obrebie
domeny wiazacej Ugand, prowadzac do przemieszczenia
helisy 12 [18]. Stwarza to miejsce dla wigzania koaktywato-
row takich, jak koaktywator receptora steroidowego ibiatko
wigzace PPAR o aktywnosci acetylotransferazy histonowej,
w wyniku czego dochodzi do aktywacji transkrypcji docelo-
wych genéw (Ryc. 1) [5].

Badania przeprowadzone na réznych Uniach komor-
kowych (hepatocyty, adipocyty, mioblasty) potwierdzity,
ze kwasy ttuszczowe o diugich tancuchach, gtéwnie nie-
nasycone, aktywujg wszystkie trzy izoformy PPAR. Ago-
nistami PPAR moga by¢ takze metabolity kwasdw ttusz-
czowych takie, jak kwasy o rozgalezionych tafncuchach
czy eikosanoidy [16]. Powinowactwo tych ligandéw do
receptorow jest jednak rézne, co sugeruje role tkankowo-
specyficznej dostepnosci i metabolizmu kwaséw ttuszczo-
wych [9], Dodatkowo zauwazono, ze pochodne kwaséw
ttuszczowych sg bardziej wybiérczymi aktywatorami niz
wolne kwasy ttuszczowe. 15-deoksy-A12,14-prostaglandy-
na J2, pochodna prostaglandyny D2, jest agonista PPARyY
[17], podczas gdy leukotrien B4 ikwas fitanowy
selektywnie aktywuja izoforme PPARa [16], a
prostacyklina PPARp/5 [20]. Kwasy ttuszczo-
we, jak i produkty ich metabolizmu, sg zdolne
do fizycznego oddziatywania z PPAR. Bada-
nia wspoétzawodniczego wigzania pokazaty,
ze PPARa i PPARp/5 oddziatujg zar6wno z
nasyconymi, jak i z nienasyconymi kwasami
ttuszczowymi (wartos$ci statej hamowania IC 0
wahajg sie w granicach 1-30 pM), natomiast
PPARy charakteryzuje sie ograniczonym pro-
filem wigzania i oddziatuje jedynie z PUFA ta-
kimi, jak kwas linolenowy czy arachidonowy
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(wartosci ICH) wahajg sie w granicach 1-10 pM) [21]. Co
ciekawe wigzanie eikosanoidéw zalezy od izotypu PPAR.
I tak 15-deoksy-A12,14-prostaglandyna J2 lepiej oddziatuje
z PPARYy podczas, gdy kwas 8-S-hydroksyeikozatetraeno-
wy preferencyjnie wigze PPARa [16]. Ponadto wykazano,
ze aktywatorem PPARYy jest skoniugowany kwas linolowy,
cieszacy sie ostatnio duzym zainteresowaniem ze wzgledu
na zastosowanie w profilaktyce i leczeniu chor6b metabo-
licznych i nowotworowych [22],

HNF-4a - HEPATOCYTOWY CZYNNIK JADROWY 4a

Kolejnym receptorem ktorego aktywnos¢ jest regulowa-
na przez kwasy ttuszczowe jest HNF-4a. Jest on gtdwnie
syntetyzowany w watrobie, nerkach, jelicie i trzustce. W
przeciwienstwie do poprzednio omawianej rodziny recep-
torow jadrowych, wigze on docelowg sekwencje w postaci
homodimeru [9], Badania przeprowadzone na myszach z
warunkowga mutacjg w genie kodujacym HNF-4a, pokaza-
ty, ze receptor ten jest niezbedny w regulacji takich proce-
sow jak ré6znicowanie hepatocytdéw, metabolizm lipoprote-
inicukrow oraz synteza kwaséw zotciowych [23], HNF-4a
kontroluje ekspresje gendw kodujgcych apolipoproteiny
(ApoCll, ApoClll, ApoAll, ApoAlV), enzymy uczestniczg-
ce w metabolizmie zelaza (transferyna) i cukrow (kinaza
pirogronianowa L, monooksygenaze cytochromu P450 i
enzymy katalizujgce synteze kwaséw z6tciowych (7a-hy-
droksylaza) [23]. Mutacje w HNF-4a prowadzg do wysta-
pienia monogenowej formy cukrzycy tzw. MODY1 [24].

Pierwsze informacje wskazujgce, ze HNF-4a regulo-
wany jest przez kwasy ttuszczowe i ich metabolity po-
chodza z badan grupy Bar-Tana [20]. Zaobserwowali oni,
ze palmitoilo-CoA jest w stanie, w stezeniach fizlologicz-
nych, wigzaé sie bezposrednio z domeng wigzaca ligand
HNF-4a. Ponadto wykazali, Zze wigzanie nasyconych
kwasow ttuszczowych, palmitoilo-CoA i mirystoilo-CoA,
aktywuje HNF-4a, natomiast wigzanie kwasu a-linole-
nowego, EPA czy DHA prowadzi do zahamowania eks-
presji genéw regulowanych przez ten czynnik transkryp-
cyjny. Jednakze brak jest danych, ktére jednoznacznie
wykazatyby, ze wigzanie acylo-CoA prowadzi do zmian
w konformacji domeny wigzacej ligand oraz w oddziaty-
waniach receptora z koaktywatorami, co poddaje w wat-
pliwos¢ stwierdzenie, iz acylo-CoA jest funkcjonalnym
ligandem dla HNF-4a [25].

Badania krystalograficzne struktury HNF-4a wskazu-
ja, ze naturalnymi Ugandami tych receptoréw sg wolne
kwasy ttuszczowe. Dhe-Paganon i wsp. [26] po skrystali-
zowaniu domeny regulatorowej HNF-4a stwierdzili obec-
no$¢ nasyconych i nienasyconych kwasow ttuszczowych
zasocjowanych z kieszenig wigzgca ligand. Kolejne bada-
nia pozwolity na zaproponowanie mechanizmu aktywacji
HNF-4a z udziatem liganda i koaktywatora [27]. Wydaje
sie, ze zwigzanie kwasu ttuszczowego utatwia powsta-
nie aktywnej formy zamknietej domeny wigzacej ligand.
Jest ona jednak nietrwata i do jej stabilizacji wymagane
jest przytgczenie koaktywatora. Innym proponowanym
mechanizmem poprzez ktéry kwasy ttuszczowe regulujg
aktywnos¢ HNF-4a jest fosforylacja tego czynnika przez
kinaze biatkowg A [23].
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SREBP - BIALKA WIAZACE STEROLOWY
ELEMENT REGULATOROWY

SREBP naleza do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych
posiadajagcych zasadowg domene o budowie helisa-pe-
tla-helisa-suwak leucynowy. Opisano 3 izoformy biatek
SREBP: SREBP-la, SREBP-Ic i SREBP-2. Dwa pierwsze hiat-
ka sa transkrybowane z jednego genu przy wykorzystaniu
alternatywnego promotora, podczas gdy SREBP-2 kodowa-
ny jest przez odrebny gen. Regulujg one wspdlnie ekspresje
genow zwigzanych z syntezg kwasdw ttuszczowych, chole-
sterolu i ztozonych lipidow [3],

SREBP sg syntetyzowane w postaci duzych (125 kDa),
prekursorowych biatek zwigzanych z btong siateczki $réd-
plazmatycznej. Z ich koncem C wigze sie biatko aktywujace
ciecie SREBP (SCAP, ang. SREBP cleavage-activating protein).
Dodatkowo, ze SCAP oddziatuje biatko Insig, ktore, petnigc
role sensora stezenia steroli, reguluje proces dojrzewania
SREBP [2], W odpowiedzi na obnizony poziom steroli w
komérce, kompleks SREBP-SCAP jest transportowany do
aparatu Golgiego, gdzie w wyniku ciecia proteolitycznego
dochodzi do uwolnienia N-koncowej domeny (64 kDa), sta-
nowigcej dojrzate biatko. Nastepnie po przemieszczeniu do
jadra, w formie dimeru wigze sie ono z sekwencjg odpowie-
dzi na sterole zlokalizowang w regionach regulatorowych
docelowych gendéw, co prowadzi do indukcji transkrypcji
(Ryc. 2) [3],

77N\ ~~_~""\. mRNA SREBP-1c
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e |
prekursorowa
forma SREBP-1c
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Rycina 2. Model wielopoziomowej regulacji aktywnosci i dostepnosci czynnika
transkrypcyjnego SREBP-Ic przez wielonienasycone kwasy tluszczowe. Wielo-
nienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA) prowadzg do zmniejszenia ilosci dojrza-
tej formy SREBP-Ic dostepnej w komoérce, poprzez (1) hamowanie transkrypcji
genu kodujacego to biatko, (2) inhibicje procesu jego dojrzewania oraz (3) kiero-
wanie go na $ciezke degradacji w proteasomach 26S. LXR —watrobowy receptor
X; RXR — receptor kwasu retinowego; LXRE — element odpowiedzi na LXR;
SREBP-Ic —biatko wigzgce sterolowy element regulatorowy Ic; SRE —element
odpowiedzi na sterole.
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Wiele badan, przeprowadzonych zaréwno in vitro jak i in
vivo, jednoznacznie wskazuje na istotng role PUFA w hamo-
waniu ekspresji genoéw lipogennych regulowanych przez
SREBP. Inkubacja komérek CHO, HepG2, CV-1 i CaCo-2 z
mikromolowymi ilosciami PUFA prowadzi do zmniejsze-
nia transkrypcji gendw zawierajagcych w promotorach se-
kwencje odpowiedzi na sterole, w sposob zalezny od dawki
[28,29]. Ponadto myszy ze znokautowanym genem leptyny
ob/ob karmione dietag wzbogacong w EPA, badz DHA maja
silnie zredukowang zawartos$¢ jadrowej formy SREBP, jak
réwniez ekspresje gendw docelowych dla SREBP [30]. Nad-
produkcja SREBP w myszach transgenicznych prowadzi do
zmniejszenia poziomu zaleznej od PUFA represji transkryp-
cji docelowych genow [31].

Liczne eksperymenty wykazaty, ze, w przeciwienstwie
do SREBP-2, ekspresja genu kodujagcego SREBP-1 jest re-
gulowana przez PUFA. Mechanizm tej regulacji nie jest do
konca wyjasniony, chociaz sugeruje sie, ze moze on by¢
zwigzany z receptorem LXR — gtéwnym aktywatorem
transkrypcji genu kodujgcego SREBP-Ic. Wykazano, ze n-
3 i n-6 PUFA konkuruja o miejsce wigzania z naturalnymi
ligandami tych receptoréw — oksysterolami. Przytaczenie
PUFA prowadzi do zahamowania wigzania heterodime-
ru LXR/RXR z sekwencjg docelowg, w obrebie promotora
genu kodujgcego SREBP-Ic [32]. Mutacje sekwencji rozpo-
znawanej przez LXR znoszg ten efekt. Jednakze badania Pa-
war i wsp. [33] prowadzone na szczurach karmionych dietg
bogata w PUFA wykazaty supresje genéw docelowych dla
SREBP, bez widocznych zmian w ekspresji genéw bezpo-
$rednio regulowanych przez LXR. Ponadto stwierdzono,
ze w hepatocytach traktowanych EPA dochodzi do zaha-
mowania ekspresji genéw regulowanych przez SREBP-Ic
zaréwno w obecnosci jak i przy braku syntetycznych ago-
nistow LXR [33]. Yoshikawa i wsp. [32] proponujg model, w
ktorym PUFA posrednio hamujg LXR poprzez stymulacje
PPAR. Wykazali oni, ze nadekspresja PPARa prowadzi do
zaburzenia powstawania heterodimeru LXR-RXR, ze wzgle-
du na preferencyjne tworzenie PPAR-RXR. Ponadto PPARa
jest w stanie wydajnie dimeryzowac¢ z LXRa i p. Poniewaz
kompleks PPARa-LXRa/p nie wigze sie z sekwencjg odpo-
wiedzi na LXR, tworzenie tego dimeru prowadzi do represji
ekspresji genow [32],

PUFA moga takze regulowaé proces dojrzewania
SREBP zwigkszajgc pule dostepnego cholesterolu. Wyka-
zano, ze PUFA zwiekszajgc hydrolize sfingomieliny, lipi-
du o duzym powinowactwie do cholesterolu, prowadzg
do jego redystrybucji z btony cytoplazmatycznej do sia-
teczki $roédplazmatycznej, a tym samym hamujg proces
proteolizy SREBP (Ryc. 2). Co ciekawe, zaobserwowano
rowniez, ze uwalniany w trakcje hydrolizy sfingomieli-
ny ceramid hamuje ekspresje genéw zaleznych od SREBP
wptywajgc na proces dojrzewania tego biatka. Ponadto
Worgall i wsp. [34] pokazali, ze zablokowanie syntezy
ceramidu prowadzi do akumulacji prekursorowej formy
SREBP oraz zmniejszenia poziomu formy dojrzatej. Wy-
daje sie, ze ma to zwigzek z rolg, jakg ceramidy petnig
w regulacji procesu transportu pecherzykowego miedzy
siateczkg $rédplazmatyczng a aparatem Golgiego [34].
Ostatnio pojawito sie doniesienie, opisujgce nowy me-
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chanizm regulacji aktywnos$ci SREBP-Ic przez PUFA, w
ktorym DHA Kieruje SREBP-Ic na $ciezke degradacji w
proteasomach 26 S (Ryc. 2) [35],

CHREBP - BIALKO WIAZACE SEKWENCIJE
ODPOWIEDZI NA CUKRY

ChREBP to interesujacy przyktad czynnika transkryp-
cyjnego, ktéry posredniczy w zaleznej od glukozy i PUFA
regulacji ekspresji genoéw glikolitycznych i lipogennych w
watrobie [36], Nalezy on, podobnie jak SREBP, do rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych helisa-petla-helisa-suwak
leucynowy i wystepuje w watrobie i tkance ttuszczowej. Se-
kwencje rozpoznawang przez ChREBP, tzw. element odpo-
wiedzi na cukry zlokalizowano w rejonach promotorowych
genow kodujacych kinaze pirogronianowa typu L, FAS,
ACC i biatka S14.

Zgodnie z modelem zaproponowanym przez Kawaguchi
iwsp. [37], biatko to wystepuje w cytoplazmie w warunkach
niskiego stezenia glukozy i ulega translokacji do jadra pod-
czas aktywacji metabolizmu glukozy, co pozwala wigzaé
sie z sekwencjg elementu odpowiedzi na cukry. Aktywacja
ChREBP jest regulowana poprzez proces fosforylacji/defos-
forylacji i zalezy od aktywnosci kinazy biatkowej A, kinazy
biatkowej zaleznej od AMP (AMPK, ang. AMP activated pro-
tein kinase) oraz biatkowej fosfatazy 2A. Zmniejszenie fosfo-
rylacji seryny w pozycji 196, zlokalizowanej blisko sygnatu
lokalizacji jadrowej, aktywuje translokacje ChREBP do jadra
komérkowego. Nastepnie, zachodzaca juz na terenie jadra
defosforylacja Ser-568 i Thr-666 warunkuje wigzanie tego
czynnika z DNA. Wydaje sie, ze biatkowa fosfataza 2A,
ktora jest aktywowana przez ksylulozo-5-fosforan katalizu-
je zaréwno cytoplazmatyczng, jak i jadrowg defosforylacje
ChREBP [38],

Badania demonstrujgce zmniejszong aktywnos$¢ wigza-
nia DNA przez ChREBP w ekstraktach jgdrowych pocho-
dzacych z watroby szczurow karmionych dietag wysoko-
ttuszczowgq wykazaty, ze PUFA moga wptywac na ekspresje
genu tego biatka lub tez na proces jego translokacji [37,39],
Dentin i wsp. [36] w doswiadczeniach przeprowadzonych
zaréwno in vitro jak i in vivo, wykazali, ze kwasy linolowy,
EPA i DHA hamuja aktywnos$¢ ChREBP poprzez przyspie-
szenierozpadu mRNA oraz zaburzenie procesu translokacji.
Natomiast, w przypadku kwaséw nasyconych (stearynian)
i jednonienasyconych (oleinian) nie obserwowano zadne-
go dziatania. Podobng regulacje ilosci mMRNA przez PUFA,
wykazano dla opisanego wyzej SREBP-Ic. Jednak pomimo
identyfikacji potencjalnego elementu destabilizujgcego w
regionie 3' nie ulegajgcego translacji (region bogaty w A-U),
mechanizm, w wyniku ktérego PUFA przys$pieszaja degra-
dacje mRNA obu genow, pozostaje niejasny.

Zahamowanie translokacji ChREBP z cytoplazmy do
jadra zalezne od PUFA jest zwigzane z hamowaniem me-
tabolizmu glukozy. PUFA hamujg bowiem ekspresje genu
kodujacego glukokinaze (kluczowy enzym procesu gliko-
lizy) oraz aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosfora-
nowej [36]. Prowadzi to do spadku ilosci dwéch waznych
metabolitow: glukozo-6-fosforanu i ksylulozo-5-fosforanu,
a tym samym uniemozliwia translokacje ChREBP do jadra.
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Nadekspresja konstytutywnie wystepujgcej w jadrze formy
ChREBP w hepatocytach catkowicie znosi hamujacy wptyw
PUFA na ekspresje genu kinazy pirogronianowej L [40],
natomiast transkrypcje FAS redukuje jedynie czesciowo,
co Swiadczy o istotnym udziale SREBP-Ic w regulacji eks-
presji tego genu [36], Tak wiec stymulacja i supresja gendw
kodujacych kinaze pirogronianowg L i FAS przez glukoze i
PUFA odpowiednio, zalezy od skoordynowanego dziatania
ChREBP i SREBP-Ic [36].

Inny, zaproponowany przez Kawaguchi i wsp. [37] me-
chanizm wyjasniajacy hamujacy wptyw PUFA na funkcje
ChREBP, wskazuje na aktywacje kinazy AMPK jako klu-
czowego elementu w tym procesie. Model ten budzi jed-
nakze pewne kontrowersje. Kawaguchi i wsp. [37] zaob-
serwowali w hodowli hepatocytow, ze nasycone kwasy
ttuszczowe o krétkich, $rednich i dtugich tancuchach akty-
wuja kinaze AMPK, ktora to fosforylujgc reszte seryny w
pozycji 568, powodowata zmniejszenie zdolnos$ci wigzania
ChREBP z docelowa sekwencja. Jednak wcze$niej opisano,
ze jedynie PUFA sa w stanie hamowaé ekspresje genéw
glikolitycznych i lipogennych [5,41]. Ponadto, sama zdol-
no$¢ kwasow ttuszczowych do aktywowania AMPK budzi
pewne kontrowersje. Chociaz Suchankowa i wsp. [42] po-
kazali, ze PUFA sg zdolne do modulowania stopnia fosfo-
rylacji AMPK w watrobie szczuréw, to badania Dobrzyn i
wsp. [43] przeprowadzone na tkankach mysich, wykazaty,
ze PUFA nie aktywuja tej kinazy. Dodatkowo przeciwko
temu modelowi przemawiajg dosSwiadczenia na myszach
AMPKCcrR/' i AMPKa2_/~ Wykazano w nich, ze pomimo
braku aktywnosci AMPK, zdolno$¢ PUFA do zaburzania
procesu translokacji ChREBP z cytoplazmy do jadra hepa-
tocytow jest niezmieniona [36].

NFkB - CZYNNIK JADROWY kB

NFkB jest czynnikiem transkrypcyjnym odgrywajgcym
wazng role w stanach zapalnych regulujgc ekspresje ge-
noéw kodujacych rézne cytokiny (interleukina 1, interleuki-
na 2), chemokiny (interleukina 8, czynnik chemotaktyczny
monocytdw), czasteczki adhezyjne (ICAM, VCAM), czy
indukowalne enzymy efektorowe takie jak syntaza tlenku
azotu czy cyklooksygenaza 2 [44], Biatko to w formie nie-
aktywnej tworzy w cytoplazmie heterodimer z inhibitorem
I-kB. W odpowiedzi na bodziec pozakomorkowy inhibitor
jest fosforylowany przez kinaze I-kK, co jest sygnatem do
jego ubikwitylacji, a nastepnie degradacji. Odtgczenie I-kB
aktywuje NFkB iumozliwia jego translokacje z cytoplazmy
do jadra komo6rkowego, gdzie wigzac sie z DNA aktywuje
odpowiednie geny [9].

Proces translokacji NFkB do jadra komorkowego moze
by¢ regulowany zardwno pozytywnie jak i negatywnie
przez rézne PUFA. Badania przeprowadzone na hodow-
lach monocytéw cztowieka wykazaty, ze EPA blokuje
aktywno$¢ NFkB poprzez zmniejszenie degradacji inhi-
bitora I-kK [45]. Zostato to dodatkowo potwierdzone w
doswiadczeniu na myszach transgenicznych, ktore byty
zdolne do endogennej biosyntezy PUFA n-3 z n-6. Myszy
te byty chronione przed przewlektym procesem zapalnym
btony sluzowej odbytu ijelita grubego dzieki zmniejszonej
aktywnosci NFkB indukowanej przez kwasy tluszczowe
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[46], Ponadto ostanie doniesienia poréwnujace przeciw-
zapalne witasciwosci EPA i DHA w makrofagach THP-1
pokazuja, ze EPA jest silniejszym inhibitorem NFkB niz
DHA. Natomiast arachidonian i powstajacy z niego kwas
epoksyeikozatrienowy, nie blokujg aktywnos$ci i translo-
kacji tego czynnika. Co ciekawe 5-lipoksygenaza, enzym
biorgcy udziat w syntezie leukotriendw i kwasu 5-hy-
droksyeikozatetraenowego z arachidonianu, ulega trans-
lokacji do jadra komorkowego w asocjacji z NFkB [44].

TRATWY LIPIDOWE

Tratwy lipidowe to heterogenne regiony btony komor-
kowej bogate w cholesterol i sfingolipidy, ktére wybidrczo
wbudowujg biatka i determinujg oddziatywania biatko-
biatko i biatko-lipid [47], Oprécz warunkowania struktury
kaweoli czy regulacji procesow endocytozy i transcytozy,
tratwy funkcjonuja jako swoiste platformy dla ré6znych Scie-
zek sygnatowych. Zaobserwowano, ze wiele biatek zaanga-
zowanych w procesie przekazywania sygnatow, takich jak
biatka G, biatka z kotwicg GPI, kinazy z rodziny Src, kawe-
olina i Gap43, lokalizuje sie w obrebie tych sfingolipidowo-
cholesterolowych mikrodomen [5], Zmiany w strukturze
tratw lipidowych sg jednym z mechanizméw, poprzez ktore
lipidy wptywajg na ekspresje gendw.

Po pierwsze mirystylacja i palmitylacja kinaz Lek i Fyn
z rodziny Src warunkuje ich zakotwiczenie w omawianych
strukturach. Prawdopodobnie obecno$¢ grup acylowych
umozliwia asocjacje tych biatek ze sfingolipidami tratw [5].
Po drugie badania przeprowadzone in vitro i in vivo poka-
zuja, ze DHA moze modulowa¢ poziom fosfatydyloseryny
w tratwach [48]. Kwas ten promuje akumulacje tego fosfo-
lipidu stuzac jako preferowany substrat do jego biosyntezy.
Zgromadzenie fosfatydyloseryny po stronie cytoplazma-
tycznej mikrodomen utatwia translokacje i aktywacje se-
rynowo-treoninowej kinazy Akt, ktéra nastepnie, urucha-
miajac kaskady sygnatowe prowadzi do ekspresji genow
antyapoptycznych. Ciekawe wyniki uzyskano traktujac
komorki Jurkat (linia nowotworowa limfocytéw T) kwasem
arachidonowym i EPA [49], Zaobserwowano w nich spadek
ilosci kinaz Lek i Fyn z rodziny Src w tratwach lipidowych,
ktéry doprowadzit do redukcji kaskady sygnatowej zalez-
nej od wapnia i szlaku kinaz MAP. Sugerowano, ze efekt
ten moze by¢ wynikiem acylacji kinaz kwasami nienasyco-
nymi co uniemozliwito oddziatywanie z tratwami [5], Osta-
nie badania pokazaty, ze EPA zmienia sktad mikrodomen
poprzez zwigkszenie zawarto$ci nienasyconych kwasow
ttuszczowych [49].

Dodatkowo, coraz wiecej informacji pojawia sie na te-
mat kluczowej roli ceramidow w determinacji struktury i
wiasciwosci tratw lipidowych [47]. Promieniowanie UV,
promieniowanie gamma czy stymulacja komérek poprzez
immunoreceptory prowadzi do aktywacji kwasnej sfingo-
mielinazy, ktéra w obrebie tratw hydrolizuje sfingomieline
do ceramidu. Nastepnie, ze wzgledu na ich silnie hydrofo-
bowy charakter, zwigzki te asocjujg ze sobg, tworzac odreb-
ne ceramidowe domeny. Ich funkcjg jest stabilizacja struk-
tury tratw oraz grupowanie receptoréw, ktére umozliwia
im asocjacje z biatkami sygnatowymi. Tak wiec, domeny te
utatwiajg i nasilajg procesy sygnatowe [47].
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BIOAKTYWNE LIPIDY

Kwasy ttuszczowe sg prekursorami szerokiej gamy bio-
aktywnych lipidéw [50], W wyniku dziatania fosfolipazy A2
dochodzi do uwolnienia z bton komoérkowych wieloniena-
syconych kwasow ttuszczowych, ktore staja sie substrata-
mi w syntezie eikosanoidéw. Zwigzki te oprocz petnienia
funkcji aktywatoréw PPAR, wigzg sie z receptorami sprze-
zonymi z biatkami G, prowadzac do wzrostu wewnatrzko-
morkowego stezenia jondw wapnia i CAMP. To z kolei uru-
chamia kolejne kaskady sygnatowe (w tym kaskade kinaz
MAP) prowadzac do zmian w ekspresji gendw uczestniczga-
cych w procesie zapalnym [4].

Fosfatydyloinozytol jest prekursorem dwdch waznych
czasteczek sygnatowych: inozytolotrisfosforanu oraz dia-
cyloglicerolu. Inozytolotrisfosforan oddziatujac z kanatami
wapniowymi zlokalizowanymi w btonie siateczki $rédpla-
zmatycznej uwalnia jony wapnia, co z kolei aktywuje réz-
norodne szlaki sygnatowe. Natomiast diacyloglicerol akty-
wuje kinaze biatkowa C, ktdra fosforylujac docelowe biatka,
w tym czynniki transkypcyjne, prowadzi do okre$lonych
zmian w procesach komérkowych [4]. Ponadto aktywatora-
mi tej kinazy sg takze kwasy ttuszczowe, fosfatydyloseryna,
fosfatydyloinozytol i lizofosfolipidy [5].

Ceramidy nie tylko wptywajg na strukture tratw lipido-
wych, ale rédwniez petnig funkcje istotnych czasteczek sy-
gnatowych w regulacji cyklu komérkowego, ré6znicowania i
apoptozy [51]. W odpowiedzi na réznorodne czynniki stre-
sowe takie jak promieniowanie UV, szok cieplny, infekcje
wirusowe czy ligandy $mierci, dochodzi do zwiekszenia
poziomu ceramidéw, w wyniku hydrolizy sfingomieliny
lub syntezy de novo z L-seryny ipalmitoilo-CoA. Wykazano,
ze zwigzki te aktywujg catg game biatek sygnatowych takich
jak kinaza biatkowa C*, kinaza fosforylujagca N-koncowy re-
gion biatka c-Jun, kinaza I-kK, kinaza c-Raf-1, kinazy z ro-
dziny Src, fosfolipaza A2 mate biatka G Ras i Rac oraz fosfa-
tazy serynowo-treoninowe 1 i 2A indukowane ceramidem,
prowadzac do zahamowania podziatéw i indukcji $mierci
komarki [52], Liczne badania pokazuja, ze ceramidy hamuja
insulinozalezng translokacje GLUT 4 z cytoplazmy do btony
komorkowej, prowadzac do insulinoopornosci a w konse-
kwencji do rozwoju petnoobjawowej cukrzycy [53]. Ten ha-

Metabolizm PPAR R6znicowanie i
lipidy, cholesterol, NFkB wzrost komorki
biatka, weglowodany COX, LOX

PPAR

SREBP

PKC Huszczowe Rafty lipidowe

HNF-4a

LXRa I

Stan zapa}lny ) PPAR kinazy Lek i Fyn
czgsteczki adhezyjne, NFKB kinaza Akt
cytokiny zapalne, COX, LOX biatka G

eikosanoidy

Rycina 3. Schemat ilustrujacy udziat dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych
w regulacji réznych proceséw komérkowych, w wyniku modulacji wzoru eks-
presji genéw. PPAR —receptory aktywowane przez czynniki proliferacji perok-
sysomoéw; SREBP —biatko wiagzace sterolowy element regulatorowy; PKC —ki-
naza biatkowa C; HNF-4a —czynnik jadrowy 4a; LXRa- watrobowy receptor
X a; NFtcb —jadrowy czynnik kB; COX —cyklooksygenaza; LOX — lipooksy-
genaza.
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mujacy efekt wynika z inaktywacji kinazy Akt, ktéra odgry-
wa kluczowa role w szlaku insulinowym. Aktywna forma
kinazy Akt jest ufosforylowana w pozycji Thr-308 i Ser-473.
Ceramidy aktywujac fosfataze 2A prowadza do defosfory-
lacji tych miejsc na kinazie Akt. Jednocze$nie kinaza biatko-
wa fosforylujac reszte Thr-34 zlokalizowang w domenie
PH blokuje translokacje kinazy Akt do btony komdrkowej,
cojestniezbedne do jej aktywacji. Dodatkowo w zaleznej od
ceramidow indukcji insulinoopornosci, biorg udziat kinazy
INK i I-kK, ktore aktywujgc czynniki transkrypcyjne c-Jun i
NFkB, indukuja ekspresje gendéw proapoptycznych prowa-
dzac do Smierci komorek p-trzustki [53]. Warto wspomniec,
ze oprécz ceramidow takze inne sfingolipidy tj. fosforan
sfingozyny, glukozyloceramid, dihydroceramid czy lizos-
fingomielina, sg zwigzkami biologicznie czynnymi [51],

PODSUMOWANIE

W wyniku szeroko zakrojonych badan, prowadzonych
od wielu lat, stato sie jasne, ze kwasy ttuszczowe to nie
tylko bogate Zrédto energii i sktadnikéw budulcowych,
ale takze aktywne biologicznie zwigzki regulujace rézno-
rodne funkcje komorki poprzez zmiane ekspresji gendw.
Jak przedstawiono w obecnej pracy, regulacja ta jest bar-
dzo ztozona i ciggle w wielu ptaszczyznach stabo pozna-
na. Wptyw jaki wywierajg kwasy ttuszczowe zalezy od
dtugosci ich tancucha weglowego, stopnia utlenienia i
formy metabolicznej. Moga one bezposrednio regulowac
ekspresje genéw wpiywajac na aktywnosé receptoréw ja-
drowych takich jak PPAR, LXR i HNF-4a czy czynnikéw
transkrypcyjnych SREBP, ChREBP i NFkB, lub dziata¢ w
sposéb posredni, poprzez generowanie szerokiej puli bio-
aktywnych lipidéw oraz aktywacje réznorodnych kaskad
sygnatowych. Dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe regu-
lujg transkrypcje genéw zaangazowanych w takie procesy
jak wewnatrzkomorkowy metabolizm cukrow i lipidow,
stan zapalny oraz wzrost i r6znicowanie komérek (Ryc. 3).
Wiele badan wskazuje na to, ze nieprawidtowos$ci w meta-
bolizmie kwaséw ttuszczowych sg jedng z gtéwnych przy-
czyn wystepowania niektérych nowotworow oraz choréb
metabolicznych takich jak cukrzyca typu 2, nadci$nienie
tetnicze, niedokrwienna choroba serca. Poznanie szczegd-
towego mechanizmu regulacji ekspresji genéw przez kwa-
sy ttuszczowe budzi nadzieje na stworzenie nowych stra-
tegii terapeutycznych pozwalajacych na skuteczng walke i
zapobieganie w/w chorobom.
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ABSTRACT

Besides of their role as important energy source and membrane component, long chain fatty acids also act as bioactive lipids involved in the
regulation of such processes like cell proliferation and differentiation, protein acylation and sorting, inflammation, activation of enzymes
and membrane receptors, and regulation of intracellular metabolism. One of the mechanisms by which fatty acids affect so many various
biological processes is regulation of the gene transcription. Depending on the number of double bonds and carbon chain length, fatty acids
may inhibit or activate expression of defined genes through either direct regulation of activity of nuclear receptors including PPAR, LXR and
HNF-4a or transcription factors mainly SREBP, ChREBP and NFkB; or indirectly, through physicochemical changes in membrane properties
and activation of signal transduction pathways. In this paper we review the current understanding of the mechanisms by which fatty acids
regulate gene expression and discuss their role in the pathogenesis of metabolic disorders.
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Struktura i funkcjonowanie
rybosomu eukariotycznego

STRESZCZENIE

roces biosyntezy biatka jest bardzo skomplikowany i do dzi$ nie jest w petni poznany.

Najlepiej poznano mechanizm translacji zachodzgacy w organizmach prokariotycznych.
Ze wzgledu na mniejsze rozmiary oraz mniej skomplikowang budowe rybosomoéw prokario-
tycznych 70S badania na tym uktadzie s bardziej zaawansowane. Rybosomy eukariotyczne
80S sg bardziej ztozone i stwarzajg wiecej trudnosci w trakcie badan. Dotychczas okre$lono
morfologie rybosomu 80S i uzyskuje sie coraz wiecej informacji o mechanizmie funkcjono-
wania. Nadal wielkim wyzwaniem pozostaje zbadanie oddziatywan rybosomu z czynnikami
biorgcymi udziat w biosyntezie biatka oraz okreslenie dynamicznych zmian tych oddziaty-
wan podczas poszczegdlnych etapéw translacji. Zmiany strukturalne rybosomu maja zasad-
nicze znaczenie funkcjonalne i regulatorowe podczas biosyntezy biatka. Sa one istotne dla
catego kompleksu zagadnien ekspresji genu. Jedynie dzigki dalszym badaniom nad struktu-
ra i funkcjonowaniem rybosoméw mozemy zblizy¢ sie do poznania specyfiki mechanizmu
dziatania rybosoméw eukariotycznych. W artykule tym przedstawiamy obecnie panujace
poglady na temat struktury oraz funkcjonowania rybosomdéw eukariotycznych.

WPROWADZENIE

Rybosomy sg makrokomplesami biatkowo-nukleinowymi, ktérych zasadni-
czg funkcjg jest odszyfrowanie informacji genetycznej zakodowanej w mRNA
oraz synteza polipeptydéow. Rybosomy wystepujg w cytoplazmie komorek
wszystkich organizméw zywych zaréwno prokariotycznych, jak i eukariotycz-
nych, a takze w organellach pétautonomicznych — chloroplastach i mitochon-
driach. Struktura i funkcja rybosomow byta intensywnie badana w ciggu ostat-
nich kilkudziesieciu lat, czego ukoronowaniem jest przedstawienie krysztatow
podjednostek 50S [1] i 30S [2], rybosomu prokariotycznego 70S z rozdzielczoscig
2.4-5.5 A [3-6], a takze struktury rybosomu eukariotycznego, w zasadniczym
stopniu ustalonej technika mikroskopii krioelektronowej przy rozdzielczos$ci
12-25 A [7-11].

Kazdy rybosom jest zbudowany z dwdch réznej wielkosci podjednostek, na
ktore sktadajg sie rybosomalne kwasy nukleinowe (rRNA) oraz biatka. Stwier-
dzono, ze u bakterii 2/3 masy rybosomu stanowig rRNA, a 1/3 — biatka [1].
Podjednostka 50S rybosomu E. coli zawiera dwie czasteczki RNA, 23SrRNA i5S
rRNA oraz 33 biatka, natomiast podjednostka 30S zbudowana jest z 16S rRNA
i 21 r6znych biatek [4]. W rybosomach eukariotycznych 80S istnieje dodatkowa
czasteczka — 5.8S rRNA oraz 20-30 dodatkowych biatek, natomiast rRNA sg
znacznie dtuzsze dzieki obecnosci tzw. sekwencji wstawionych (ES, ang. expan-
sion segments). Pomimo tych réznic, obserwuje sie wysoka zgodno$¢ regionow
odpowiadajgcych wspélnemu rdzeniowi rybosoméw 70S i 80S.

STRUKTURA RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

Mimo iz rybosomy 80S sg bardziej skomplikowane zaré6wno pod wzgledem
strukturalnym jak i funkcjonalnym od prokariotycznych, poznano struktury
rybosomoéw cytoplazmatycznych kilku organizmoéw eukariotycznych: drozdzy
(Sacharomyces cerevisiae) [11], szczura (Rattus noruegicus) [8], krélika (Oryctolagus
cuniculus) [7], $widrowca Trypanosoma cruzi [9], grzyba Thermomyces lanugino-
sus [12], glonu Chlamydomonas reinhardtii [13] oraz rybosomoéw izolowanych z
linii komoérkowych Hela [14] (Rye. 1A-B). Struktury te rozwigzano metodg mi-
kroskopii krioelektronowej, przy rozdzielczosci od 35 A do 12 A. Mikroskopia
krioelektronowa (cryo-EM, ang. cryo-electron microscopy) jest atrakcyjng metoda
badania struktury rybosoméw ze wzgledu na mniejszg ilos¢ homogennego ma-
teriatu niezbednego do analizy w poréwnaniu z iloscig potrzebng do uzyskania
krysztatu. Na podstawie map uzyskanych dzieki mikroskopii krioelektronowej
stworzony zostat niepetny model rybosomalnych podjednostek eukariotycznych
40S (kod 1S1H) i 60S (1S1l) [15,16], Za pomocg metod biochemicznych uzyskano
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Rycina 1. Struktura rybosomu prokariotycznego 70S i eukariotycznego 80S z czasteczkg tRNA przytaczong w miejscu P. A —struktura rybosomu 70S £. coli [26], kolo-
rem z6ttym oznaczono podjednostke 30S, niebieskim — podjednostke 50S; B — struktura rybosomu 80S S. cermisiae [11], kolorem zéttym oznaczono podjednostke 40S,
niebieskim —podjednostke 60S; C —struktura podjednostki 30S E. coli [26]; D —struktura podjednostki 40S S. cereuisiae [11]; E — struktura podjednostki 50S E. coli [26];

F —struktura podjednostki 60S S. cerevisiae [11].

informacje na temat dynamicznych zmian konformacji i
mechanizmu funkcjonowania rybosoméw eukariotycznych
[17-24],

STRUKTURA MALEJ PODJEDNOSTKI
RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

W obrebie matej podjednostki 40S (Ryc. ID) wyrdznio-
no wierzchotek (ang. head), ktéry potaczony jest z podsta-
wg (ang. body) przez przewezenie (ang. neck) w poblizu
platformy (ang. platform). Po prawej stronie podstawy
znajduje sie niewielkie ramie (ang. shoulder), pozostajace
w bliskim kontakcie z wierzchotkiem podjednostki, two-
rzgc szczeling miedzy tymi elementami. Nad ramieniem
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obserwowany jest dziéb (ang. beak). U dotu podstawy
znajduje sie stopa (ang. foot) wyraznie rozdzielona na
dwie czeSci: prawg i lewg [11]. Z tego wzgledu w pod-
jednostce 40S nie obserwowano dodatkowo wystajgcej
helisy RNA, nazwanej ostroga (ang. spur), wystepujacej
w lewej dolnej czesci podstawy podjednostki 30S (Ryc.
1C) [2,25],

Poza wspélnym rdzeniem strukturalnym, ktory jest za-
chowany w ewolucji zaréwno u pro-, jak i eukariota, za-
uwazy¢ mozna interesujace réznice miedzy podjednostka
40S a 30S. Zmiany sg bardzo wazne pod wzgledem funkcjo-
nalnym i dotyczg zar6bwno rRNA, jak i biatek.
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ES6

ES9

ES10

Rycina 2. Struktura |Il-rzedowa 18 rRNA Glycine max ([56], numer X02623).
Zaznaczono poszczegdlne helisy (liczby 1-45) oraz sekwencje wstawione (ES2-
ES12).

rRNA matej podjednostki rybosomalnej

18SrRNA organizmow eukariotycznych jest dtuzszy niz
16S rRNA Prokaryota o kilkaset nukleotydéw. Dla przy-
ktadu, 16S rRNA E. coli ma dtugos$¢ 1542 nt [26], 18S rRNA
S. cereoisiae — 1798 nt [11], a 18S rRNA T. cruzi — 2315 nt
[9]. Jest to zwigzane z obecnoscig dodatkowych sekwencji
rRNA w podjednostkach 40S, zwanych sekwencjami wsta-
wionymi (ES, Ryc. 2). Najwieksza sekwencja wstawiona,
ES6, ktdrg znaleziong we wszystkich rybosomach eukario-
tycznych, wystepuje w helisie h21, po zewnetrznej stronie
podstawy podjednostki. Dtugos$¢ ES6 jest zr6znicowana u
réoznych organizméw i wynosi od 170 do 504 nt. ES6 ma
ksztatt dwoch nieregularnych helis (Ryc. 2). Mniejsza z
nich jest réwnolegta do h21. Dtuzsza skierowana jest do
dotu podjednostki i tworzy wraz z ES3 lewg stope, charak-
terystyczng wytgcznie dla organizmow eukariotycznych
(por. Ryc. 1). Sekwencja wstawiona ES3 ma 120 nukleoty-
déw dtugosci i zlokalizowana jest w h9 [7,9,14], natomiast
ES2 (okoto 20 nt) wystepuje w miejscu potgczenia helis h7
i h8. W 18S rRNA T. cruzi wykazano obecnos$¢ sekwencji
wstawionej ES7 (147 nt) w h26 [9]. ES7, w potaczeniu z
fragmentem ES6, tworzy u T. cruzi strukture nazwang
wiezyczka (ang. turret) po bocznej stronie matej podjed-
nostki. Wiezyczka jest zakonczona ostrg spiralg nazwa-
ng iglicg (ang. spire) i bierze udziat w tworzeniu kontak-
tu RNA-RNA z podjednostkg 60S. W helisach h39 i h4l
stwierdzono wystepowanie krotkich (okoto 20 nt) sekwen-
cji wstawionych ES9 i ES10 [7,9], ktérych obecnos$¢ wptywa
na strukture wierzchotka podjednostki 40S. W obrebie h44
wystepuje sekwencja wstawiona ES12, co ma swoje od-
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zwierciedlenie w dtugosci h44, wynoszacej 103 nt u E. coli,
113 nt u T. cruzi oraz 129 nt u S. cerevisiae.

Najwieksze roznice strukturalne pomiedzy 30S i 40S wi-
doczne sg w trzech regionach podjednostki: w obrebie ra-
mienia, dziobu oraz podstawy (Ryc. 1 C-D). W uformowa-
niu ramienia biorg udziat helisy hl6 i h17. W podjednostce
30S hl6 jest bardziej zwinieta, a h17 biegnie rédwnolegle w
stosunku do dtugiej osi podjednostki ku dotowi podstawy
[1,26]. W podjednostce S. cerevisiae i u ssakow hl6 jest ob-
récona w kierunku boku podjednostki i wystaje ponad po-
wierzchnie rybosomu [11], a h17 jest krotsza i mniej wiecej
w potowie nastepuje jej ostry zwrot. Te réznice miedzy pod-
jednostkami 30S i 40S w obrebie ramienia moga odgrywac
wazng role w odmiennym mechanizmie inicjacji translacji
u organizmow pro- i eukariotycznych [27]. Zasadnicze réz-
nice miedzy matg podjednostkg prokariotyczng i eukario-
tyczng stanowi réwniez pozycja i ksztatt dziobu, ktory jest
uformowany przez h33 (Ryc. 1 C-D). Helisa h33 jest dtuzsza
w 18S rRNA niz w 16S rRNA, przez co caty dzidb jest wy-
dtuzony [11], Réznice pomiedzy 30S i 40S widoczne sg row-
niez w ulokowaniu dolnej czesci podstawy. W przypadku
eukariotycznych rybosomow jest ona przesunieta w strone
ramienia.

Biatka matej podjednostki rybosomalnej

W matej podjednostce rybosomu drozdzowego znalezio-
no trzydziesci dwa biatka (S0-S31) [11], z czego pietnascie
posiada swoje homologi w rybosomie bakteryjnym. Poza
biatkami, ktore posiadajg swoje prokariotyczne odpowied-
niki, w strukturze rybosomu S. cerevisiae zidentyfikowa-
no osiem regionow, w ktérych wystepujg dodatkowe, nie
scharakteryzowane dotychczas biatka. Wiekszos¢ z nich
potozona jest po zewnetrznej stronie podjednostki (Ryc. 3).
Dwa zgrupowania biatek umieszczone sg w rejonie wierz-
chotka oraz wchodzg w sktad dzioba (oznaczone jako 1 i
2 na Ryc. 3). Kolejne klastry biatek znajdujg sie: w goérnej
czesci platformy, w rejonie otaczajgcym biatko S14 (ozna-
czony jako 3 na Ryc. 3), w rejonie otaczajacym biatko SOA
w miejscu, gdzie w rybosomach prokariotycznych znajduje
sie biatko S16 (oznaczony jako 4 na Ryc. 3) oraz po stronie
oddziatywania podjednostek, na dole prawej i lewej stopy
(oznaczone jako 5 i 6 na Ryc. 3). Klaster biatek zlokalizowa-
ny w obrebie lewej stopy ma podobng pozycje jak proka-
riotyczne biatko S20, dla ktérego nie znaleziono homologu
eukariotycznego.

Ostatnio zidentyfikowano dodatkowe biatko wystepuja-
ce jedynie na rybosomie eukariotycznym, nazwane RACK1
(ang. receptorfor activated C kitiase) [12]. Jest ono obecne we
wszystkich poznanych dotad strukturach cryo-EM ryboso-
mow eukariotycznych istuzy jako rusztowanie dla szerokiej
gamy kinaz i receptoréw zwigzanych z btonami komoérko-
wymi. Przypuszcza sie, ze peini funkcje podczas regulacji
inicjacji translacji.

Rola, jaka odgrywajg biatka rybosomalne matej podjed-
nostki zostata poznana jedynie dla kilku czasteczek (Tabe-
la 1). Wiadomo, ze niektdre z nich petnig funkcje podczas
sktadania podjednostek, natomiast ich udziat w funkcjo-
nowaniu dojrzatego rybosomu nie jest znany. Przypuszcza
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Rycina 3. Potozenie biatek w matej podjednostce rybosomu drozdzy [11]. A —widok od strony od-
dziatywania podjednostek; B —widok od strony zewnetrznej. Biatka homologiczne z biatkami Pro-
karyota oznaczono nazwami (SOA-S29b). Biatka, dla ktdrych nie znane sa homologi prokariotyczne
oznaczono kolorem turkusowym icyframi 1-6.

Rycina 4. Struktura I1-rzedowa 26S rRNA Oryza sativa ([56], numer M16845). Zaznaczono poszczegdl-
ne helisy (liczby 1-101) oraz sekwencje wstawione (ES3-ES39).

sie, ze biatka te odgrywaja role w utrzymywaniu stabilno-

w transporcie 18S rRNA podczas procesu jego
dojrzewania.

STRUKTURA DUZEJ PODJEDNOSTKI
RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

Duza podjednostka sktada sie z czterech
podstawowych elementéw (Ryc. 1E-F): pod-
stawy (ang. body), stanowigcej dolng czes¢
podjednostki oraz trzech wypuktosci w gor-
nej czesci, opisywanych jako: (1) wypuktosé
centralna (ang. central protuberance), (2) boczna
wypukto$¢ biatka L1 (ang. LI protuberance) i (3)
boczna wypuktos¢ zwana kciukiem (ang. stalk)
lub stupkiem biatek P. Stupek kwasnych bia-
tek P jest odpowiednikiem wypuktos$ci L7/L12
znajdowanej u organizméw prokariotycznych,
ajego nazwa pochodzi od stwierdzonej in vivo
fosforylacyjnej modyfikacji w obrebie C-konca
znajdujacych sie tam biatek [20]. W dolnej cze-
$ci 60S po jej zewnetrznej stronie istnieje jedy-
ny niesfatdowany fragment podjednostki. Jest
to tzw. ptaska powierzchnia rybosomu (FRS,
ang. fiat ribosomal surface), ktéra praktycznie
nie istnieje w rybosomie prokariotycznym, a
ktéra stuzy do dokowania w siateczce $rod-
plazmatycznej [8],

rRNA duzej podjednostki rybosomalnej

Na cze$¢ rybonukleinowa duzej podjed-
nostki 60S S. cerevisiae sktadajg sie: 25S rRNA
(3392 nt), 5S rRNA (121 nt) oraz 5.8S rRNA
(158 nt), ktory jest homologiczny do czesci
5' prokariotycznego 23S rRNA [11,29]. Dtu-
gos¢ rRNA duzej podjednostki rybosomu
jest uwarunkowana obecnos$cig charakte-
rystycznych tylko dla Eukaryota sekwencji
wstawionych (Ryc. 4). W obrebie helis H9,
H18 i H19 zauwazono 60 dodatkowych nu-
kleotydow (sekwencje wstawione ES3, ES4 i
ES5). Kilka sekwencji wstawionych tworzy
wypuktos¢ pod stupkiem biatek P (por. Ryc.
1E-F). Sa to: ES7 w helisie H25 o dtugosci od
400 do 760 nt; ES15 o dtugosci okoto 100 nt
w helisie H45 oraz dwie mniejsze sekwencje
wstawione, ES9 i ES12, ulokowane z tytu cen-

§ci rybosomu [28]. Biatko SO bierze udziat w przytgczaniu tralnej wypuktosci. ES9 w helisie H34 ma dtugos¢ okoto
czynnika inicjacyjnego translacji elF3 do matej podjednostki 30-50 nt. ES12 wystepuje w H38, ma 90 nukleotydéw dtu-
rybosomalnej; biatka S2, S9 i S28 sa wazne dla utrzymywa- gosci w przypadku rybosomoéw szczura [8], a jej apikalna
nia doktadnos$ci i wiernoSci procesu translacji; natomiast petla oddziatuje z biatkiem wigzagcym 55 RNA (L15) w

biatka SIO, S26, S3, SO, S15 i S2 bezposrednio uczestnicza obrebie sekwencji specyficznej w tym biatku jedynie dla

Tabela 1. Rybosomalne biatka matej podjednostki o znanych funkcjach [79,80].

Biatko rybosomalne  Proponowana funkcja

Eukaryota [11].
Duze dodatkowe
sekwencje obser-
wowano w heli-

Sl niespecyficzne wigzanie mRNA sach: H63 (ES27,
S3, S4, S5 tworzenie czesci tunelu wejscia mRNA, mozliwe dziatanie jako helikaza mMRNA okoto 560 m) Hos
S4 utrzymywanie wiernosci translacji (ES39 - Ok' 200
S7,Sil wigzanie mMRNA i tRNA w rybosomalnym miejscu E dodatkowych nt)
S9, S13 oddziatywania z tRNA w miejscu P oraz H79 (ES31
S12 odczytywanie drugiej i trzeciej pozycji kodonu tRNA w miejscu A okoto 65 nt)
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Rycina 5. Struktura 5S rRNA duzej podjednostki rybosomalnej H. marismortui [30]: A —struktura I11-rzedowa 5S rRNA w krysztale podjednostki 50S wraz z oddziatuja-
cymi biatkami; B —struktura I1-rzedowa 5S rRNA; zaznaczono poszczegdlne helisy oraz petle.

Mniejsze sekwencje wstawione, dtugosci okoto 30-50 nu-
kleotydéw, zidentyfikowano w obrebie hetis: H52 (ES19),
H54 (ES20 i ES26), H59 (ES24), H78 (ES30) oraz H101
(ES41) [10,11,14].

Najmniejszym komponentem rRNA duzej podjednostki,
obecnym we wszystkich rybosomach, jest 5S rRNA (Ryc. 5).
Jest to czgsteczka o dtugosci okoto 120 nukleotyddéw i masie
ok. 40 kDa [30]. W przypadku bakterii czgsteczka 5S rRNA
wraz z biatkami L5, L18 i L25 tworzy centralng wypuktosé
duzej podjednostki rybosomalnej. Funkcje, ktére petni cza-
steczka 5S rRNA w rybosomie zaréwno pro-, jak i eukario-
tycznym, pozostaje nadal niewyjasniona [31,32], jednakze
sugeruje sie, ze w rybosomach 70S moze ona dziata¢ jako
przekaznik sygnatu pomiedzy centrum peptydylotransfera-
zowym rybosomu a domeng Il L-rRNA, odpowiedzialng za
proces transportu [33], Inne proponowane funkcje 5S rRNA
miatyby polega¢ na utrzymywaniu stabilnosci duzej pod-
jednostki rybosomalnej [34] oraz, poprzez oddziatywania
5S rRNA z helisami H42, H39 i H89, wptywaniu na struktu-
re miejsc wigzania czynnikéw elongacyjnych w 60S [35].

Postepy Biochemii 54 (3) 2008

Struktura 5S rRNA jest wysoce zachowawcza u wszyst-
kich znanych organizmoéw [36-39], Sktada sie na nig pie¢ re-
gionéw dwuniciowych: (helisy H I —H V), dwie apikalne
petle (C, E), dwie petle wewnetrzne (B, D) oraz region za-
wiasowy (A) [30]. Najbardziej znaczace réznice miedzy 5S
rRNA pochodzacym z Eubakterii i Archebakterii lub Euka-
ryota wystepuja w obrebie petli wewnetrznej E. W przypad-
ku Eubakterii obie nici tworzace petle sg tej samej dtugosci.
Natomiast u Eukaryota i Archebakterii w obrebie nici od
strony 5' wystepuje dodatkowy nukleotyd. Taka asymetria
prowadzi do jednonukleotydowgo wybrzuszenia. Helisa H
I 5S rRNA stanowi miejsce wigzania biatek rybosomalnych
i czynnika tranksrypcyjnego A (TFIHA).

Biatka duzej podjednostki rybosomalnej

W strukturze duzej podjednostki rybosomalnej 60S S. ce-
revisiae znaleziono 45 biatek, z czego 28 posiada swoje ho-
mologi w organizmach prokariotycznych, a 19 jest zacho-
wanych ewolucyjnie we wszystkich trzech krdlestwach or-
ganizmow zywych (Ryc. 6). Poza biatkami, ktére posiadaja
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Rycina 6. Potozenie biatek w duzej podjednostce rybosomu drozdzowego [11], A —widok od strony oddziatywania podjednostek; B —widok od strony zewnetrznej.
Biatka homologiczne z biatkami Prokaryota oznaczono nazwami (L1-L43). Biatka, dla ktérych nie znane sg homologi prokariotyczne oznaczono kolorem zéttym i cyframi

1-12

swoje prokariotyczne odpowiedniki, w strukturze ryboso-
mu S. cereuisiae zidentyfikowano dwanascie regionéw za-
wierajacych dodatkowe, niescharakteryzowane dotychczas
biatka [11]. Duze zgrupowanie biatek wchodzace w skitad
rozciggnietego stupka zostato zidentyfikowane jako kom-
pleks PO/P1/P2 (oznaczone jako 12 na Ryc. 6), odpowied-
nik bakteryjnego kompleksu L10(L7/L12)4[19,20,40-42], Co
interesujace, stupek biatek P posiada boczny ptat, ktory ulo-
kowany jest w bliskiej odlegto$ci od N-koncowej domeny
biatka L12. Doktadnie w tej pozycji wystepujg w rybosomie
eukariotycznym oddziatywania z czynnikiem elongacyj-
nym eEF2. Oddziatywania takie nigdy nie byty obserwo-
wane w przypadku kompleksu 70S/EF-G E. coli (czynnik
elongacyjny EF-G spetnia takg samg funkcje u Prokaryota,
jak czynnik elongacyjny eEF2 u Eukaryota).

Po zewnetrznej stronie podjednostki 60S rowniez zidenty-
fikowano dodatkowe grupy nieznanych biatek. Znajduja sie
one w bliskim sagsiedztwie biatek L9 i L16 (oznaczone jako 1
na Ryc. 6), ponizej biatka L18 (oznaczone jako 7 na Ryc. 6) oraz
ponizej L21 (oznaczone jako 8 na Ryc. 6). Natomiast po stro-
nie oddziatywania podjednostek niescharakteryzowane biatka
eukariotyczne wystepuja w nastepujacych regionach: ponizej
biatka L2 (oznaczone jako 2 na Ryc. 6), w niedalekiej odlegtosci
od L8, ponizej LI (oznaczone jako 3 na Ryc. 6), ponizej LIl w
poblizu L42 (oznaczone jako 9 na Ryc. 6) oraz powyzej biatka

Tabela 2. Rybosomalne biatka duzej podjednostki o znanych funkcjach [79,80].

Biatko rybosomalne  Proponowana funkcja

L 10 (oznaczone jako 11 na Ryc. 6). Ponadto, w obrebie podsta-
wy podjednostki 60S, w regionie otaczajgcym biatko L19, znaj-
dujg sie dwa dodatkowe klastry biatek charakterystycznych
tylko dla Eukaryota (oznaczone jako 5i 6 na Ryc. 6)

Ostatnio zidentyfikowano nowe biatko wystepujace je-
dynie w duzej podjednostce rybosomoéw eukariotycznych,
nazwane PS1D [43], Wykazano, ze biatko to powszechnie
wystepuje w rybosomach ssaczych, jednak nie obserwowano
homologicznego biatka w przypadku S. cereuisiae czy Caeno-
rhabditis elegans. Na tej podstawie wnioskuje sie, ze ryboso-
malne biatko PS1D jest charakterystyczne jedynie dla wyz-
szych organizmow eukariotycznych.

Podobnie jak w przypadku matej podjednostki ryboso-
malnej, doktadng role biatek poznano jedynie w kilku przy-
padkach (Tabela 2). Biatka L1 oraz L16/L27 petnig funkcje
w uwalnianiu i wigzaniu czgsteczki tRNA do rybosomu
[28]. Biatka L4 i L22 biorg udziat w tworzeniu $cian tunelu
wejscia mMRNA. Ponadto, sugeruje sie oddziatywanie L22
z nowo utworzonym tancuchem peptydowym i regulacje
syntezy poszczegdlnych biatek, a takze wptyw L9 na stabil-
nos$¢ czasteczki tRNA oraz translokacje mRNA.

ODDZIALYWANIA POMIEDZY PODJEDNOSTKAMI
RYBOSOMU EUKARIOTYCZNEGO

Dla prawidto-
wego dziatania ry-
bosomu, niezbed-
na jest komunika-
cja miedzy matg i
duza podjednost-
ka. Dla przykitadu,

L5 oddziatywanie z tRNA w miejscu P oraz 5SrRNA

L9 wptyw na efektywnos$¢ biosyntezy biatka

LIl sugerowany udziat w procesie translokacji

L16 (LIOe) prawidtowe umiejscowienie domeny akceptorowej tRNA w miejscu A oraz P;

oddziatywanie z czynnikiem odzyskujagcym rybosomu (RRF, ang. ribosotne recyclingfactor)

L4/L22 regulacja translacji poprzez oddziatywanie z nowo zsyntetyzowanym polipeptydem
L23/L24 obecne w tunelu wyjscia polipeptydu

L27 oddziatywanie z domeng akceptorowg tRNA w miejscu P oraz z RRF

L29 ulokowane w sasiedztwie tunelu wyjscia polipeptydu; sugeruje sie udziat w
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tworzeniu miejsca wigzania czasteczki SRP (SRP, ang. signal recognition particie)

sygnaly z centrum
dekodujacego ma-
fej podjednostki do
centrum peptydy-
lotransferazowe-
go duzej podjed-
nostki moga by¢
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przekazywane przez Ugandy, ktére oddziatujg z obydwo-
ma regionami (np. poprzez czasteczki tRNA) lub poprzez
specyficzne oddziatywania miedzy podjednostkami, zwane
mostkami. Zaré6wno w rybosomach pro-, jak i eukariotycz-
nych istniejg trzy rodzaje tego typu oddziatywan: RNA-
RNA, RNA-biatko oraz biatko-biatko. Tak w rybosomach
70S T. thermophilus [3], jak i 80S S. cerevisiae [11] zaobserwo-
wano, ze kontakty RNA-RNA z reguty obejmuja oddziaty-
wania matych bruzd dwoch helis RNA, jednak zauwazono
réwniez wystepowanie oddziatywan miedzy duzymi bruz-
dami, petlami oraz szkieletem dwdch czasteczek RNA.

W strukturze rybosomu S. cerevisiae uwidoczniono
wszystkie mostki, ktdre majg swoje bakteryjne odpowied-
niki (B1-B7) oraz nowe mostki charakterystyczne dla rybo-
soméw eukariotycznych (eB8-eBl) [11]. Wiekszo$¢ z tych
mostkow, to oddziatywania miedzy rRNA matej i duzej
podjednostki, jednak znaleziono tez oddziatywania RNA-
biatko oraz jeden mostek biatko-biatko.

Dwa mostki, Bla i Bib, t3czg wierzchotek podjednostki
40S z centralng wypuktoscig 60S [11], W przypadku Bla
wystepuje rédznica miedzy elementami tworzacymi ten
mostek u Pro- i Eukaryota. W rybosomie 70S biatkowym
komponentem tego mostka jest S13, natomiast w 80S —
biatko S19. R6znica ta ma swoje uzasadnienie, gdyz biat-
ko S13 wystepuje w innej pozycji w rybosomach pro- i eu-
kariotycznych. Mostek Bib to jedyny mostek utworzony
wytacznie przez oddziatywanie biatek rybosomalnych.
Sa to biatka: S18 matej podjednostki i LIl duzej podjed-
nostki.

Wiekszos¢ mostkow tgczacych 60S z podstawg iplatfor-
ma podjednostki 40S lezy w przyblizeniu wzdtuz trzech
rownolegtych linii [11], Mostki lezace na linii najblizej
ramienia 40S lub stupka biatek P 60S, to: B2a, B3, B5a,
B5h, eB10 i eBIl (Ryc. 7). Mostki B2a, B3 i B5b utworzone
sg przez oddziatywania miedzy matymi bruzdami helisy
h44 18S rRNA a helisami, odpowiednio: H69, H71 i H62
25S rRNA. Mostek B5a powstat dzieki oddziatywaniom
pomiedzy h44 18S rRNA ibiatkiem L23 podjednostki 60S.
Nieco ponizej znajduje sie mostek B7 (oddziatywania h44

B2a
B3/5a
B6
B5b
B7

eB10
eB11

Rycina 7. Umiejscowienie mostkéw miedzy podjednostkami 40S i 60S w rybosomie 80S S. cerevisiae [11], Mata pod-
jednostka 40S (A) oraz duza podjednostka 60S (B) ukazane zostaty od strony oddziatywania podjednostek. Mostki
miedzy podjednostkami oznaczono kolorem czerwonym. Mostki wystepujace u Prokaryota oznaczono B1-B7, do-

datkowe mostki wystepujace jedynie u Eukaryota oznaczono eB8-eBll.
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18S rRNA z biatkiem L24 podjednostki 60S). Mostek B7
w rybosomie 70S (gdzie nazwano go mostkiem B6) jest
tworzony przez biatko L19 ze wzgledu na fakt, ze biatko
L24 nie posiada homologu w 70S [3].

Kierujgc sie w dét hipotetycznej linii tgczacej mostki,
znajdujemy mostki eB10 ieBIl (Ryc. 7), ktore sa najsilniej-
szymi oddziatywaniami w rybosomie S. cerevisiae. eB10,
utworzony jest przez oddziatywanie RNA-RNA pomig-
dzy hll 18S rRNA i H65 25S rRNA. Sugeruje sie rOwniez
udziat nieznanego u Prokaryota biatka w tworzeniu tego
mostka, co ttumaczytoby dlaczego oddziatywanie to jest
obserwowane tylko u organizmow eukariotycznych [11].
eBIl jest utworzony przez oddziatywania miedzy h9 18S
rRNA i sekwencjg wstawiong ES 41 w helisie H101 25S
rRNA. Réwniez w tym mostku bierze udziat biatko spe-
cyficzne tylko dla Eukaryota [11].

Mostki B2b, B2c oraz B4 lezg wzdtuz Srodkowej linii wy-
znaczajacej utozenie mostkéw w rybosomie 80S (Ryc. 7).
W tworzeniu mostka B2b biorg udziat helisy h24 oraz h45
18SrRNA atakze H68 25S rRNA. Mostek B2c jest tworzony
przez helise h27 18S rRNA oraz H62 25S rRNA. B4 zostat
wczesniej zidentyfikowany u T. thermophilus [3], jako kon-
takt RNA-biatko miedzy S13 matej podjednostki oraz H34
23S rRNA. W przypadku S. cerevisiae mostek ten jest row-
niez tworzony przez S13 i H34, jednak wydaje sie angazo-
wac réwniez dodatkowe oddziatywania H34 z helisami hlO
ihll 185 rRNA [11].

Trzecia linia wyznaczajaca potozenie mostkow zawiera
B2d, B2e oraz eB9 (Ryc. 7). B2d jest tworzony w wyniku
oddziatywan h23 18S rRNA w czesci platformy 40S z malg
bruzdg H68 25S rRNA. B2e zostat wczesdniej zidentyfiko-
wany w rybosomach E. coli [26], jako mostek B8. B2e jest
kontaktem typu RNA-biatko, ktérego czescig biatkowa jest
L2 [11,26], a w przypadku drozdzy —rdwniez L43. Kom-
ponentem pochodzgcym z podjednostki 40S sg helisy h22
i h23 18S rRNA [11]. Natomiast mostek eB9 jest tworzony
przez elementy nieobecne w rybosomie 70S. Sugeruje sie,
ze jest to biatko specyficzne dla podjednostki 60S Eukary-
ota oraz sekwencja wstawiona w 18S rRNA [11].

Po najbardziej zewnetrznej
stronie powierzchni oddziaty-
wania podjednostek znajdujg sie
dwa kolejne mostki, B6 oraz eB8
(Ryc. 7). B6 jest kontaktem mie-
dzy hl4 18S rRNA i biatkiem L23
60S [10,11]. Natomiast mostek eB8
jest ulokowany nieco ponizej wy-
puktosci LI itworzony jest przez
oddziatywania miedzy biatkiem
specyficznym dla eukariotycznej
40S i sekwencjg wstawiong w he-
lisie H79 25S rRNA. Ze wzgledu
na to, ze H79 utozona jest war-
stwowo nad helisg H76 tworzaca
wypuktosé LI, mostek eB8 moze
odgrywac¢ wazng role w zmianach
konformacyjnych w obrebhie wy-
puktosci LI [10,11].
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INICJACJA PROCESU BIOSYNTEZY BIALKA

Inicjacja procesu translacji jest ztozonym procesem,
w ktorym czasteczka inicjatorowego tRNA oraz podjed-
nostki rybosomalne 40S i 60S sg sktadane przy udziale
czynnikoéw inicjatorowych (elFs, ang. eukaryotic initiation
factors) w rybosom 80S. W biosyntezie biatka organizmoéw
prokariotycznych biorg udziat trzy czynniki inicjatorowe:
IF1, IF2 i IF3, natomiast u organizmdw eukariotycznych
wyréznia sie ich az 11 [44], Proces biosyntezy biatka
rozpoczyna selekcja inicjatorowego tRNA z puli elonga-
cyjnych czasteczek tRNA przez elF2. Nastepnie ma miej-
sce utworzenie kompleksu potrojnego elF2/GTP/Met-
tRNAI, ktéry przytacza sie do matej podjednostki przy
udziale elFIA oraz elF3 [44], Czynnik elF3 oddziatuje
bezposrednio z 40S poprzez jedng z dwunastu podjedno-
stek —elF3j [45] i stymuluje tworzenie kompleksu preini-
cjatorowego 43S [46].

43S taczy sie z mRNA, najczesciej poprzez wstepne roz-
poznanie struktury czapeczki (m7G ang. cap, ) na koncu
5 mRNA przez kompleks wigzacy sie z czapeczka (ang.
cap-binding complex), elF4F [47], elF4F skiada sie z biatka
wigzgcego czapeczke (elF4E), helikazy RNA zaleznej od
ATP (elF4A) oraz duzego biatka modulatorowego, elF4G.
Czynnik elF4G stuzy jako ,,rusztowanie”, ktorego N-koniec
oddziatuje z PABP (ang. PolyA Binding Protein), biatkiem
majacym powinowactwo do poliadenylowego odcinka na
koncu 3' mRNA, co powoduje zblizenie obu konicow mRNA
i utworzenie struktury pseudokolistej. elF4G oddziatuje
réwniez z czynnikiem elF3, ktdry z kolei wigze sie¢ z pod-
jednostka 40S [44],

Nastepnie ma miejsce proces zwany skanowaniem
rybosomalnym (ang. ribosomal scanning), w ktérym kom-
pleks 43S przesuwa sie wzdtuz mRNA w poszukiwaniu
kodonu inicjatorowego (najczesciej jest nim pierwszy
tryplet AUG). Mechanizm skanowania nie jest w petni
poznany. Wiadomo, ze podczas tego procesu moze do-
chodzi¢ do rozplatania struktur drugorzedowych typu
spinki do wtosdw (ang. hairpin) w regionie 5 mRNA nie
ulegajacym translacji (UTR, ang. untranslated region), kto-
rych energia swobodna jest nizsza od wartosci -50 do -60
kcal/mol. Proces ten jest zalezny od ATP, jednak nie wia-
domo, czy hydroliza ATP jest niezbedna do ruchu pod-
jednostki 40S czy tez do rozplatania struktury mRNA.
Najnowsze doniesienia wskazujg, ze w procesie skano-
wania biorg udziat elF4F oraz elFI [48].

Po rozpoznaniu kodonu inicjatorowego, nastepuje utwo-
rzenie wigzania typu Watson-Crick z komplementarnym
antykodonem czasteczki inicjatorowego tRNA. W ten spo-
s6b powstaje kompleks preinicjatorowy 48S. Zasadniczg
role podczas selekcji kodonu inicjatorowego odgrywajg
elFl, elF2 oraz elF5 [49], Czynnik elF5 stymuluje hydrolize
GTP zwigzanego z elF2 [50]. Nastepnie kompleks GDP/elF2
i pozostate czynniki z kompleksu 48S ulegajg oddysocjowa-
niu i nastepuje przytgczanie podjednostki 60S przy udziale
elF5B [51]. W rezultacie utworzony zostaje rybosom 80S z
czasteczkg Met-tRNAI przytgczong w miejscu P.
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Podczas inicjacji translacji, niezbedna jest pula samo-
dzielnie wystepujacych podjednostek 40S i 60S, aby umoz-
liwi¢ zwigzanie czynnikow inicjatorowych. Dlatego tez po
kazdym cyklu biosyntezy biatka rybosomy 80S ulegajg dy-
socjacji do podjednostek i sg chronione przed ponownym
niespecyficznym zasocjowaniem. Sugeruje sie udziat elF3
oraz elFl w tych procesach [52],

ELONGACJA PROCESU BIOSYNTEZY BIALKA

Elongacja procesu biosyntezy biatka w ogdlnym zarysie
zachodzi w ten sam sposéb u organizmoéw prokariotycz-
nych jak i eukariotycznych. Zaré6wno w rybosomach 70S
[3,26], jak i 80S [10,11] uwidoczniono trzy zasadnicze miej-
sca wigzania czasteczek tRNA podczas biosyntezy biatka:
miejsce A —wigzania aminoacylo-tRNA (AA-tRNA), miej-
sce P — wigzania peptydylo-tRNA (P-tRNA) oraz miejsce
E, tzw. miejsce wyjscia (ang. exit site), wigzace deacylowany
tRNA (D-tRNA). Dzigki dowodom potwierdzajgcym istnie-
nie dodatkowych miejsc wigzania, A/P oraz P/E [53], oraz
wiecej niz jednego miejsca E [54], zaproponowano istnienie
kilku (siedmiu lub wiecej) miejsc wigzania tRNA w rybo-
somie prokariotycznym. Dzi$ przyjmujemy, ze najbardziej
prawdopodobnym modelem elongacji biosyntezy biatka
jest model hybrydowy (ang. hybrid-site model, [55]) (Ryc. 8),
ktory zostat udowodniony w komarkach prokariotycznych,
jednak ze wzgledu na wysokie podobienstwo strukturalne
funkcjonalnych czesci rybosoméw 70S i 80S [56], przyjmuje
sie, ze model ten obowigzuje rdwniez komarki eukariotycz-
ne. W gtéwnych zatozeniach modelu hybrydowego w rybo-
somie podczas elongacji istniejg stany posrednie, w ktorych
dwa konce tRNA moga znajdowac sie w réznych miejscach
podjednostek. Oznacza to, ze tRNA moze réwnoczes$nie zaj-
mowac, na przyktad, miejsce A w matej podjednostce i miej-
sce P duzej podjednostki, tj. antykodon tRNA oddziatuje z
kodonem mRNA w miejscu A matej podjednostki, podczas
gdy koniec akceptorowy tRNA znajduje sie miejscu P duzej
podjednostki [57], Taki stan moze powstaé wskutek prze-
chylenia sie czasteczek tRNA lub ruchu duzej podjednostki
wzgledem matej.

W trakcie elongacji tancucha polipeptydowego w rybo-
somie majg miejsce trzy gtowne procesy: (i) rozpoznanie
MRNA —tRNA poprzez oddziatywanie kodon —antyko-
don; (ii) utworzenie wigzania peptydowego; (iii) przesunie-
cie tRNA i mMRNA wzdtuz rybosomu (translokacja).

Rozpoznanie mMRNA — AA-tRNA poprzez
oddziatywanie kodon-antykodon

Pierwszym etapem elongacji jest zajecie miejsca A w ry-
bosomie przez aminoacylo-tRNA. Jest to proces zalezny od
obecnosci czynnika elongacyjnego eEFI i GTP (Ryc. 8A,
[59], Czynnik eEFI (podobnie jak jego prokariotyczny odpo-
wiednik, EF-Tu) sktada sie z trzech domen [59], Domena |,
nazywana tez domeng G, odpowiedzialna jest za wigzanie
GTP lub GDP. U organizmoéw eukariotycznych stwierdzono,
ze domena G posiada duze sekwencje wstawione w porow-
naniu do czynnika EF-Tu, jednak zadna z nich nie wptywa
zasadniczo na funkcjonowanie eEFI. eEFI tworzy kompleks
potrojny z GTP i AA-tRNA, ochraniajagc przed hydroliza
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Rycina 8. Translokacja tRNA podczas elongacji biosyntezy biatka [55]: 1 —Schemat przedstawiajacy gtéwne etapy cyklu translokacji (A-G) wedtug modelu hybrydowego.
Rybosom jest przedstawiony jako kwadrat i podzielony na podjednostki oraz na miejsca A, P i E. tRNA przedstawiono jako linie pionowe. PT oznacza transfer reszty pep-
tydylowej; 2 —Tréjwymiarowy obraz gtéwnych etapédw cyklu translokacji wedtug modelu hybrydowego (A-G jak w 1). Zaznaczono czasteczki tRNA i EF. W nawiasach

podano eukariotyczne odpowiedniki prokariotycznych czynnikéw elongacyjnych.

wigzanie estrowe i dostarczajgc AA-tRNA do rybosomalne-
go miejsca A/T (Ryc. 8B). Miejsce T okresla potozenie nowo
zwigzanego AA-tRNA, kiedy ten jest jeszcze utrzymywany
przez czynnik EF-Tu (eEFI u Eukaryota) [55].

Rozpoznanie komplementarnego kodonu mRNA przez
antykodon AA-tRNA zachodzi w centrum dekodujacym
matej podjednostki rybosomu. U Prokaryota wykazano, ze
ten etap przebiega przez wiele stan6éw posrednich [60] i pro-
wadzi do przesunigcia czasteczki AA-tRNA w miejsce A/ A
rybosomu (Ryc. 8C). Utworzenie odpowiedniego duplek-
su kodon-antykodon powoduje zmiany konformacji zasad
A1492, A1493 oraz G530 w 16S rRNA rybosomow prokario-
tycznych [61] oraz 18S rRNA rybosoméw eukariotycznych
[17]. Stwierdzono, ze tworzenie stabilnego kompleksu jest
preferowane, kiedy w pozycji 37 antykodonu czasteczki
tRNA znajduje sie reszta purynowa [62],
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Oddziatywanie kodon-antykodon jest sygnatem akty-
wujagcym centrum GTPazowe znajdujgce sie w duzej pod-
jednostce rybosomu. Nastepujace wédwczas lokalne zmiany
strukturalne w centrum dekodujgcym powodujg globalne
zmiany matej podjednostki, ktéra zmienia konformacje z
otwartej na zamknietg [63]. Hydroliza GTP prowadzi do
powstania GDP i nieorganicznego fosforanu Pi w miejscu
aktywnym czynnika eEFl. Uwolnienie AA-tRNA z kom-
pleksu eEFI/ GDP najprawdopodobniej ma miejsce podczas
zmiany konformacji czynnika eEFIl. Wiadomo, ze u Proka-
ryota do uwolnienia GDP, Pi i AA-tRNA wymagana jest re-
orientacja w obrebie domeny Iill czynnika EF-Tu [64].

Po hydrolizie GTP czasteczka AA-tRNA ulega przesu-

nieciu o ok. 70 A od miejsca wigzania z czynnikiem eEFI
do centrum peptydylotransferazowego rybosomu (PTC,
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ang. peptidyltrcinspherase center). Akomodacja AA-tRNA o
odpowiednim antykodonie (komplementarnym do kodo-
nu mMRNA) w PTC przebiega w sposob szybki i efektywny.
Natomiast AA-tRNA o antykodonie podobnym (cze$ciowo
komplementarnym) sg odrzucane z PTC ze wzgledu na
niska stabilno$¢ wigzania z mRNA. Proces ten nazywa sie
selekcjg korekcyjng. Po przesunieciu czasteczki AA-tRNA
do miejsca P moze dochodzi¢ do przytgczania kolejnej cza-
steczki AA-tRNA do miejsca A. W ten sposéb w rybosomie
znajdujg sie substraty do syntezy wigzania peptydowego.

Utworzenie wigzania peptydowego w rybosomie

Utworzenie wigzania peptydowego ma miejsce w cen-
trum peptydylotransferazowym rybosomu (PTC). Na pod-
stawie badan struktury atomowej duzej podjednostki rybo-
somalnej H. mnrismortui stwierdzono, ze miejsce aktywne
rybosomu jest zbudowane wytacznie z rRNA —tworza je
nukleotydy centralnej petli domeny V 23S rRNA otoczonej
przez helisy H73, H74, H89, H90 i H93 (patrz Ryc. 4) [1,4-6].
W tych obszarach duzej podjednostki wystepujg zachowa-
ne sekwencje rRNA zaréwno w rybosomach pro-, jak i eu-
kariotycznych [56], co Swiadczy o ich zasadniczej funkcji w
procesie translacji i o tym, ze proces ten przebiega w ten sam
spos6b w rybosomach 70S i 80S. Pomimo ze w poblizu PTC
znajduje sie kilka rybosomalnych biatek (L2, L3, L4 i LIOe),
zadne z nich nie znajduje sie w bezposSrednim sasiedztwie
centrum aktywnego, aby mogto katalizowaé synteze wig-
zania peptydowego. Pelnig one raczej funkcje stabilizujaca,
utrzymujac odpowiednig strukture trzeciorzedowg rRNA.

Utworzenie wigzania peptydowego to wynik reakcji mie-
dzy grupg a-aminowg AA-tRNA, znajdujgcego sie w miej-
scu A, a grupg karboksylowg peptydylo-tRNA (P-tRNA)
w miejscu P. To niezwykle precyzyjne zagadnienie zostato
omoOwione w naszym wczes$niejszym artykule [66], Substra-
ty do utworzenia wiazania peptydowego przyjmuja odpo-
wiednig orientacje dzieki specyficznym oddziatywaniom
miedzy tRNA a rRNA i biatkami rybosomalnymi. Zostaty
one doktadnie opisane dla rybosoméw prokariotycznych
[67]. Usytuowanie czasteczki P-tRNA w miejscu P jest sta-
bilizowane gtéwnie poprzez oddziatywanie nukleotydow
C74 i C75 tRNA z resztami zasad G2253 i G2252 23S rRNA.
Zasadnicze znaczenie majg rowniez oddziatywania miedzy
A76 tRNA i A2450-C2501 23S rRNA [68], Natomiast czg-
steczka AA-tRNA zawdziecza odpowiednie potozenie w
miejscu A przede wszystkim oddziatywaniom nukleotydu
C75 z G2553 23S rRNA oraz A76 z U2506-G2583 [68],

Przesuniecie tRNA i mMRNA wzdtuz
rybosomu (translokacja)

Po utworzeniu wigzania peptydowego w rybosomie
znajdujg sie produkty tej reakcji, czyli deacylowany tRNA
w miejscu P oraz peptydylo-tRNA wydtuzony o jeden ami-
nokwas w miejscu A (Ryc. 8E). Rybosomalne miejsce A musi
zosta¢ zwolnione, aby mogta zwigzac sie kolejna czasteczka
aminoacylo-tRNA. Nastepuje wdwczas przesuniecie tRNA i
mRNA wzdtuz rybosomu, proces zwany translokacjg [55].

W pierwszym etapie translokacji, nastepujagcym sponta-
nicznie po syntezie wigzania peptydowego, konce akcepto-
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rowe D-tRNA i P-tRNA przesuwaja sie wzdtuz duzej pod-
jednostki rybosomalnej z miejsc A i P do miejsc P i E. P-tRNA
znajduje sie w hybrydowym stanie A/P, czyli jego cze$¢ an-
tykodonowa jest w miejscu A matej podjednostki, podczas
gdy koniec akceptorowy zwigzany jest z miejscem P duzej
podjednostki. D-tRNA w tym samym momencie znajduje sie
w stanie P/E, co oznacza, ze jego cze$¢ antykodonowa zlo-
kalizowana jest w matej podjednostce w miejscu P, a koniec
akceptorowy w duzej podjednostce w miejscu E (Ryc. 8F).

W drugim etapie translokacji, zaleznym od czynnika
elongacyjnego eEF2 (EF-G u Prokaryota), czesci antyko-
donowe obu czasteczek tRNA przesuwajg sie wzgledem
matej podjednostki z miejsc P i A do miejsc, odpowiednio,
E i P (Ryc. 8G). D-tRNA zajmuje w rybosomie miejsce E
(stan E/E), natomiast P-tRNA zajmuje miejsce P (stan P/P).
Kompleks eEF2/GDP ulega uwolnieniu z rybosomu, kto-
ry jest gotowy na ponowny cykl elongacyjny. Wykazano,
ze w przypadku rybosoméw 70S, deacylowany tRNA jest
uwalniany z miejsca E po przytgczeniu kolejnego komplek-
su potréjnego EF-Tu/GTP/AA-tRNA do miejsca A [69],
Przypuszczalnie w rybosomach eukariotycznych ma miej-
sce taki sam proces.

Translokacja czasteczek tRNA w duzej podjednostce za-
chodzi wskutek roznego powinowactwa okreslonych miejsc
rybosomu do poszczeg6lnych standw chemicznych konca
akceptorowego tRNA [55], Miejsce A w duzej podjednost-
ce rybosomalnej jest specyficzne dla grupy aminoacylowej,
miejsce P — dla grupy peptydylowej, natomiast miejsce E
dla wolnego, deacylowanego konca 3' czgsteczki tRNA. Taka
specyficzno$¢ sprawia, ze po utworzeniu wigzania peptydo-
wego, kiedy w miejscu A znajduje sie P-tRNA, wykazuje on
wysokie powinowactwo do miejsca P i dlatego ze wzgledéw
energetycznych faworyzowane jest jego przesuniecie. Podob-
ne zjawisko ma miejsce w przypadku miejsca P, w ktdrym
po utworzeniu wigzania peptydowego znajduje sie D-tRNA
wykazujacy wysokie powinowactwo do miejsca E.

Przemieszczenie czasteczek tRNA wewngatrz matej pod-
jednostki jest procesem bardziej skomplikowanym ponie-
waz musi byé skoordynowane z przesuwaniem sie czastecz-
ki mMRNA. Wymaga obecnosci czynnika elongacyjnego eEF2
oraz energii w postaci GTP. Mechanizm molekularny kata-
litycznej aktywnosci eukariotycznego czynnika eEF2 pozo-
staje nadal niewyjasniony [16]. Zaobserwowano jednak, ze
struktura czynnika prokariotycznego EF-G w kompleksie
z GDP przypomina ksztattem kompleks EF-Tu/GTP/AA-
tRNA, dlatego tez zaproponowano, ze przytgczanie EF-G do
rybosomu nastepuje na zasadzie podobienstwa struktural-
nego do kompleksu potrdjnego. Zjawisko takie nosi nazwe
mimikry molekularnej. Mniej informacji jest dostepnych na
temat eukariotycznego czynnika eEF2, jednak zaréwno jego
struktura krystaliczna [70], jak i model wigzania do ryboso-
mu rozwigzany metodg mikroskopii krioelektronowej [71],
wskazuja na wiele podobieAstw w stosunku do EF-G. Czyn-
nik eEF2 jest duzo wiekszy od odpowiednika bakteryjnego
i jego struktura mniej przypomina helise antykodonowg
czgsteczki tRNA. Ta obserwacja stawia zatem znak zapy-
tania przy koncepcji mimikry molekularnej, wysunietej na
podstawie podobiefistwa czynnika prokariotycznego do
kompleksu potrojnego [16].
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TERMINACJA PROCESU BIOSYNTEZY BIALKA

Sygnatem do terminacji procesu biosyntezy biatka i
uwolnienia nowo utworzonego tancucha polipeptydowego
jest wystapienie kodonu STOP w miejscu A rybosomu [72].
Proces terminacji jest uniwersalny i zachodzi w centrum
peptydylotransferazowym rybosomu (PTC). Uwolnienie
peptydu z P-tRNA jest bezposSrednio wspomagane przez
biatka nazywane czynnikami uwalniajagcymi (RF, ang. rele-
asefactors) oraz GTP. U Prokaryota i Eukaryota istniejg dwie
klasy czynnikéw uwalniajgcych [73], Klasa | rozpoznaje ko-
don STOPw mRNA ikatalizuje hydrolize P-tRNA. Czynniki
uwalniajgce klasy Il nie sg specyficzne wzgledem kodondw
mRNA i wspomagajg uwalnianie z rybosomu czynnikéw
RF1 w procesie zaleznym od GTP. Czynniki uwalniajgce
zostaty scharakteryzowane po raz pierwszy u Prokaryota,
gdzie dwa podobne biatka — RF1 i RF2, funkcjonujg jako
czynniki Klasy I, natomiast strukturalnie niespokrewniony
RF3 nalezy do klasy Il. Obydwa czynniki klasy I rozpoznaja
kodon UAA; UAG jestrozpoznawany wytgcznie przez RF1;
a UGA przez RF2. U Eukaryota wystepujg czynniki: eRFI
(rozpoznaje wszystkie trzy kodony STOP) oraz eRF3.

Mechanizm molekularny uwalniania polipeptydu przez
czynniki uwalniajgce nie jest do konca poznany. Postuluje sie
dwa modele terminacji translacji: zalezny od RF oraz zalez-
ny od samego rybosomu. Pierwszy z nich jest oparty na zja-
wisku mimikry molekularnej. Dzigki strukturze krystalicz-
nej ludzkiego eRFI, wykazano podobienstwo strukturalne
domen I, Il'i Il do, odpowiednio, petli antykodonowej, ra-
mienia akceptorowego oraz ramienia DFC czgsteczki tRNA
[72], eRFI ma w tym przypadku za zadanie koordynowanie
i odpowiednie usytuowanie czasteczki wody w centrum
PTC w tej samej pozycji, co grupa aminowa czasteczki AA-
tRNA. W wyniku ataku nukleofilowego czasteczki wody na
wigzanie estrowe P-tRNA w miejscu P uwolniony zostaje
tancuch polipeptydowy z P-tRNA. Zachowana w ewolucji
sekwencja czynnikdw uwalniajagcych klasy I, GGQ (glicyna-
glicyna-glutamina), znajduje sie w takiej pozycji, ze sugeru-
je sie jej bezpos$redni udziat w terminacji [72],

Inne modele terminacji translacji, ktére bardziej skupiajg
sie na samym rybosomie, przedstawiajg reakcje uwalniania
peptydu jako zmodyfikowang wersje reakcji transferu pep-
tydu, podczas ktdrej reszta polipeptydowa jest przenoszona
na czasteczke wody zamiast na grupe aminowg AA-tRNA.
W takim przypadku RF odgrywa role modulatora, zmienia-
jacego aktywnos$¢ centrum PTC. Zgodnie z wynikami naj-
nowszych badan nad rybosomami prokariotycznymi, ryboza
nukleotydu A2602 (numeracja wedtug E. coli) jest krytyczna
dla wigzania RF1 oraz dla odpowiedniej orientacji RFw PTC,
a takze moze by¢ bezposrednio zwigzana z katalizg hydro-
lizy P-tRNA [74,75], Wigzanie czynnika RF1 w odpowiedzi
na wystepowanie kodonu STOP w rybosomalnym miejscu
A powoduje zmiane konformacyjng nukleotydu A2602. Ta
reorientacja powoduje umiejscowienie A2602 w pozycji, w
ktérej reaktywne grupy tego nukleotydu mogtyby potencjal-
nie aktywowac czasteczke wody. Nastepnie miatby miejsce
atak nukleofilowy wody na karbonylowy wegiel wigzania
estrowego P-tRNA. Ze wzgledu na wysokg zachowawczo$¢
nukleotydu w pozycji 2602 [56], przypuszcza sie, ze podobny
proces ma miejsce rowniez w rybosomach eukariotycznych.
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W ostatnim etapie terminacji translacji biorg udziat czyn-
nik elongacyjny EF2 oraz czynnik odzyskujacy rybosomu
(RRF, ang. ribosome-recycling factor). Powodujg one oddyso-
cjowanie rybosomu i uwolnienie duzej podjednostki oraz
kompleksu mata podjednostka/mRNA/tRNA [76], Na pod-
stawie struktury RRF zaproponowano mechanizm jego dzia-
tania [77]. Najbardziej charakterystyczng cecha tego czynnika
jest podobieAstwo strukturalne do czasteczki tRNA. Zapro-
ponowano, ze RRF wigze sie do rybosomalnego miejsca A,
co powoduje znaczagce zmiany konformacyjne rybosomu.
Naktadajace sie na siebie miejsca wigzania RRF, EF-G i tRNA
w miejscu P rybosomdéw prokariotycznych sugeruja, ze wia-
zanie EF-G powoduje przeniesienie RRF i D-tRNA z miejsc
A i P do, odpowiednio, P i E. Deacylowany tRNA nie moze
by¢ zwigzany z miejscem E w sposéb stabilny, gdy miejsce
P nie jest obsadzone przez czasteczke P-tRNA [78], dlatego
nastepuje dysocjacja rybosomu na podjednostki z wykorzy-
staniem energii pochodzgcej z hydrolizy GTP przy udziale
EF-G. Prawdopodobnie proces taki ma rowniez miejsce w
rybosomach eukariotycznych. W wyniku tego procesu rybo-
som jest gotowy na kolejny cykl biosyntezy biatka.

UWAGI KONCOWE

Pomimo wielu lat badan, nadal wiekszo$¢ wiedzy na temat
struktury i sposobu funkcjonowania rybosomu eukariotyczne-
go opiera sie na podobienstwach do rybosomu prokariotycz-
nego. Jest to spowodowane znacznie bardziej skomplikowang
budowg rybosomu eukariotycznego. Duza liczba zasocjowa-
nych biatek powoduje problemy z pozyskaniem odpowied-
niego preparatu do badan strukturalnych i funkcjonalnych.
Najwazniejszym wyzwaniem na nastepne lata wydaje sie by¢
rozwigzanie struktury Kkrystalicznej rybosomu eukariotycz-
nego. Na tej podstawie mozliwe bytoby dokiadne okreslenie
oddziatywan pomiedzy poszczegdélnymi elementami tego zto-
zonego makrokompleksu. Tylko w ten spos6b mozliwe bedzie
poznanie mechanizméw towarzyszgcych biosyntezie biatka.
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ABSTRACT

The protein biosynthesis is a complicated process and not fully understood yet. According to smaller size and less complicated structure, un-
derstanding of prokaryotic 70S ribosomes is much more advanced. Eucaryotic 80S ribosomes are more complex and generate more difficulties
in research. The morphology of 80S ribosome has been pretty well resolved and we know a lot about mechanism of functioning. Determina-
tion of the interactions between the ribosomes and the factors taking part in protein biosynthesis is still a great challenge. Dynamic changes
of these interactions during particular steps of elongation cycle are quite difficult to understand. Conformational changes of the ribosome are
of great functional and regulatory importance during protein biosynthesis. They are essential for the whole gene expression process. Only
further research of the structure and function of the ribosome will lead us to knowledge about specificity of the mechanism of their action. In
this article we present current opinions concerning structure and function of the eukaryotic ribosomes.
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STRESZCZENIE

szlakach sygnalizacyjnych TGFi3 oprécz receptoréw iich ligandéw oraz wewnatrzko-

morkowych biatek efektorowych, uczestniczg biatka wigzgce ligandy, ktére nie petnig
funkcji klasycznych receptoréw. Biatka te nie sg bezposrednimi przekaznikami sygnatu do
wnetrza komorki, ale poprzez swoje oddziatywanie z czynnikami z rodziny TGF(3oraz re-
ceptorami TGF/? typu | i Il wptywaja na aktywno$¢ szlaku. Zidentyfikowano trzy biatka
charakteryzujace sie takimi wtasciwoséciami, tj. betaglikan (TGF/? RIIl), endogline (CD105)
oraz antygen CD109, ktore okre$la sie wspolnym terminem receptory pomocnicze TGF/? lub
receptory TGF/? typu Ill. Ich podstawowg funkcjg jest modulowanie dostepnos$ci ligandow
dla receptoréw TGF3typu Iill. Udziat receptoré6w pomocniczych w przekazywaniu sygnatu
TGF/? zostat najlepiej poznany w przypadku czynnika TGF/? wystepujacego w trzech izfor-
mach —TGF/?1, TGF/? 2i TGF/? 3. Kazdy z receptoréw pomocniczych charakteryzuje sie inng
specyficzno$ciag wigzania izoform TGF/? oraz charakterem odpowiedzi komérkowej. Szlak
TGF/? jest jak dotad jedynym komdrkowym szlakiem sygnalizacyjnym, dla ktérego opisano
wystepowanie receptoréw pomocniczych.

WPROWADZENIE

Czynniki z rodziny transformujgcego czynnika wzrostu i3 (TGF(@3 ang. trans-
forming growth factor [3 reguluja proliferacje i r6znicowanie szeregu typow ko-
morek. Sg one inhibitorami proliferacji komdrek nabtonka, srodbtonka, komérek
krwiotwdrczych i odgrywajg istotng role w takich procesach biologicznych, jak
embriogeneza, angiogeneza, kostnienie, gojenie sie ran czy synteza biatek macie-
rzy zewnatrzkomorkowej oraz jej przebudowa [1-3], Liczne badania wskazuja,
ze czynniki TGF/? modulujg apoptoze oraz odgrywaja plejotropowa role w pro-
cesie nowotworzenia [2,4-7],

Do czynnikéw rodziny TGF/?, obejmujacej okoto kilkudziesieciu réznych
biatek, nalezg izoformy czynnika TGF/?, aktywiny i inhibiny, biatka morfoge-
netyczne kosci (BMP, ang. bone morphogenetic proteins) czy czynniki wzrostu i
réznicowania (GDF, ang. growth and differentiation factors) [1,3,8]. Wszystkie one
oddziatujg za posrednictwem receptoréw btonowych o aktywnos$ci kinazy se-
rynowo-treoninowej (klasa 3.3 wg klasyfikacji Miedzynarodowej Unii Farma-
kologicznej — IUPHAR, ang. International Union of Pharmacology [9]). Receptory
czynnikéw rodziny TGF[3 dzieli si¢ na dwie podstawowe grupy, tj. receptory
TGF[3typu | oraz receptory TGF/? typu Il. Cechg odr6zniajaca receptory TGF/?
typu | od receptorow TGF/? typu Il jest obecno$é w sekwencji tych pierwszych 30-
aminokwasowego regionu bogatego w powtdrzenia reszt glicyny i seryny (ang.
GS region). Zlokalizowany jest on powyzej domeny Kkatalitycznej i petni funkcje
regulatorowg. W komorkach cztowieka wyrdznia sie 7 receptoréw TGF/? typu |,
ktore okre$la sie jako Alk (ang. actiuin receptor-like kinase) oraz odpowiadajagcym
danemu receptorowi numerem od 1do 7. W przypadku receptoréw TGF/? typu
Il opisano dotychczas 5 biatek petnigcych te funkcje, tj. receptor czynnika TGF/?
(TGF/? RII), dwa receptory aktywin, biatek BMP i GDF (Act RIl, Act RIIB, ang.
actwin receptor), receptor biatek BMP i GDF (BMP RII) oraz receptor MIS/AMH
(MIS RII/AMH RII, ang. Mullerian inhibiting substance receptor/anti-Mullerian hor-
mon receptor). Wyniki badan sugerujg dwa sposoby wigzania sie ligandéw z re-
ceptorami TGF/? typu | i ll. Moga sie one przytaczac do receptora TGF/? typu Il, a
utworzony kompleks taczy sie z receptorem typu I lub moga sie one przytgczaé
jednoczes$nie do obu typow receptorow. Okreslone czynniki z rodziny TGF/?
mogg wigzac sie z wiecej niz jednym z receptorow TGFRBtypu Il, ktéry z kolei
moze oddziatywaé z r6znymi receptorami TGF/? typu | (Ryc. 1) [8,10,11].

W przekazywaniu sygnatu TGF/? wewnatrz komorki uczestniczg biatka efek-
torowe Smad. Ich nazwa wywodzi sie od dwdéch homologdw biatek szlaku
TGF/?, tj. biatka Sma (ang. similar to mothers against) zidentyfikowanego u Caeno-
rhabditis elegans oraz biatka Mad (ang. mothers against decapentaplegic) opisanego
dla Drosophila. Ws$réd biatek Smad wyr6zniane sg trzy kategorie. Do pierwszej
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nalezg biatka receptorowe Smad, tj. R-Smad (ang. receptor-
regulated Smad). Od strony C-konca zawierajg one motyw
sekwencyjny dwdch reszt seryny oddzielonych od siebie
jednym dowolnym aminokwasem, ktory ulega fosforyla-
cji wskutek aktywnosci enzymatycznej receptoréw TGF/.
Antagonistami tego procesu sg biatka inhibitorowe Smad,
tj. 1-Smad (ang. inhibitor Smad). Do trzeciej kategorii nale-
zy posredniczgce Smad, tj. Co-Smad (ang. common-mediator
Smad). Uczestniczy ono w tworzeniu komplekséw z ufosfo-
rylowanymi R-Smad, ktore ulegajg przeniesieniu do jadra
komérkowego, gdzie oddziatujg z szeregiem czynnikéw
transkrypcyjnych, aktywatoréw i represoréw regulujacych
funkcje docelowych genéw (Ryc. 1) [11-14], Transdukcja sy-
gnatu TGF/?moze zachodzi¢ takze poprzez szlaki niezalezne
od biatek Smad, w tym kinaz MAPK (ang. mitogen-activated
protein kinase) [12,14,15].

W sygnalizacji indukowanej przez czynniki z rodziny
TGF/?, oprocz receptorow TGF/?typu li ll, uczestniczg biat-
ka okreslane jako receptory pomocnicze TGF/? (ang. acces-
sory receptor/auxiliary receptor), nazywane takze receptora-
mi TGF/? typu lll. Dotychczas zidentyfikowano trzy biatka
zaliczane do tej grupy, tj. betagtikan (TGF/? RUI), endogli-
ne (CD105, ang. cluster of differentiation 105) oraz antygen
powierzchniowy CD109 (ang. cluster of differentiation 109)
[16-20], Termin receptor pomocniczy nie jest pojeciem sys-
tematycznym, gdyz biatka te nie petnig wszystkich funkcji
przypisanych receptorom. Cho¢ sg one biatkami transbtono-
wymi lub sg zakotwiczone w btonie komdrkowej za posred-
nictwem glikolipidéw, a ich domena zewnatrzkomérkowa
jest silnie rozbudowana i zdolna do wigzania ligandow, to
nie maja one wewngatrzkomorkowej domeny funkcjonalnej,
tj. wykazujacej aktywnos$¢ enzymatyczng lub zdolnej do od-
dziatywania z biatkami o takich wtasciwos$ciach. Pomimo ze
receptory pomocnicze TGF/? nie sg bezpos$rednimi przekaz-
nikami sygnatu, wptywaja one na aktywnos$¢ szlaku sygna-

lizacyjnego. Moga one prezentowac czynniki TGF/? recepto-
rom TGF/? typu lill, badZ tez ograniczac ich oddziatywanie
z tymi receptorami [21,22],

Dane literaturowe wskazujg na istotny udziat receptorow
pomocniczych w przekazywaniu sygnatu przez czynnik
TGF/? wystepujacy w trzech izoformach — TGF/?1, TGF/?2,
TGF/?3. Przekazywanie sygnatu przez czynnik TGF/? za-
poczatkowuje jego uwolnienie z kompleksu latentnego w
postaci aktywnego dimeru zdolnego do wigzania sie z di-
merem receptorow TGF/? RIl. Czynnik TGF/? syntezowany
jest w formie pre-probiatka, z ktdrego najpierw usuwany
jest peptyd sygnatowy, a nastepnie dojrzata forma odpo-
wiadajaca 112 aminowasom od strony C-konca. Pozostaje
ona jednak nadal zwigzana niekowalencyjnie z N-konco-
wym fragmentem probiatka okreslanym jako biatko LAP
(ang. latency-associated peptide). Czynnik TGF/? zwiazany z
biatkiem LAP tworzy dimery okreslane jako maty kompleks
latentny (SLC, ang. small latent complex), ktéry w potgczeniu
z biatkiem LTBP (ang. latent TGFf binding protein) tworzy
tzw. duzy kompleks latenty (LLC, ang. large latent complex).
Biatko LTBP, oddziatujgc z biatkami macierzy zewnatrzko-
moérkowej, warunkuje magazynowanie TGF/? do czasu ak-
tywacji [23,24].

Do kompleksu ztozonego z dimeru TGF/? i dimeru recep-
toréw TGF/? RII przytgcza sie dimer receptorow TGF/? typu
I, ktére in vivo nie sg zdolne do samodzielnego wigzania
liganddw. Funkcje receptora TGF/? typu | petni najczesciej
biatko AIk5, w przypadku ktdrego zamiennie stosuje sie
skrot TGF/? RI. W transdukcji sygnatu czynnika TGF/? moga
uczestniczy¢ réwniez receptory Alki i Alk2. Po utworzeniu
sie kompleksu sygnalizacyjnego receptory TGF/? RIl, bedace
konstytutywnie aktywnymi kinazami, aktywujg receptory
typu |, przylaczajac reszty fosforanowe w regionie boga-
tym w reszty glicyny i seryny [25]. W wyniku fosforylacji
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Rycina 1. Sciezki sygnalizacyjne czynnikéw z rodziny TGFf zalezne od bialek Smad (na podstawie [8,10-12]).
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zmienia sie konformacja receptorow TGF/t typu I, co umoz-
liwia oddziatywanie z biatkami R-Smad i, w konsekwen-
cji, ich fosforylacje. W transdukcji sygnatu, indukowanej
przez czynnik TGF/?, w ktorej posredniczy receptor TGF/?
Rl (Alk5), funkcje R-Smad petnig biatka Smad2 i Smad3,
za$ w przypadku transdukcji sygnatu przez receptory Alki
lub AIlk2 fosforylacji ulegajg biatka Smadl, Smad5, badz
Smad8. Ufosforylowane biatka R-Smad tworzg heterome-
ryczne kompleksy z monomerem biatka Co-Smad, tj. Smad4
(Ryc. 2) [26,27].

Sygnalizacja TGF/t jest jak dotad jedyna, dla kt6rej opisa-
no wystepowanie i scharakteryzowano znaczenie recepto-
row pomocniczych. Pojecie to stosuje sie takze w odniesie-
niu do biatek powierzchniowych uczestniczacych w akty-
wacji komérek odpowiedzi immunologiczne;j.

WEASCIWOSCI STRUKTURALNE
RECEPTOROW POMOCNICZYCH TGF/?

BETAGLIKAN

Betaglikan byt pierwszym poznanym receptorem po-
mocniczym uczestniczagcym w sygnalizacji TGF/? [16,17].
Gen kodujacy betaglikan, obejmujacy 203 669 pz, zlokalizo-
wany jest na chromosomie 1p33-p32 i zawiera 17 eksonéw,
a jego produkt biatkowy zbudowany jest z 850 reszt ami-
nokwasowych [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/,
http://www.expasy.org/sprot/], Betaglikan jest transbto-
nowym proteoglikanem wystepujagcym w formie mono-

merow. W jego strukturze wyrdznia sie dwa miejsca O-gli-
kozylacji modyfikowane przez reszty siarczanu heparanu
i siarczanu chondroityny oraz pie¢ miejsc N-glikozylacji.
Masa czgsteczkowa betaglikanu zwigzanego z resztami gli-
kozaminoglikanéw wynosi od 250 do 350 kDa [17,19,28,29],
C-potowa regionu zewnatrzkomoérkowego betaglikanu cha-
rakteryzuje sie obecnoscig motywu ZP charakterystyczne-
go dla powierzchniowych glikoprotein ostonki przejrzystej
(zona pellucida). Obejmuje ona sekwencje o dtugosci okoto
260 reszt aminokwasowych i zawiera osiem zachowanych
ewolucyjnie reszt cysteiny tworzgcych wigzania disiarczko-
we [30].

ENDOGLINA

Endoglina, znana takze pod nazwg antygen CDI05, zo-
stata zidentyfikowana na podstawie podobienstwa struk-
turalnego do betaglikanu (Ryc. 3). Odcinki C-koncowe obu
biatek obejmujace ich domeny cytoplazmatyczne oraz do-
meny transbtonowe charakteryzujg sie wysokg identycz-
noscig sekwencji szacowang na 63%, oraz podobieAstwem
wynoszagcym 71% [18,31]. Endoglina kodowana jest przez
gen o dtugosci 39 691 pz, zlokalizowany na chromosomie
9933-934.1 i ztozony z 15 eksondw [http:// www.ncbi.nlm.
nih.gov/Genbank/].

Endoglina, bedgca transbtonowg glikoproteing, wystepu-
je w dwdch izoformach réznigcych sie dtugoscia sekwencji
domeny cytoplazmatycznej. Forma dtuzsza, tj. L-endoglina

TGFp

(658 aa), zawiera domene wewnatrz-
komdrkowa o dtugosci 47 reszt ami-
nokwasowych, za$ forma krotsza, tj.

7 ¢
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Rycina 2. Przekazywanie sygnatu TGF/t zalezne od biatek Smad. Dimer konstytutywnie aktywnego receptora
TGF/ARIl wigze dimer czynnika TGF/; po przytaczeniu homodimeru jednego z dwéch receptoréw TGF/4 typu |, tj.
TGFARI (AIK5) lub Alki, domena katalityczna TGF/ RIl fosforyluje receptory TGF/ typu I; zaktywowany receptor
TGFHA typu | przytacza i fosforyluje biatka R-Smad, ktérych funkcje w przypadku TGF/t RI petnig Smad2 i Smad3,
za$ Alki — Smadl, Smad5 i Smad8; ufosforylowane biatka R-Smad taczg sie z biatkiem Co-Smad, tj. Smad4, a
powstaty heteromeryczny kompleks ulega przeniesieniu do jadra komérkowego, gdzie oddziatuje z szeregiem
czynnikow transkrypcyjnych, aktywatoréw lub represoréw transkrypcji (na podstawie [8,10-12]).
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Smad1/5/8

w S-endoglina (625 aa) — o dtugosci 14
reszt aminokwasowych. W struktu-
rze I-rzedowej endogliny obecnych
jest pie¢ potencjalnych miejsc N-gli-
kozylacji oraz rejon bogaty w reszty
seryny i treoniny, ktére moga ulegaé
fosforylacji. Endoglina in vivo tworzy
homodimery o masie czgsteczkowej
180 kDa, sktadajace sie z dwoch pod-
jednostek 95 kDa potgczonych ze sobg
wigzaniem disiarczkowym [32-34],

W domenie zewngtrzkomorko-
wej endogliny obecny jest motyw
RGD charakterystyczny dla biatek
macierzy zewnatrzkomdrkowej i za-
angazowany w adhezje komorkowa
[33], Jednakze brak motywu RGD w
szczurzym ortologu endogliny moze
sugerowac, ze nie jest on istotny lub
nawet niezbedny dla petnionych
przez to biatko funkcji [35],

Analogicznie do betaglikanu, en-
doglina w czesci zewnatrzkomorko-
wej zawiera motyw ZP, ktéry zloka-
lizowany jest pomiedzy resztg lizyny
W pozycji 362 a resztg asparaginianu
w pozycji 561. W domenie zewnatrz-
komoérkowej monomeru endogliny,
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ze wzgledu na jej strukture przestrzenng, wyrdznia sie trzy
regiony, tj. sierocy (Glu26-11e359), ZP-N (GIn360-Ser457) i
ZP-C (Pro458-Gly586). Struktura 1V-rzedowa dimeru endo-
gliny przypomina kopute, w ktorej regiony ZP-N podjedno-
stek, kazda o ksztatcie odwrdconej litery U, wzajemnie sie
krzyzujg [34],

CD109

Antygen CDI09 nie jest strukturalnie spokrewniony z
betaglikanem czy endogling. W przeciwienstwie do nich,
nie jest on biatkiem transbtonowym, lecz jest zakotwiczony
w btonie komodrkowej przez glikozylofosfatydyloinozytol
(GPI, ang. glicosylphosphatidylinositol), ktéry przytacza sie
do reszty alaniny 1420. Ta modyfikacja nowo zsyntetyzo-
wanego bhiatka zawierajagcego 1445 reszt aminokwasowych
wymaga usuniecia C-koncowego hydrofobowego peptydu
stanowigcego sygnat przytaczenia kotwicy GPI. Antygen
CD109, podobnie jak inne biatka zakotwiczone w btonie ko-
morkowej przez GPI, jest wrazliwy na dziatanie fosfolipa-
zy C specyficznej wzgledem fosfatydyloinozytolu (PI-PLC,
ang. phosphatidylinositol-specific phospholipase C) [19,36,37].

Gen kodujacy biatko CD109 o dtugos$ci 128 962 pz znaj-
duje sie na chromosomie 6ql3 i sktada sie z 33 eksondéw, a
sekwencja kodujgca ma dtugos¢ 4 338 nukleotyddéw [http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/], Finnson i wsp. [20]
wykazali tkankowo-specyficzne wystepowanie krétszego
transkryptu genu CD109 pozbawionego fragmentu o dtu-

gosci 51 nukleotydow (region 3652 — 3702 sekwencji kodu-
jacej). Delecja ta skutkuje skréceniem produktu biatkowego
o fragment o dtugosci 17 reszt aminokwasowych, lecz nie
wptywa na zmiane ramki odczytu dalszej sekwencji biatka
w kierunku C-konca. Takg forme biatka CD109 okresla sie
jako CD109S.

Biatko CD109 jest monomeryczng glikoproteing zawie-
rajacg 8 potencjalnych miejsc N-glikozylacji [http://www .
expasy.org/sprot/]. Identyfikowane sg formy biatka CD109
0 masach czgsteczkowych okoto 170 — 180 kDa, 150 i 120
kDa. Przypuszcza sie, ze forma o masie czasteczkowej 150
kDa powstaje w wyniku degradacji formy 170 — 180 kDa
[38-40], Inna hipoteza ttumaczgca wystepowanie form anty-
genu CD109 o masach czgsteczkowych 180 i 150 kDa mowi
0 alternatywnym sktadaniu eksonéw kodujgcych N-konco-
wy odcinek biatka w obrebie eksonéw ponizej pierwszego
[41]. Ponadto, biatko CD109 wykazuje wrazliwo$¢ na dzia-
tanie proteazy zaleznej od jonéw wapnia (CDP, ang. calcium
dependent protease), pod wptywem ktérej moze powstawaé
forma o masie czgsteczkowej 120 kDa [39],

Na podstawie podobiefstwa sekwencji, w tym obecnosci
motywu PYGCGEQ odpowiedzialnego za tworzenie wigza-
nia tioestrowego, antygen CD109 zalicza sie do rodziny bia-
tek AMCOM (ang. a2-macroglobulin/complement gene fnmily),
w ktérej sktad wchodzg, miedzy innymi, a2-makroglobulina
ljej ortologi (ssakow, homara, raka), sktadowe uktadu do-
petniacza (C3, C4, C5), biatko pasma cigzowego (PZP, ang.
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Rycina 3. Poréwnanie form prekursorowych betaglikanu i endogliny oraz antygenu CD109 i «2-makroglobuliny (na podstawie danych z bazy Swiss-Prot/TrEMBL:
http://lwww .expasy.org/sprot/; poréwnania sekwencji dokonano za pomocga programu Vector NTI 10.3.0).
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pregnancy zone protein), ludzkie biatko KIAA1283, szczurzy
dl-inhibitor Ill, ptasia owostatyna czy biatko ZK337.1 Ca-
enorhabditis elegans. Stopien pokrewienstwa sekwencji biat-
ka CDI109 w odniesieniu do pozostatych biatek z tej rodziny
wynosi w przyblizeniu 30%. Regiony biatka CD109 istotne z
punktu widzenia jego struktury i funkcji wydaja sie by¢ wy-
soce zachowane ewolucyjnie, a samo biatko jest prawdopo-
dobnie najstarszym pod wzgledem ewolucyjnym sposréd
ludzkich biatek z rodziny AMCOM (Ryc. 3) [20,36,41].

UDZIAL RECEPTOROW POMOCNICZYCH
TGF/? W SYGNALIZACJI KOMORKOWEJ

BETAGLIKAN

Betaglikan ma zdolno$¢ bezposredniego wigzania
wszystkich trzech izoform czynnika TGF/?wystepujgcych w
komarkach cztowieka. Poniewaz izoforma TGF/?2, w odro6z-
nieniu od dwdch pozostatych izoform, tj. TGF/?1 i TGF/?3, ma
bardzo stabe powinowactwo do receptorow TGF/? Rl i TGF/?
RII, przypuszcza sig, ze betaglikan posredniczy gtéwnie w
sygnalizacji komorkowej indukowanej przez te izoforme,
prezentujac ja receptorom. W komdrkach niewykazujacych
ekspresji betaglikanu praktycznie nie obserwuje sie efektu
stymulacji czynnikiem TGF/?2, przy jednoczesnym braku
zaburzenia funkcji inhibitoréw proliferacji i migracji komo-
rek, ktorg petnig dwie pozostate izoformy TGF/? [8,42]. Wy-
jatek stanowig komarki, w ktérych stwierdzono ekspresje
alternatywnego produktu sktadania genu TGF/? RIl okre-
Slanego jako TGF/? RIIB. Ten wariant receptora TGF/? RII
w miejscu kodonu dla reszty waliny 32 zawiera insercje o
dtugosci 75 nukleotyddw, ktora kodowana jest przez ekson
1A. Dodatkowy 26 aminokwasowy fragment wystepujacy
w sekwencji receptora TGF/? RIIB, zawierajagcy potencjalne
miejsce N-glikozylacji oraz dwie reszty cysteiny, prawdo-
podobnie odpowiada za wigzanie i transdukcje sygnatu izo-
formy TGF/?2 [43].

W domenie zewngtrzkomorkowej betaglikanu wyroz-

nia sie dwa niezalezne miejsca wiagzace izoformy TGF/?.
Jedno z nich znajduje sie w jej N-koncowej czesci, w regio-
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nie o pokrewienstwie do endogliny, za$ drugie w obrebie
motywu ZP. Cho¢ oba miejsca wigzace betaglikanu cha-
rakteryzujg sie podobnym powinowactwem do izoform
TGF/?, tj. wyzszym wobec TGF/?2 i nizszym wobec TGF/?1
czy TGF/?3, to jedynie poprzez miejsce w regionie o se-
kwencji pokrewnej do endogliny (blizej N-konhca) czyn-
nik TGF/?2 moze by¢ prezentowany receptorom TGF/? RII.
Zdolno$¢ do wigzania liganddw nie wydaje sie by¢ cecha
motywu ZP. Wykazano bowiem, ze w wigzaniu izoform
TGF/? uczestniczg reszty aminokwasowe, ktore nie petnig
istotnej funkcji w tworzeniu struktury przestrzennej cha-
rakterystycznej dla tego motywu. Pozostaje to w zgodzie
ze stosunkowo duzg zmienno$cig sekwencji motywu ZP
w biatkach, w ktérych stwierdzono jego wystepowanie.
Potwierdzajg to rowniez analizy oddziatywania betagli-
kanu z innymi czynnikami z rodziny TGF/?. Betaglikan
moze wigzac inhibine A ioddziatywac z receptorami spe-
cyficznymi dla inhibin, tj. Act RIl, Act RIIB oraz BMP RIlI.
Wykazano, ze za wiazanie TGF/? i inhibiny A odpowia-
dajg rézne reszty aminokwasowe w obrebie motywu ZP
betaglikanu [8,21,44].

Chociaz betaglikan pozbawiony domeny cytopla-
zmatycznej jest zdolny do wigzania wszystkich trzech
izoform TGF/? i tworzenia kompleksu z TGF/? RIl, to do-
mena ta wydaje sie by¢ niezbedna dla dalszego przeka-
zywania sygnatu. Model sygnalizacji TGF/? z udziatem
betaglikanu zaktada, ze betaglikan prezentuje aktywny
dimer czynnikéw TGF/? aktywnemu, tj. konstytutywnie
ufosforylowanemu dimerowi TGF/? RIl. Do utworzonego
kompleksu przytacza sie dimer TGF/? RI, ktory ulega ak-
tywacji wskutek fosforylacji przez domene katalityczng
TGF/? RIl. Ostatnim etapem, ktéry prawdopodobnie jest
niezbedny dla uruchomienia szlaku biatek R-Smad, jest
oddysocjowanie betaglikanu od kompleksu sygnalizacyj-
nego receptoréw, co mozliwe staje sie po ufosforylowaniu
domeny cytoplazmatycznej tego receptora pomocniczego
przez TGF/? RIl (Ryc. 4) [45],

Badania nad stechiometrig i kinetykg tworzenia si¢ kom-
pleksu TGF/? RIl z betaglikanem wykazaty, ze monomer be-
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Rycina 4. Udziat betaglikanu w przekazywaniu sygnatu TGF/?. Betaglikan tworzy kompleks z receptorem TGF/? RIl i posredniczy w przytaczaniu sie do niego czynnikéw
TGF/?; do powstatego kompleksu przytacza sig receptor TGF/? RI; domena katalityczna TGF/? RII fosforyluje TGF/? RI, a takze betaglikan w ich domenach cytoplazmatycz-
nych; fosforylacja betaglikanu skutkuje jego oddysocjowaniem i aktywacjg biatek R-Smad (na podstawie [45]).
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taglikanu jest zdolny do wigzania sie z dwoma dimerami
czynnika TGF/? i tagczenia sie z dwoma dimerami TGF/? RII.
Do utworzonego kompleksu sygnalizacyjnego przypusz-
czalnie przytgczajg sie nastepnie dwa dimery TGF/? RI. Po-
wyzsze dane pozwalajg sugerowac, ze betaglikan, oprocz
prezentowania ligandéw, przyczynia sie do wzmocnienia
sygnalizacji TGF/? [46,47].

Zwigzany z blong komdrkowa betaglikan moze ule-
gac proteolizie, w wyniku ktérej uwalniany jest fragment
domeny zewngtrzkomoérkowej okreSlany jako forma
rozpuszczalna betaglikanu. Zachowuje ona zdolnos$¢ do
wigzania izoform TGF/?, co moze ogranicza¢ dostepnosé
ligandéw dla receptora TGF/? RIl w wyniku ich depono-
wania w macierzy zewngatrzkomdérkowej. Badania ko-
morek nowotworowych wydajg sie potwierdza¢ udziat
rozpuszczalnej formy betaglikanu w hamowaniu sygnali-
zacji TGF/?. Wprowadzenie rekombinowanej postaci roz-
puszczalnej formy betaglikanu do komdrek nowotworo-
wych prostaty istotnie ograniczato wzrost i angiogeneze
oraz hamowato aktywno$¢ metaloproteinazy 9 macierzy
zewnatrzkomdérkowej (ang. martix metalloproteinase 9),
ktorej synteze w nowotworach prostaty indukujg czyn-
niki TGF/? [48-50],

Eickelberg i wsp. [28] prezentujg odmienny poglad w
kwestii negatywnej regulacji sygnalizacji TGF/? przez be-
taglikan. Uwazaja oni, ze to nie obecno$¢ rozpuszczalnej
formy betaglikanu w macierzy zewngatrzkomorkowej, ale
stopien glikozylacji przez reszty glikozaminoglikanéw
zwigzanego z btong komorkowa biatka jest kluczowy w
hamowaniu sygnalizacji TGF/?. Uwazajg oni, ze modyfi-
kacja ta w niektérych typach komdrek moze byé¢ czynni-
kiem przestrzennie ograniczajagcym tworzenie komplek-
sow betaglikanu z receptorami TGF/? Rl i TGF/? RII.

Fosforylacja domeny cytoplazmatycznej betaglika-
nu przez konstytutywnie aktywny receptor TGF/? RII
umozliwia oddysocjowanie betaglikanu i uruchomienie
szlaku TGF/? lub zwigzanie sie kompleksu tych recepto-
row z /?-arestyng. Rodzina /?-arestyn charakteryzuje sie
zdolnoscig do wigzania sie z aktywnymi receptorami 7-
transbtonowymi (7TM, ang. 7-transmembrane receptors),
okreslanymi tez jako receptory sprzezone z biatkami G
(GPCR, ang. G-protein coupled receptor$) i desensytyzacji
sygnatu. Receptory 7TM w kompleksie z /?-arestyng majg
zablokowane miejsce wigzania biatek G. Oddziatywanie
z [?-arestynami prowadzi wiec do zahamowania szlakow
sygnatowych biatek G, a takze do internalizacji recepto-
row i ich witaczania w przekazywanie sygnatu poprzez
inne szlaki, w tym kinaz MAPK. Flamowanie sygnalizacji
przez /?-arestyny opisane dla receptoréw 7TM obserwuje
sie takze dla szlaku TGF/?. Oddziatywanie z /?-arestyng
moze skutkowac internalizacjg kompleksu TGF/? RH/be-
taglikan i desensytyzacjg sygnalizacji TGF/? zaleznej od
biatek Smad [51-53]. Betaglikan w sposob niezalezny od
czynnika TGF/? uczestniczy w aktywacji jednego ze szla-
kéw MAPK, tj. szlaku biatka p38. Doktadna rola betagli-
kanu w fosforylacji tej kinazy nie jest jeszcze poznana.
Prawdopodobnie kluczowg funkcje w aktywacji szlaku
biatka p38 zaleznej od betaglikanu petni jego domena cy-
toplazmatyczna [54],
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ENDOGLINA

W przeciwienstwie do betaglikanu, endoglina nie wyka-
zuje zdolno$ci do bezposredniego wigzania izoform czyn-
nika TGF/? bez udziatu specyficznych dla niego receptoréw.
Endoglina tworzy kompleksy zaréwno z receptorami TGF/?
RI, jak i TGF/? Rl niezaleznie od obecnosci ligandéw. Wyso-
kie powinowactwo endogliny wobec izoformy TGF/?1 oraz
umiarkowane wobec izoformy TGF/?3wynika z przytgczania
sie tego receptora pomocniczego do czynnikéw zwigzanych
przez receptor TGF/? RIl i jest bezposrednia konsekwencja
specyficznosci tego receptora wzgledem poszczegdlnych
izoform TGF/?. Podobnie jak betaglikan, takze endoglina nie
jest receptorem pomocniczym wytgcznie izoform czynnika
TGF/?. Biatko to moze wspotdziata¢ z kompleksami sygna-
lizacyjnymi innych ligandéw z rodziny TGF/?, oddziatuja-
cych z whasciwymi dla siebie receptorami I lub Il typu, w
tym aktywiny A iczynnika BMP7 zwigzanych z receptorem
Act RIl lub Act RIIB czy czynnika BMP2 zwigzanego z re-
ceptorem Alk3 lub Alk6 [55].

Endoglina wigze sie z receptorami TGF/? RI i TGF/? RII
zarowno poprzez domene cytoplazmatyczng, jak i domene
zewngtrzkomérkowsa. Dla oddziatywania endogliny z re-
ceptorem TGF/? RIl, w przeciwienistwie do TGF/? RII, istotny
jest stan fosforylacji jego domeny cytoplazmatycznej. Endo-
glina przytaczy¢ moze sie wyltgcznie do receptora TGF/? RI
pozostajagcego w konformacji nieaktywnej, czyli gdy jego
region regulatorowy bogaty w reszty glicyny i seryny pozo-
staje nieufosforylowany. Zaréwno TGF/? RI, jak i TGF/? RII
wykazuja zdolnos$¢ do fosforylacji domeny cytoplazmatycz-
nej endogliny. Fosforylacja endogliny skutkuje obnizeniem
poziomu konstytutywnej fosforylacji receptora TGF/? RII.
Domena cytoplazmatyczna endogliny po ufosforylowaniu
przez TGF/? Rl oddysocjowuje od domeny katalitycznej tego
receptora, co prawdopodobnie ma miejsce w obecnosci li-
gandu (Ryc. 5). Konsekwencja oddziatywan TGF/? Rl i TGF/?
RIl z endogling jest wzrost poziomu ufosforylowanej for-
my biatka Smad2. Nie stwierdzono natomiast, by endoglina
wptywata na poziom aktywacji drugiego z biatek R-Smad
specyficznych dla receptora TGF/? RI, tj. biatka Smad3, co
wskazuje na udziat tego receptora pomocniczego w modu-
lowaniu sygnalizacji TGF/? [22],

Endoglina, podobnie jak betaglikan, moze oddziatywac z
[?-arestyna, co prowadzi do jej internalizacji. Kluczowag role
w tworzeniu kompleksdw endogliny z /?-arestyng odgrywa
fosforylacja reszty treoniny 650 tego receptora pomocnicze-
go. Fosforylacja endogliny umozliwiajaca jej internalizacje
jest wynikiem aktywnosci kinazowej receptoréow TGF/? RII
i Alki. Endoglina, tworzgc kompleks z /?-arestyng, hamu-
je, stymulowang przez czynnik TGF/?1, aktywacje szlaku
MAPK/ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase), a
posrednio ma takze wptyw na subkomoérkowsq lokalizacje
ufosforylowanej formy ERK [56,57].

CD109
Antygen CD109 wykazuje wysokie powinowactwo do
izoformy TGF/?1, nieco stabsze do izoformy TGF/?3 oraz

prawie zupeiny brak oddziatywania z izoformg TGF/?2
[19,42,58-60]. Wigzanie TGF/?1 z formami antygenu CD109
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Rycina 5. Udziat endogliny w transdukcji sygnatu TGF/). Endoglina przytgcza sie zaréwno do receptora TGF/? RII, jak i TGF/? RI, oddziatujac z domeng zewngtrzkomérko-
wg oraz domeng cytoplazmatyczng kazdego z receptoréw; wigzanie endogliny z TGF/? RIl jest niezalezne od jego aktywacji, natomiast w przypadku TGF/? RI ma miejsce
wytacznie, gdy receptor ten znajduje sie w konformacji nieaktywnej; TGF/? RIl w kompleksie z endogling fosforyluje TGF/? RI; receptory TGF/? RIl i TGF/? Rl maja zdolnos$¢
do fosforylacji endogliny; ufosforylowanie endogliny przez TGF/? Rl prowadzi do oddysocjowania jej domeny cytoplazmatycznej (na podstawie [22]).

0 masach czasteczkowych 180 i 150 kDa zachodzi w szero-
kim spektrum pH i nie jest zaktdcane po uwolnieniu tego
biatka z powierzchni komoérki w wyniku dziatania PI-PLC.
Pozwala to sugerowac, ze antygen CD109 jest modulatorem
dostepnosci izoform czynnika TGF/? dla receptoréw uczest-
niczacych w przekazywaniu sygnatu przez te cytokine
[37,58].

Podobnie jak antygen CD109, takze inne biatka z rodziny
AMCOM, w tym a2-makroglobulina, oddziatujg z czynni-
kiem TGF/?. Powinowactwo n2-makroglobuliny do izoformy
TGF/?1 jest wyzsze w pordwnaniu z TGF/?2, analogicznie jak
ma to miejsce w przypadku antygenu CD109. a2-makroglo-
bulina wystepuje w osoczu, gdzie prawdopodobnie petni
funkcje rezerwuaru iprzenosnika czynnika TGF/?. Wigzanie
czynnika TGF/? przez to biatko hamuje stymulacje recepto-
row TGF/?, lecz jest procesem w peini odwracalnym. Za wig-
zanie izoformy TGF/?1 przez fl2-makroglobuling odpowiada
region miedzy 718 a 733 resztg aminokwasowg bogaty w
reszty hydrofobowe. Ten 16-aminokwasowy fragment znaj-
duje sie w poblizu regionu wykazujgcego powinowactwo do
enzymoéw proteolitycznych, okreslanego bait region (,,region
przynety"). Region ten pokrywa sie z miejscem wigzacym
czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego BB (PDGF-BB,
ang. platelet-derived growth factor BB) oraz czynnik wzrostu
nerwow /? (NGF-/?, ang. nerve growth factor-f) [61-63].
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Poréwnanie sekwencji antygenu CD109 i a2-makro-
globuliny wskazuje na istnienie szeregu regionéw 0 wy-
sokim stopniu podobieAstwa. Opisane przez Webb i wsp.
[62] miejsce wigzgce czynnik TGF/?1 w strukturze n2-makro-
globuliny wystepuje w jednym z takich regionéw. Motyw
sekwencyjny a2-makroglobuliny, o dtugosci 16 aminokwa-
sow, odpowiedzialny za przytaczanie TGF/?1 nie jest w
petni identyczny z odpowiadajacym mu regionem biatka
CD109, jednakze sekwencje po stronie N-konca cechuja sie
identycznoscia, a po stronie C-konica wysokim stopniem po-
dobienstwa [http:/ / www.expasy.org/sprot/].

Biatko CD109 ma zdolno$¢ nie tylko oddziatywania z
izoformami TGF/?, ale i tworzenia heterokompleksow z
receptorami TGF/? Rl i TGF/? RIl o masie czasteczkowej w
zakresie 200-300 kDa. Wigzanie sie TGF/? Rl i TGF/? RIl z
antygenem CD109 jest niezalezne od obecnosci czynnika
TGF/?. Oddziatywanie CD109 z receptorem TGF/? RII nie
powoduje zmiany poziomu jego autofosforylacji. Ponad-
to, gdy receptor CD109 nie oddziatuje z izoformami TGF/?,
dochodzi do jego wigzania z innym receptorem pomocni-
czym, tj. betaglikanem. Oddziatywanie antygenu CD109 z
izoformg TGF/?1 nie powoduje zasadniczego zmniejszenia
poziomu tego biatka na powierzchni komérki, co odrdznia
go od TGF/? RI, TGF/? RII czy betaglikanu. Oddziatywanie
CD109 z czynnikiem TGF/? w istotny spos6b wptywa na
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hamowanie fosforylacji biatek efektorowych ich szlaku sy-
gnalizacyjnego, tj. biatek R-Smad. Pozwala to przypuszczac,
ze receptor CD109, poprzez wigzanie izoform TGF/, moze
ogranicza¢ ich dostepnos¢ dla receptorow TGF/1 RI i TGF/1
RII [20,58,59,64].

BIOLOGICZNE FUNKCJE RECEPTOROW
POMOCNICZYCH TGF?

BETAGLIKAN

Synteze betaglikanu obserwuje sie w réznych typach
komorek. Wysoki wskaznik letalnosci embrionéw mysich
o fenotypie betaglikarG' sugeruje, ze ekspresja genu ko-
dujgcego to biatko jest niezbedna dla prawidtowego prze-
biegu embriogenezy. Najistotniejsze defekty w prawidto-
wym réznicowaniu sie komérek i rozwoju tkanek zaob-
serwowano w sercu i watrobie, stwierdzajac jednoczesnie
zaburzenia hematopoezy, ktdra w okresie rozwoju em-
brionalnego ma miejsce przede wszystkim w watrobie.
Betaglikan wydaje sie by¢ niezbedny dla prawidtowego
wyksztatcenia sie przegrody serca w wyniku przemia-
ny komorek epitelialnych w mezenchymatyczne [65,66].
Jego podwyzszong synteze stwierdzono takze w procesie
réznicowania sie komadrek mies$ni szkieletowych [67], Ob-
nizenie poziomu betaglikanu zidentyfikowano w nowo-
tworach, miedzy innymi, nerek, piersi, jajnikéw, btony
Sluzowej trzonu macicy. Konsekwencjg jest zaburzenie
prawidtowej sygnalizacji stymulowanej przez czynniki z
rodziny TGF/?, co prowadzi¢ moze do niekontrolowanej
proliferacji komorek oraz nabywania przez nie fenotypu
ztos$liwego [50,68-70].

ENDOGLINA

Znaczenie endogliny udokumentowane zostato w
rozwoju embrionalnym i waskulogenezie. Najwyzszg
synteze tego biatka stwierdza sie w komorkach $rod-
btonka naczyn krwionos$nych, co wigze sie bezposrednio
z jego udziatem w angiogenezie oraz procesach od niej
zaleznych [71-75]. Mutacje genu kodujacego endogline
sq przyczynag wrodzonej naczyniakowato$ci krwotocz-
nej, zwanej tez zespotem Rendu-Oslera-Webera typu |
(HHT1, ang. hereditary hemorrhagic telangiectasia type I).
Jest to schorzenie autosomalne dominujace, ktére obja-
wia sie dysplazjg naczyn krwionos$nych, gtéwnie naczyn
wiosowatych [34,76]. Zwiekszong synteze endogliny ob-
serwuje sie w $rédbtonku naczyn nowotwordw takich
narzaddw, jak jelito grube, mdzg, ptuca, prostata, piersi
czy szyjka macicy. Jest to najprawdopodobniej zwigza-
ne z powstawaniem naczyn krwionos$nych, ktére umoz-
liwig rozwdj i funkcjonowanie proliferujgcych komadrek
nowotworowych, a takze stanowig potencjalng droge ich
przerzutowania. Ocena poziomu endogliny w wycinkach
zmian patologicznych moze mie¢ znaczenie diagnostycz-
ne i prognostyczne, podobnie jak badanie poziomu tego
biatka w surowicy, ktéry jest podwyzszony u pacjentow
ze zdiagnozowang chorobg nowotworowg. Postuluje
sie wykorzystanie przeciwciatl skierowanych przeciwko
endoglinie w scyntygrafii nowotworéw oraz terapiach
ukierunkowanych na blokowanie tworzenia sie naczyn
krwionos$nych [77,78],
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CD109

Dotychczasowe doniesienia na temat ekspresji antyge-
nu CD109 wskazujg na wystepowanie tego biatkach w ko-
morkach mioeptelialnych gruczotu mlekowego, Slinianek i
gruczotéw tzowych oraz w komorkach podstawnych pro-
staty. Jednocze$nie stwierdzono brak syntezy CD109 w in-
nych komérkach budujacych te gruczoty, w tym komérkach
przewodowych, pecherzykowych czy wydzielniczych [79].
Brak produkcji antygenu CDI109 wykazano takze w przy-
padku limfocytow czy ptytek krwi. Jednakze aktywacja lim-
foblastow T fitohemaglutyning w obecnosci interleukiny 2,
podobnie jak aktywacja ptytek krwi trombing, prowadzi do
syntezy tego biatka. Obecno$¢ biatka CDI109 stwierdzono
rowniez na powierzchni limfocytow izolowanych z krwi
0s6b chorych na biataczke [38],

Wysoki poziom antygenu CD109 zar6wno na poziomie
mMRNA, jak i biatka obserwuje sie w rakach ptaskonabtonko-
wych w przeciwienstwie do wiekszosci gruczolakorakéw.
Szczegoblne znaczenie wydaje sie mie¢ wysoki poziom biat-
ka CD109 w raku ptaskonabtonkowym ptuc. Niska lub brak
syntezy tego antygenu nie tylko w gruczolakoraku ptuc, ale
takze raku drobnokomoérkowym oraz wielkokomoérkowym
ptuc sugeruje, ze moze on by¢ rozpatrywany jako potencjal-
ny marker nowotwordw tego narzgdu [79-82],
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ABSTRACT

TGF/! signalling pathways apart from receptors, their ligands and intracellular effectors consist of proteins capable to bind ligands which are not
classical receptors. They do not transmit the signal directly into the cell but by their interaction with TGF/! family factors and TGF/! type | and
1l receptors can influence TGF/! cascade activity. There are three proteins characterised by such features i.e., betaglycan (TGF/! RIII), endoglin
(CD105) and antigen CD109 which are commonly called as TGF/! accessory/auxiliary receptors or TGF/! type 11l receptors. Their key function is
to modulate accessibility of ligands to TGF/! type I and Il receptors. The role of TGF/! accessory receptors has been well documented for signal
transduction via TGF/! isoforms —TGF/il, TGF/?2 and TGF/13. Each TGF/? accessory receptor has different TGF/! isoforms binding specificity and
cellular response character. TGF/! cascade is the only known cellular signalling pathway for which accessory receptors are identified until now.
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Stowa kluczowe: kinaza kreatynowa, izoenzy-
my, dimer, oktamer, mitochondrialna kinaza
kreatynowa, apoptoza

Wykaz skrotéw: AK — kinaza argininowa,
AMPK — kinaza zalezna od AMP, ANT —
translokaza nukleotydéw adeninowych, CK
—kinaza kreatynowa, CL —Kkardiolipina, CP
— fosfokreatyna, Cr — kreatyna, GK — kina-
za glikocyaminowa, HK — heksokinaza, IMP
—inozyno-5'monofosforan, LK —kinaza lom-
brycynowa, Mt-CK — mitochondrialna forma
CK, TK — kinaza taurocyaminowa, TSAC —
analogowy kompleks przejsciowy o skfadzie:
4 mM ADP, 5 mM MgCI2 20 mM Cr, 50 mM
KNOv VDAC — jonoselektywna poryna w
btonie zewnetrznej mitochondriow
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STRESZCZENIE

inaza kreatynowa (CK, EC 2.7.3.2) jest enzymem kluczowym w bioenergetyce komor-

ki, odgrywajacym wazng role w homeostazie komérkowego ATP. Intensywne badania
nad mitochondrialnymi formami CK przyczynity sie do stworzenia modelu funkcjonowania
systemu CK/CP zwanego ,,czétenkiem fosfokreatynowym®™. Model ten obejmuje nie tylko
funkcje buforujaca stezenia ATP i ADP, ale réwnoczes$nie funkcje przestrzennego transpor-
tu energii, taczacg procesy wykorzystania ATP z procesami jego syntezy, do ktérych nale-
zg glikoliza i fosforylacja oksydacyjna. Wazna role w transporcie energii odgrywa przede
wszystkim Mt-CK, ktéra petni funkcje mostu pomiedzy btonami mitochondrialnymi i funk-
cjonalnie oddziatuje z poryng VDAC oraz ANT w bliskim sasiedztwie kardiolipin. Takie
powigzanie stwarza strukturalne podstawy do zwigzku Mt-CK z transportem ATP do prze-
strzeni miedzybtonowej mitochondriéw przez ANT, a fosfokreatyny do cytoplazmy przez
poryne VDAC. Aktywna forma Mt-CK w postaci oktameru stymuluje fosforylacje oksyda-
cyjna oraz efektywnie hamuje tworzenie mitochondrialnego megakanatu. Jakakolwiek de-
stabilizacja tej struktury moze spowodowac aktywacje tancucha reakcji, ktére koncza sie
Smiercig komarki.

WPROWADZENIE - SYSTEMY FOSFAGENOWE

Wszystkie procesy zaangazowane we wzrost i metabolizm komorki wyma-
gaja naktadu energii. Podstawowym zrodtem energii w zywej komoérce jest
adenozynotrifosforan (ATP), chociaz jego stezenie w komdrce jest raczej niskie.
Wynosi ono od 2 do 5 mM i pozwala np. na skurcz mies$nia jedynie przez pare
sekund. Zwigzkiem, ktory zdecydowanie przewyzsza stezenie ATP w komdrce
jest fosfokreatyna (CP), ktdrej stezenie w mieéniu szkieletowym osigga od 20
do 35 mM. W tkankach i komérkach o wysokim zapotrzebowaniu energetycz-
nym, takich jak: miesien szkieletowy, miesien sercowy, mozg, komorki fotore-
ceptorowe, komarki organu elektrycznego u ryb oraz plemniki, zaobserwowano
wysokie stezenia fosfagendéw [1,2]. CP jest jednym z o$miu fosfagendw wyste-
pujacych w Swiecie zwierzat. Kazdy z nich posiada charakterystyczng grupe
guanidynowg i wiasny enzym, tzw. kinaze fosfagenowg. Fosfageny to zwigzki
bogatoenergetyczne, ktére wraz z kinazami fosfagenowymi tworza systemy fos-
fagenowe. Wystepowanie danego systemu jest uzaleznione od filogenetycznego
pochodzenia organizméw w grupie tkankowcow [3].

Podczas aktywacji komarki nie odnotowano znaczacej zmiany stezenia ATP,
poniewaz ATP ulega regeneracji z wysokich zasob6w CP w wyniku odwracal-
nej reakcji katalizowanej przez kinaze kreatynowg (CK). Za posrednictwem CK
grupa fosforanowa z CP przenoszona jest na ADP, czego konsekwencjg jest od-
budowa komoérkowego ATP (Ryc. 1).

Oprocz wymienionego wczesniej fosforanu kreatyny (CP), u zwierzat moz-
na wyroznic jeszcze: fosforan argininy (AP), fosforan talasminy (ThP), fosforan
glikocyaminy (GP), fosforan taurocyaminy (TP), fosforan hypotaurocyaminy
(HTP), fosforan lombrycyny (LP) oraz fosforan ofeliny (OP). System kinaza
kreatynowa/fosfokreatyna (CK/CP) dtugo uwazany byt za system wystepuja-
cy jedynie u kregowcow, jednak aktywno$é CK stwierdzono rowniez w wielu
tkankach wyzszych inizszych bezkregowcdw, a takze u wszystkich nizszych
strunowcow. System ten niespodziewanie wystepuje rdwniez u gabek, ktdre
stanowig poczatek linii tkankowcow, co dowodzi, ze system CK/CP powstat
bardzo wczes$nie w ewolucji [3,4]. System kinaza argininowa/fosfoarginina
(AK/AP) jest drugim szeroko rozpowszechnionym systemem w $wiecie zwie-
rzat. Wystepuje wytacznie u stawonogdw i mieczakéw. W tych samych tkan-
kach u wielu organizmoéw mozna spotka¢ duzg ré6znorodno$¢ wystepowania
systemow fosfagenowych. U grup, takich jak nizsze strunowce i wtorouste
bezkregowce, czesto wystepuja dwa gtdwne systemy: CK/CP oraz AK/AP, a
w grupie pierScienic mozna spotka¢ nawet siedem réznych systeméw fosfage-
nowych. Zjawisko to zwane jest fenomenem plurifosfagenowym, a wspdtist-

www.postepybiochemii.pl


mailto:gkasia@biotech.ug.gda.pl
http://www.postepybiochemii.pl

COO COO
CH, CH,
N _NH~PO; N NH,
CH: € mgaDP+ ' DS O C 4 mgatp
NH NH
fosfokreatyna kreatyna

Rycina 1. Reakcja katalizowana przez kinaze kreatynowg (CK). CK Kkatalizu-
je odwracalng reakcje przenoszenia grupy fosforanowej, regenerujac ATP lub
odbudowujac zapasy komdérkowe CP. Dlatego jest ona jednym z kluczowych
enzymoéw w bioenergetyce komérki, odgrywajacym wazng role w homeostazie
komérkowego ATP.

nienie réznych systemow fosfagenowych w jednej tkance i
jej fizjologiczne nastepstwa nadal sg obiektem badan. Bez-
kregowce i nizsze strunowce nie sg zdolne do biosyntezy
kreatyny (Cr). Mimo to, ich tkanki zawierajg wysokie ste-
zenia CP oraz CK. U tych organizmoéw Cr pochodzi praw-
dopodobnie z egzogennych zrddet, jednak mechanizm jej
zdobywania i transportu jest nadal zagadka. U kregow-
cow natomiast, nie odnotowano zadnego innego systemu
poza CK/CP [3]. Szereg wczesniejszych badan wskazuje,
ze fosfageny wystepujg wszedzie tam, gdzie majg miejsce
intensywne procesy zalezne od ATP. Dlatego tez kinazy
fosfagenowe sg enzymami kluczowymi w bioenergetyce
komdrki i odgrywaja wazna role w homeostazie komar-
kowego ATP [1].

IZOENZYMY KINAZY KREATYNOWEJ

W rodzinie genéw CK u wyzszych kregowcow zidenty-
fikowano cztery niezalezne geny jadrowe, z ktérych kazdy
koduje inng podjednostke CK, a ich ekspresja zachodzi w
réznych tkankach oraz miejscach komérki charakterystycz-
nych dla kazdego produktu genu [5,6], Te cztery geny ko-
duja biatka dwadch form cytoplazmatycznych: M-CK (forma
miesniowa, M — ang. muscle) i B-CK (forma moézgowa, B
—ang. brain) oraz dwéch form mitochondrialnych: sMt-CK
(s —ang. sarcomeric, forma charakterystyczna dla migsni) i
uMt-CK (u —ang. ubiquitous forma charakterystyczna dla
pozostatych tkanek, tzw. ,wszedobylska"). In vivo podjed-
nostki M-CK i B-CK tworzg trzy izoenzymy o strukturze

A B

Rycina 2. A — struktura dimeru CK przypominajaca ksztattem banan (ang. ba-
nana-shaped) PDB ID: 1I0E [57]; B —struktura oktameru mitochondrialnego CK
ksztattem przypominajaca szescian (ang. cube-like) ztozona z 8 identycznych mo-
nomeréw PDB ID: 1QK1 [58].
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dimeru (Ryc. 2A) i masie czasteczkowej od 80 000 do 86 000
Da. Sg to dwa homodimery: MM-CK i BB-CK oraz jeden he-
terodimer MB-CK, ktéry wykryto w sercu oraz w rozwijaja-
cych sie komoérkach miesni szkieletowych, w ktérych forma
BB-CK poprzez heterodimer MB-CK przechodzi w forme
MM-CK [1],

Formy mitochondrialne Mt-CK, w przeciwienstwie do
form cytoplazmatycznych, mogg tworzy¢ struktury okta-
meryczne (Ryc. 2B) zbudowane z 8 identycznych podjed-
nostek o masie okoto 43 000 Da [2], Formy mitochondrialne
réznig sie nie tylko sekwencjg aminokwasowa, ale takze
wiasciwosciami biochemicznymi i biofizycznymi, a szcze-
gblnie wiasciwosciami wigzania do bton mitochondrialnych
[7], 1dentyfikacja mitochondrialnych form CK data zupetnie
inny poglad na funkcjonowanie systemu CK/CP. Ustalono,
ze ATP z fosforylacji oksydacyjnej ulega przemianie do CP,
ktory tatwo dyfunduje do cytosolu. Intensywne badania
nad Mt-CK przyczynity sie do stworzenia nowego modelu
funkcjonowania systemu CK/CP, zwanego ,,cyrkulacjg CP"
(ang. CP circuit) lub ,,cz6tenkiem fosfokreatynowym™ (ang.
CP shuttle). Model ten obejmuje nie tylko funkcje buforujaca
energie, ale rownoczesnie funkcje przestrzennego transpor-
tu energii, fgczacg procesy wykorzystania ATP z procesami
jego syntezy ATP [1],

.CZOLENKO FOSFOKREATYNOWE"
- GLOWNE FUNKCJE SYSTEMU CK/CP

Tkankowo-specyficzna, subkomodrkowa lokalizacja i
funkcja izoenzyméw CK w tkankach i komérkach o wyso-
kim zapotrzebowaniu energetycznym, a rdwnoczes$nie mo-
lekularna struktura mitochondrialnej formy CK, wskazuja
na niezwykle wazng fizjologiczng role systemu CK/CP w
bioenergetyce komarki. Pierwszg funkcjg systemu CK/CP,
ogoblnie zaakceptowana i najczesciej cytowana, jest funkcja
buforujaca stezenia ATP i ADP w komdrce. Zgodnie z tym
modelem CP i kreatyna (Cr) jedynie zastepowaty Sciezki
dyfuzji ATP i ADP, sugerujac ,,model dyfuzji utatwionej",
zaproponowany przez Meyer i wspbtpracownikow [8], Jed-
nak model ten nie obejmowat podziatu wewngtrzkomorko-
wego izoenzymdw CK, jak rowniez funkcjonalnego zwigz-
ku izoenzymdéw CK z glikoliza, fosforylacjg oksydacyjna
oraz komoérkowymi ATP-azami.

Dalsze badania wskazywaty na drugg wazng funkcje tego
systemu, a mianowicie —funkcje transportu energii, zwang
takze funkcja przestrzennego bufora energii. Uwzgledniata
ona, nie tylko funkcje buforujaca, ale réwniez zwigzek cyto-
plazmatycznych izoenzyméw CK z glikolizg i z komorko-
wymi ATP-azami, a form mitochondrialnych CK z fosfory-
lacja oksydacyjng. W modelu tym, CP petni funkcje no$nika
energii, ktory tgczy miejsca syntezy ATP z miejscami jego
wykorzystania poprzez izoenzymy CK zlokalizowane w
odpowiednich czesciach komérki. W 1992 roku Wallimann
i wspdipracownicy [1] zaproponowali model funkcjonowa-
nia systemu CK/CP, zwany ,czo6tenkiem fosfokreatyno-
wym™", fgczacy wszystkie wazne jego funkcje.

Model ,,czbétenka fosfokreatynowego" przedstawia ry-

cina 3. Mt-CK w postaci oktameru zlokalizowana jest w
przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw i oddziatuje
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z dwoma biatkami transbtonowymi: translokazg nukleoty-
dow adeninowych (ANT) w bionie wewnetrznej i poryna
VDAC w blonie zewnetrznej. W takim kompleksie biatko-
wym Mt-CK katalizuje reakcje przenoszenia grupy fosfo-
ranowej z ATP pochodzacego z fosforylacji oksydacyjnej
na Cr. W ten spos6b powstaje CP, ktéra transportowana
jest przez poryne VDAC do cytoplazmy. W cytoplazmie
natomiast formy CK w postaci dimeru mogg by¢ funkcjo-
nalnie zwigzane z glikolizg (CKg), wykorzystujagc ATP z
fosforylacji substratowej do produkcji CP, ktéra transpor-
towana jest do miejsc bogatych w ATP-azy. Formy (CKa)
wystepuja w sasiedztwie ATP-az miozynowej, wapniowej,
sodowo-potasowej lub w plemnikach —dyneinowej. Tam
gtdwnie uczestniczg w regeneracji ATP. Formy cytopla-
zmatyczne (CKc), tzw. wolne, sg rozpuszczone w cytosolu;
ich zadaniem jest utrzymanie w rownowadze stezeh CP i
Cr oraz ATP i ADP.

Odkad zaczeto bra¢ pod uwage funkcje transporto-
wg systemu CK/CP, pojawity sie rozwazania na temat
korzysci dyfuzji CP i Cr. Sa one lepszymi czasteczkami
transportujagcymi energie od ATP i ADP dlatego, ze sg
mniejsze i maja nizszy tadunek ujemny od nukleotydow
adeninowych. Potwierdzono, ze zasieg dyfuzji CP i Cr jest
znacznie wiekszy od ATP i ADP (57 i 37 pm), a ADP, z
zasiegiem wynoszacym tylko 1.8 pm, jest najbardziej ogra-
niczong dyfuzyjnie czasteczkg ze wszystkich wyzej wy-
mienionych. Jednak mata dyfuzyjnos$¢ nukleotydow ade-
ninowych nadal wystarcza do transportu energii w bardzo
matych lub strukturalnie wyspecjalizowanych komaérkach.
Przyktadem sg mies$nie skrzydet owaddw, ktére zdol-
ne sg do ekstremalnie wysokiej produkcji energii, mimo
braku mitochondrialnych form kinaz fosfagenowych. W
tych wyspecjalizowanych mieéniach gesto upakowane
mitochondria sg Sci$le potagczone z miofibrylami, w taki
sposoOb, ze odlegto$¢ miedzy mitochondriami a miofibry-
lami jest bardzo mata. Funkcja transportowa okazata sie
szczegO6lnie wazna w komoérkach o wysokiej polaryzacji,
takich jak komaérki fotoreceptorowe i plemniki, gdzie ogra-
niczenia dyfuzyjne nukleotydéw adeninowych mogga by¢
ominiete dzieki systemowi izoenzyméw CK [1]. W takich
komorkach miejsca syntezy ATP (mitochondria zawiera-
jace Mt-CK) sg oddalone od miejsc jego wykorzystania na
ok. 50 pm w komérkach fotoreceptorowych, a nawet 100
pm w plemnikach [9]. Badania ewolucyjne nad budowga
plemnikéw wskazuja, ze aktywno$¢ CK jest od 10 do 100
razy wyzsza w plemnikach o prymitywnej budowie, niz
w plemnikach o zaawansowanej budowie. Te pierwsze sg
charakterystyczne dla zaptodnienia zewnetrznego i zalez-
ne gtdwnie od metabolizmu tlenowego. Charakteryzuja sie
dtuga witka i mitochondriami znajdujgcymi sie gtéwnie w
gtéwce plemnika. W tych komoérkach dystans pomiedzy
syntezg ATP a jego wykorzystaniem przez mikrotubule
axonemy, petnigce funkcje ATP-azy dyneinowej, jest duzy.
Poniewaz dyfuzja nukleotydéw adeninowych w tych ko-
maorkach jest szczeg6lnie ograniczona, a CP i Cr wydajg sie
znacznie lepszymi czgsteczkami transportowymi, system
CK/CP w plemnikach ma duze znaczenie [1,10].

Komoérki fotoreceptorowe, podobnie jak plemniki, wy-

kazujg silng polaryzacje. Synteza ATP odbywa sie w seg-
mencie wewnetrznym, podczas gdy wiele reakcji odpo-
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wiedzialnych za fototransdukcje odbywa sie w segmencie
zewnetrznym. Segmenty oddzielone sg od siebie na dos¢
znaczng odlegtos¢, a dodatkowo waski kanat taczacy seg-
menty redukuje dyfuzje. Obecno$é form mitochondrialnych
i cytoplazmatycznych oraz stosunkowo wysoki poziom
CP wskazuje, ze system CK/CP zaangazowany jest row-
niez w bioenergetyke widzenia [1,11]. Dodatkowo, Mt-CK
w siatkéwce ulega do$¢ pézno ekspresji podczas rozwoju
embrionalnego kurczaka i moze by¢ dobrym markerem
réznicowania sie komorek fotoreceptorowych [12]. System
CK/CP daje wiec mozliwo$¢ ominiecia ograniczen dyfuzji
nukleotydow adeninowych, szczegdélnie w komdrkach o

Cr o] CPW

glikoliza

Rycina 3. ,,Czdtenko fosfokreatynowe" w tkankach o wysokim zapotrzebowaniu
energetycznym na podstawie schematu z publikacji [1], Oktamer Mt-CK w kom-
pleksie z VDAC i ANT katalizuje reakcje przenoszenia grupy fosforanowej z ATP
pochodzacego z fosforylacji oksydacyjnej na Cr. Powstata w ten sposéb CP trans-
portowana jestdo cytoplazmy. W cytoplazmie formy CK w postaci dimeru moga
by¢ zwigzane z glikoliza (CKg), wykorzystujac ATP z fosforylacji substratowej do
produkcji CP, ktéra transportowana jest do miejsc bogatych w ATP-azy. Formy
(CKa) wystepuja w sasiedztwie ATP-az, miozynowej, wapniowej, sodowo-pota-
sowej lub w plemnikach — dyneinowej. Tam gtéwnie uczestnicza w regeneracji
ATP. Formy cytoplazmatyczne (CKc), tzw. wolne, sg rozpuszczone w cytosolu;
ich zadaniem jest utrzymanie w rownowadze stezeh CP i Croraz ATP i ADP. BW
—btona wewnetrzna, BZ —btona zewnetrzna.
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wysokiej polaryzacji, wykorzystujagc CP i Cr jako nos$niki
energii pomiedzy mitochondriami a miejscami bogatymi w
ATP-azy.

Stezenie CP i Cr, aktywno$¢ catkowita CK oraz lokali-
zacja i proporcje izoenzymdw CK Scisle zalezg od rodzaju
tkanki ijej fizjologicznego zapotrzebowania oraz gatunku.
W miesniach glikolitycznych, odpowiedzialnych za szyb-
kie skurcze, przewaza funkcja buforujaca systemu CK/CP.
Zaobserwowano tam bardzo wysokie zasoby CP oraz wy-
jatkowo wysokga ekspresje genu cytoplazmatycznej formy
CK (CKQg), znajdujacej sie w bliskim sgsiedztwie enzymow
odpowiedzialnych za glikolize. W mies$niach oksydacyj-
nych, o wolnych skurczach oraz miesniu sercowym, prze-
waza funkcja transportowa systemu CK/CP. Odzwiercie-
dla to nizszy poziom CP oraz CKc, a stosunkowo wyzszy
Mt-CK, funkcjonalnie zwigzanej z fosforylacjg oksydacyj-
ng. W mieéniu sercowym warto$¢ Mt-CK oszacowano na
ponad 30% aktywnos$ci catkowitej CK. Dla poréwnania, w
miesniach glikolitycznych warto$¢ Mt-CK stanowi tylko
4%. Ekspresja genow danych form CK zalezy od metabo-
licznych potrzeb komdérki, od rodzaju i organizacji tkanki.
W zwigzku z tym, w pewnych tkankach preferowana be-
dzie funkcja transportowa, a w innych funkcja buforuja-
ca systemu CK/CP. Dlatego w miedniach oksydacyjnych,
miesniu sercowym, jak réwniez w plemnikach i komor-
kach fotoreceptorowych funkcja transportowa systemu
jest wyraznie uzasadniona [1,13].

Kolejng bardzo wazng funkcjg systemu CK/CP jest za-
bezpieczenie przed wzrostem stezenia wewngatrzkomor-
kowego ADP, i w konsekwencji, zapobieganie inaktywacji
komérkowych ATP-az oraz utracie nukleotydéw adenino-
wych. W mieéniu zaobserwowano 5-10% MM-CK zwiaza-
nej z prazkiem M w miofibrylach. Wysoki poziom CK re-
guluje réwniez reakcje kinazy adenytanowej. Efektem tego
jest utrzymanie odpowiednich zasob6éw nukleotydéw ade-
ninowych w komorce. Podczas regeneracji ATP, CK jako
substraty wykorzystuje produkty komdrkowych ATP-az,
czyli ADP ijony H+ W ten sposdb CK zapobiega lokalnemu
zakwaszeniu w poblizu komérkowych ATP-az oraz wzro-
stowi stezenia ADP. W przeciwnym razie, po serii przemian
enzymatycznych, nastapitby spadek nukleotydéw adenino-
wych, co jest niebezpieczne dla komdrki. ADP ulega wtedy
przemianie do ATP i AMP za pos$rednictwem kinazy ade-
nytanowej, nastepnie z AMP powstaje IMP i amoniak przy
udziale dezaminazy AMP, a IMP, tak jak AMP, ulega defos-
forylacji przez 5'-nukleotydaze. W wyniku tych przemian
powstaje adenozyna i inozyna, ktore tatwo przechodza
przez biony. Dlatego enzymatyczna reakcja CK podczas
aktywacji komorki zabezpiecza przed wzrostem wolnego
ADP, ktére w przeciwnym razie mogtoby hamowaé pro-
cesy zalezne od ATP i, dodatkowo, spowodowatoby utrate
nukleotydéw adeninowych poprzez aktywacje kinazy ade-
nytanowej, dezaminazy AMP oraz 5'nukleotydazy [1].

Jednak podczas dtugotrwatej i wyczerpujacej pracy mie-
$ni obserwowany wzrost AMP jest przyczyng aktywacji Ki-
nazy zaleznej od AMP (AMPK). Aktywno$¢ AMPK rosnie
w wyniku metabolicznego stresu wywotanego ekstremal-
nym zapotrzebowaniem komdrek miesniowych na ATP.
AMPK hamuje wiele szlakéw biosyntezy, inaktywujac en-
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zymy poprzez ich fosforylacje, a jednoczes$nie stymuluje
wiele procesow katabolicznych, przyktadowo —utlenianie
kwaséw ttuszczowych oraz transport glukozy [14]. Ponti-
cos i wspoétpracownicy [15] zaproponowali nowy model
regulacji AMPK, w ktérym aktywacja AMPK nastepuje nie
tylko w wyniku spadku stosunku ATP/AMP, ale takze w
wyniku spadku stosunku CP/Cr. Wykazali réwniez, ze
AMPK moze hamowac¢ aktywno$¢é miesniowej formy MM-
CK poprzez jej fosforylacje. Wzajemne oddziatywanie tych
dwdch kinaz wydaje sie¢ prawdopodobne. Jednakze system
zaproponowany przez Ponticos i wspotpracownikéw nie
zostat powszechnie zaakceptowany. W po6zniejszych bada-
niach zakwestionowano hamujacy wptyw CP na aktywno$¢
AMPK oraz silne i bezposrednie oddziatywanie AMPK z
CK [16,17]. Kwestia zwigzku AMPK i CK nadal wymaga
wyjasnienia. Mimo to, nie mozna wykluczy¢ zjawiska fos-
forylacji CK przez AMPK [15,17].

Model ,,cz6tenka fosfokreatynowego" reprezentuje waz-
ny z fizjologicznego punktu widzenia system. CK zwigzana
z retikulum sarkoplazmatycznym jest niezbedna do efek-
tywnego dziatania pomp jonowych, a szczegdlnie pompy
wapniowej. Prawdopodobnie, rola CK w homeostazie jo-
néw wapniowych w aktywnych komérkach jestjedng z klu-
czowych funkcji systemu CK/CP [18]. Dowiedziono tego,
badajac transgeniczng mysz z wytgczong ekspresjg genow
form MM-CK i Mt-CK. Jej mie$nie wykazywaty problemy z
pracg i gospodarkg wapniowg. Zaktdcona rownowaga jono-
wa, przede wszystkim jonéw wapnia, moze prowadzi¢ do
chronicznego jego wzrostu w cytosolu [19].

Wyzej wymienione funkcje oraz model ,,czétenka fosfo-
kreatynowego" przy udziale izoenzymoéw CK spetnia wy-
magania wysoce zorganizowanego systemu buforujgcego
i transportujagcego energie. Rownoczes$nie spetnia funkcje
systemu regulujacego i kontrolujgcego stosunek ATP/ADP
w komdrce. W cytoplazmie CK pos$rednio zwigksza wydaj-
nos$¢ hydrolizy ATP przez utrzymanie wysokiego lokalnego
stosunku [ATP]/[ADP] w sasiedztwie komoérkowych ATP-
az. Z kolei wspotdziatanie Mt-CK, ANT i VDAC znacznie
poprawia wydajno$¢ mitochondrialnej wymiany energii.
Energia swobodna z hydrolizy ATP jest bezpos$rednio ,,.kon-
serwowana" w postaci CP, ktéra nie jest juz substratem dla
ANT. Translokaza ANT, wysycona ADP, gotowa jest do na-
stepnej reakcji wymiany ATP z ADP. Wszystko to prowadzi
do stymulacji fosforylacji oksydacyjnej przez utrzymanie
relatywnie niskiego stosunku [ATP]/[ADP] w macierzy mi-
tochondrialnej [1].

STRUKTURA MOLEKULARNA Mt-CK

Bogatoenergetyczny fosforan w postaci CP po raz pierw-
szy zostat odkryty w 1928 roku w miesniach i poczatkowo
uwazany byt za bezposrednie zrédto energii dla pracy mie-
$ni [20], Jednak w 1934 roku Lohman odkryt enzym — ki-
naze kreatynowg i wykazat, ze grupa fosforanowa z CP
przenoszona jest na ADP, w wyniku czego nastepuje rege-
neracja ATP [21]. ATP zostat potem uznany za uniwersalne
zrédto energii we wszystkich zywych organizmach [22]. Po
raz pierwszy CK oczys$cit w 1954 roku Kuby i wspdtpracow-
nicy. Od tej pory, przez wiele lat, CK uwazana byta jedynie
za enzym spetniajacy funkcje buforujgcg poziom ATP w ko-
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morce [23]. Odkrycie form mitochondrialnych i wykazanie
funkcjonalnego zwigzku Mt-CK, ANT iporyny VDAC dato
nowy poglad na funkcjonowanie systemu CP/CK. Otrzy-
mane ostatnio krystaliczne struktury Mt-CK oraz BB-CK
w promieniach Rentgena rzucajg nowe $wiatto na wazne
funkcjonalne aspekty systemu CK/CP zaangazowanego w
przeptyw energii. Szczeg6towa analiza strukturalno-funk-
cjonalna pozwolita na uzupetnienie wiedzy dotyczacej mo-
lekularnej fizjologii enzymoéw, ich miejsc katalitycznych i
mechanizméw wigzania substratow, rdwnowagi oktamer/
dimer, a takze oddziatywan z btonami mitochondrialny-
mi i znajdujgcymi sie w niej biatkami — poryng VDAC i
ANT. Pierwsze proby krystalizacji form cytoplazmatycz-
nych siegajg juz lat 50. XX wieku, mimo to satysfakcjonujaca
strukture krystaliczng otrzymano dopiero w 1996 roku w
laboratorium Wallimanna, wykorzystujagc Mt-CK z miesni
kurczaka [24],

Monomer Mt-CK zbudowany jest z matej N-koncowej
domeny (domena I) i drugiej, wiekszej C-koncowej dome-
ny (domena IlI) z miejscem wigzania ATP zlokalizowanym
w szczelinie pomiedzy dwiema domenami [25], Strukture
oktameru utrzymuja liczne oddziatywania jego monome-
réw. Oktamery sa catkiem stabilne, a dysocjacja do dime-
réw po rozciefczeniu trwa zwykle od kilku godzin do kilku
tygodni. Proces dysocjacji moze by¢ przyspieszony przez
dodanie odpowiednich substratéw tworzgcych analogowy
kompleks przejsciowy TSAC (ang. Transition State Analo-
gue Complex), ktéry redukuje czas dysocjacji do minut [26],
Dimery wszystkich izoenzymdw CK sg bardzo stabilne.
Z tych informacji nasuwa sie wniosek, ze oktamer tworzg
bloki dimerow oparte na wielu oddziatywaniach pomiedzy
monomerami w takich warunkach, w ktorych oddziaty-
wania monomer-monomer tworzace dimer sg wazniejsze i
silniejsze, niz oddziatywania utrzymujgce razem dimery w
strukturze oktameru. Udowodniono udziat Trp 206 w stabi-
lizacji dimerow, ktéry potozony jest w rejonie kontaktowym
monomer-monomer. Natomiast Trp 264 zlokalizowany po-
miedzy dimerami odpowiedzialny jest za oddziatywania
dimer-dimer, czego dowodem jest duzy spadek fluorescen-
cji tego tryptofanu w wyniku dysocjacji oktameru do dime-
row z udziatem substratéw TSAC. Z kolei Trp 223 i Cys 278
odgrywajg kluczowe role w miejscu aktywnym dla aktyw-
nosci enzymu [25,27],

MOTYWY WIAZACE Mt-CK DO BLON
MITOCHONDRIALNYCH

Chociaz zwigzek Mt-CK, ANT iporyny zostat wykazany
na funkcjonalnym poziomie [1], dtugo nie uzyskiwano bez-
posrednich dowoddéw na strukturalne oddziatywania tych
trzech elementéw in vivo. Wkrétce zaobserwowano specy-
ficzne, fizyczne oddziatywanie poryny i Mt-CK regulowane
przez jony wapnia. Wskazywato to na fizjologiczng regula-
cje formowania tego kompleksu [28], Natomiast nie odnoto-
wano zadnych bezposrednich oddziatywan z ANT, chociaz
wiadomo o duzym powinowactwie zaréwno ANT, jak Mt-
CK do kardiolipin (CL), znajdujacych sie w wewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej [7], Przez dtugi czas nie byto wiadomo
doktadnie, ktéra czes$é struktury oktameru zaangazowana
jest w oddziatywanie z CL w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej. Dtugo uwazano, ze strukturg tg jest N-koniec, ze
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wzgledu na obecno$¢ aminokwaséw o tadunku dodatnim
i silnie zachowany w ewolucji cigg sekwencji, charaktery-
styczny dla wszystkich mitochondrialnych form CK. Jednak
badania krystalograficzne wykazaty, ze N-koniec schowany
jestwewnatrz oktameru, co wyklucza jego oddziatywanie z
btonami (Ryc. 4) [29]. Dodatkowo, heptapeptyd na N-kon-
cu peini raczej wazng funkcje w formowaniu i stabilizacji
oktamerycznej czasteczki [30]. Oddziatywania dimer-dimer
mogg mie¢ duze znaczenie w przejSciach dimer-oktamer in
vivo, co moze regulowac¢ formowanie miejsc kontaktowych,
atakze fosforylacje oksydacyjna. Khuchua iwspo6tpracowni-
cy w 1998 roku wykazali, uzywajac Mt-CK z miesni myszy,
ze substytucja na N-koncu aminokwaséw o tadunku dodat-
nim na aminokwasy obojetne wyraznie zaktéca rownowage
oktamer-dimer w kierunku tworzenia dimeru [31].

Wczesniej tylko przypuszczano, ze domeng oddziatu-
jaca z btong wewnetrzng jest ruchomy C-koniec oktameru
[25]. Dopiero Schlattner i wspotpracownicy w 2004 roku
udowodnili, ze C-koniec oktameru, a szczegdlnie trzy
reszty lizyny, determinujg silne powinowactwo oktameru
do kardiolipin [32], Model rozmieszczenia Mt-CK, poryny
VDAC itranslokazy ANT przedstawia rycina 4. Kardiolipi-
ny petnig funkcje tgcznika w formowaniu funkcjonalnego
kompleksu pomiedzy Mt-CK i ANT, a struktura oktameru
jest waznym czynnikiem determinujgcym jego powstanie.
C-koniec jest sekwencjg spetniajgcg wszystkie kryteria, w
ktérej akumulacja 6 lub 7 zasadowych aminokwaséw na-
daje temu fragmentowi tadunek dodatni i réwnoczes$nie
jest dobrze wyeksponowana na powierzchniach wigzacych
struktury oktameru (Ryc. 4). Sekwencja ta prawdopodobnie
bierze udziat w wigzaniu do bton mitochondrialnych, gdzie
gtownie elektrostatyczne oddziatywania przewazajg nad
hydrofobowymi. W tym modelu Mt-CK petni funkcje mo-
stu pomiedzy btonami mitochondrialnymi, funkcjonalnie
oddziatujgc z ANT i poryng VDAC w bliskim sgsiedztwie
kardiolipin/fosfolipidow. Dodatkowo, zaobserwowano, ze
miejsca kontaktowe bogate sg w poryny VDAC, ANT oraz,

ADP ADP

Rycina 4. Przedstawienie topologii Mt-CK i ANT, gdzie C-koniec oktameru Mt-
CK i ANT potozone sg w bliskim sgsiedztwie przez zwigzanie do wspdélnych kar-
diolipin w wewnetrznej btonie mitochondrialnej [32]. Na rysunku schematycznie
zaznaczono gtdwny motyw wiagzacy w Mt-CK (C-koniec) oraz sekwencje N-koA-
ca ukryta wewnatrz struktury oktameru [29].
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co najwazniejsze, w oktamer Mt-CK. Takie powigzanie
stwarza strukturalne podstawy do zwigzku funkcjonalnego
Mt-CK z transportem ATP do przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriow przez ANT, a CP do cytoplazmy przez po-
ryne VDAC [25,29,32],

Mt-CK U BEZKREGOWCOW

Badania sugerujg, ze w strukturze genomowej rodziny ge-
néw CK nastgpity dwie specyficzne duplikacje genu. Pierw-
sza duplikacja data poczatek genom mitochondrialnym i
cytoplazmatycznym, ktdra miata miejsce przed dywergen-
cja pierwo- i wtéroustych. Wynika z tego, ze oktameryzacja
przypuszczalnie nie jest zaawansowang cechg. W wyniku
drugiej duplikacji powstaty dwie formy cytoplazmatyczne,
M-CK i B-CK, oraz dwie formy mitochondrialne, sMt-CK i
uMt-CK [33,34]. Obecnie kwestia ewolucji genéw CK, du-
plikacji i dywergencji jest nadal weryfikowana. Najnowsza
analiza drzew filogenetycznych i struktury genomu wska-
zuje, ze prawdopodobnie mitochondrialno-podobny gen
CK jest wsp6lnym przodkiem dla izoenzyméw CK, a takze
enzymow nalezacych do innych systemow fosfagenowych.
Dotyczy to zaréwno form mitochondrialnych (Mt-CK, Mt-
LK, Mt-TK), jak i form cytoplazmatycznych (CK, LK, TK,
AK, GK). Konkluzja, ze Mt-CK kregowcow i bezkregowcow
ma to samo pochodzenie jest jak najbardziej prawdopodob-
na oraz to, ze Mt-CK jest genem wyjsciowym réwniez dla
enzymow mitochondrialnych i cytoplazmatycznych pier-
Scienic (Mt-LK, Mt-TK, LK, TK, AK, GK). Jednak to, czy gen
Mt-CK jest réwniez przodkiem cytoplazmatycznych form
CK, ktore powstatyby wtdrnie w ewolucji nadal jest spekula-
cjg wymagajacg wyjasnienia [35], To, ze struktura oktameru
jest raczej prymitywng cechg rodziny tego enzymu potwier-
dza fakt wystepowania tej formy u wieloszczeta Chaetopte-
rus variopdatus, nalezgcego do grupy pierwoustych. Elling-
ton i wspoétpracownicy (1998) po raz pierwszy odnotowali
obecnos$¢ Mt-CK w formie oktameru u nizszych bezkregow-
cow [36]. Wczesniej forma ta zostata opisana u kregowcow
i w plemnikach szkartupni, ktérych przedstawiciele nalezg
do wtéroustych, a linie ich rozeszty sie 670 milionow lat
temu z gtéwnej linii pierwoustych. Udowodniono, ze sys-
tem CK/CP jest niezbedny do ruchu plemnikéw, szczegol-
nie o prymitywnej budowie, gdzie polaryzacja komorki jest
wysoka [37], Pdzniejsze badania wykazaty, ze Mt-CK szkar-
tupni rzeczywiscie tworzy struktury oktameryczne, ale w
poréwnaniu z Mt-CK kregowcéw jest niezwykle stabilny i
nie dysocjuje do dimerow podczas formowania kompleksu
TSAC [38], W plemnikach wieloszczeta réwniez zlokalizo-
wano forme mitochondrialng CK tworzacg struktury okta-
meryczne [36]. Na podstawie sekwencji aminokwasowej
wykazano wiele podobienstw do Mt-CK kregowcow do-
tyczacych motywow wigzania do bton mitochondrialnych
oraz obecnos$ci zachowanej w ewolucji reszty tryptofanu,
waznej w stabilizacji dimeru, obecnej we wszystkich dime-
rycznych i oktamerycznych kinazach guanidynowych [34],
Mimo wysokiego stopnia podobienstwa sekwencji ami-
nokwasowej (okoto 71% z Mt-CK kregowcdw), u Mt-CK z
Chaetopterus nie zidentyfikowano trzech reszt zasadowych
aminokwasow biorgcych udziat w bezposrednim tgczeniu
z kardiolipinami w btonie mitochondrialnej. C-koniec raczej
podobny jest do kinaz cytoplazmatycznych M-CK i B-CK,
ktére znane sg ze stabego oddziatywania z kardiolipinami
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[29]. Prawdopodobnie oktamery bezkregowcéw nie sg w
stanie stworzy¢ funkcjonalnego kompleksu w sposob, jaki
tworzg ten kompleks oktamery kregowcow. Pojawiajg sie
spekulacje, ze wigzanie Mt-CK do kardiolipin i stworzenie
metabolicznego i funkcjonalnego zwigzku z ANT pojawito
sie pozniej w ewolucji kregowcdw, podczas gdy Mt-CK bez-
kregowcow okazjonalnie wigzato sie do bton na zasadzie
hydrofobowych oddziatywar [32]. Podobnie, na N-kon-
cu nie zlokalizowano charakterystycznego heptapeptydu,
obecnego w Mt-CK u kurczaka, odpowiedzialnego za od-
dziatywania dimer-dimer [34], Oktamer wieloszczeta, tak
jak oktamer szkartupni, jest rdwnie stabilny i bardzo stabo
dysocjuje do dimeréw w obecnosci TSAC w poréwnaniu do
oktameru kregowcéw [36,39]. Moze to wskazywac na od-
mienny mechanizm tgczenia dimeréw w oktamer.

Warto réwniez wspomniec¢, ze w plemnikach prawie za-
wsze wystepuje system CK/CP, mimo ze w tkankach soma-
tycznych tych samych osobnikow moze wystepowac inny
system fosfagenowy (jeden z o$miu) [40], Fakt ten, a takze
obecno$¢ izoenzymdw CK w wysoce spolaryzowanych ko-
morkach plemnikowych prymitywnego typu, wskazuje na
wczesng role systemu CK/CP w transporcie energii [3].

Mt-CK JAKO REGULATOR KOMPLEKSU VDAC-ANT

Podstawag molekularng megakanatu mitochondrialne-
go PTP (ang. Permeation Transiton Pore) jest poryna VDAC
zlokalizowana w btonie zewnetrznej mitochondriéw oraz
ANT w btonie wewnetrznej. W obrebie kompleksu VDAC-
ANT zlokalizowano takze cyklofiline D potgczong z ANT
od strony macierzy mitochondrialnej, a takze wiele innych
biatek i enzymoéw regulujacych przepuszczalno$é tego ka-
natu, takich jak: heksokinaza (HK), mitochondrialna kinaza
kreatynowa (Mt-CK) oraz biatka z rodziny Bcl-2 (Bax i t-Bid
dziatajace pro-apoptotycznie) [41].

Zaobserwowano dwie gtéwne role mitochondrialnego
kompleksu biatkowo-lipidowego VDAC-ANT. Pierwsza,
regulujgca gospodarke energetyczng komaérki w momen-
cie, gdy w skiad kompleksu wchodzi HK lub Mt-CK oraz
druga, indukujagca $mier¢ komorki w momencie, gdy
kompleks zmienia sie w nieselektywny megakanat. Moze
to spowodowac zatamanie mitochondrialnego potencjatu
btonowego i aktywacje tafcucha reakcji, ktore konczg sie
Smiercig komorki. Gtéwnym sprawcg tego zjawiska jest
stres oksydacyjny oraz wzrastajgcy poziom jonéw wap-
nia [42],

Kardiolipiny sa istotnym skiadnikiem wewnetrznej
btony mitochondrialnej. Odgrywajg wazng role w inicjacji
procesu apoptozy jako specyficzne miejsca wigzania ANT,
cytochromu c i pro-apoptotycznych biatek, takich jak Bax
czy t-Bid. Wiadomo takze, ze miejsca kontaktowe (styku
dwadch bton mitochondrialnych) bogate sg w ten specyficz-
ny dla btony wewnetrznej fosfolipid, poryne VDAC i wy-
zej wymienione biatka. Kardiolipiny, wedtug modelu Van
Venetie'a i Verkleijego [43], w wyniku dziatania jondw
wapnia mogg tworzy¢ odwrécone micele lub inne jedno-
warstwowe struktury btony lipidowej. To moze wyjasnié
dlaczego kardiolipiny z btony wewnetrznej mitochon-
driow moga przejs¢ na powierzchnie mitochondriéw, a cy-
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tochrom ¢ moze by¢ uwolniony przez biatko Bax, wigzace
sie do kardiolipin w obrebie poryny VDAC, bez tworzenia
specjalnych porow. Biatko pro-apoptotyczne Bax wspot-
zawodniczy réwniez z HK o miejsce wigzania w obrebie
VDAC. W momencie obecnos$ci jonéw wapnia i braku
ADP, ANT zmienia konformacje z translokazy nukleoty-
déw adeninowych na funkcje uniwersalnego przenosnika,
a Bax, tgczgc sie do kardiolipin przy VDAC, uwalnia cy-
tochrom c do cytosolu. Obecno$¢ HK zwigzanej z VDAC
uniemozliwia dostep Bax do cytochromu c oraz ogranicza
otwarcie megakanatu [42-45].

Natywna forma oktameru Mt-CK wykazuje wysokie
powinowactwo do kardiolipin oraz poryny VDAC. Di-
mery pochodzgce z dysocjacji oktameru tracg te wtasci-
wosci. Tylko natywna czasteczka oktameru jest w stanie
stworzy¢ funkcjonalny kompleks biatkowo-lipidowy,
odgrywajacy role nie tylko w gospodarce energetycznej
komorki, ale takze w procesie programowanej $mierci
komorki [45], Zaobserwowano, ze obecno$¢ oktameru
Mt-CK, podobnie jak HK, ochrania otwarcie kanatu mi-
tochondrialnego oraz ogranicza proces apoptozy. Okta-
mer Mt-CK zlokalizowany w miejscach kontaktowych
uniemozliwia bezposredni zwigzek VDAC z ANT oraz
jakiekolwiek aranzacje odwroconych micel i innych jed-
nowarstwowych struktur btony lipidowej (Ryc. 5) [42],
Dysocjacja oktameru CK zwieksza mozliwo$¢ bezposred-
niego kontaktu VDAC-ANT, a pod wptywem wzrastaja-
cego poziomu jonéw wapnia kompleks ten moze tworzyé
niespecyficzny megakanat. Prowadzi to do zaktdcenia mi-
tochondrialnego potencjatu btonowego i w konsekwencji
— apoptozy. W komérkach z nadprodukcjag ANT zaob-
serwowano wzrost apoptozy. Réwnolegta nadprodukcja
Mt-CK zniosta efekt wzrostu apoptozy. Z tego wynika, ze
Mt-CK moze petni¢ funkcje regulatora przepuszczalnosci
kanatu mitochondrialnego. Jako oktamer redukuje szan-
se bezposredniego kontaktu VDAC-ANT. Jednak szansa
otwarcia wzrasta w przypadku naprodukcji ANT lub
dysocjacji oktameru [46]. W obecnosci HK i Mt-CK, ANT
funkcjonuje tylko jako translokaza ATP i ADP, a caty biat-
kowo-lipidowy kompleks btonowy zaangazowany jest w
regulacje fosforylacji oksydacyjnej i transport energii.
Zaangazowanie Mt-CK w regulacje przepuszczalnosci
mitochondrialnego kanatu zademonstrowano, izolujac

ROS, RNS
cytochrom ¢ e
— r
oA &N | [T
kardiolipiny o, ol A "

: kanat zamkniety'
ADP macierz ADP

mitochondria transgenicznej myszy, wykazujgce synteze
Mt-CK w watrobie. Eksperymenty te pokazuja, ze Mt-
CK w kompleksie z ANT i w obecnosci substratow jest
w stanie op6zni¢ lub nawet zapobiec otwarciu kanatu in-
dukowanego przez jony wapnia [47], Doktadniej méwigc,
to nie sama obecno$¢ Mt-CK jest inhibitorem przepusz-
czalnosci, ale jej aktywno$¢ enzymatyczna i specyficzna
lokalizacja w catym biatkowo-lipidowym kompleksie mi-
tochondrialnym. Tylko Mt-CK wraz z substratami reak-
cji, czyli Cr i ATP, jest zdolna utrzymac¢ wysokie stezenie
ADP w macierzy mitochondrialnej, co efektywnie hamuje
otwarcie poréow, a ANT dziata gtdwnie jako translokaza
ADP i ATP [48], Reakcja enzymatyczna Mt-CK stymulu-
je fosforylacje oksydacyjng, co redukuje mitochondrialny
potencjat btonowy oraz formowanie reaktywnych form
tlenu ROS przez aktywacje kompleksu syntazy ATP. Dla-
tego Mt-CK poprzez aktywnos¢ i funkcjonalny zwigzek z
ANT moze zapobiega¢ tworzeniu ROS [49], Niektére do-
niesienia wskazujg rowniez na strukturalno-stabilizujaca
role Mt-CK w miejscach kontaktowych. Ekspresja genu
kodujacego Mt-CK w komdrkach watroby transgenicz-
nej myszy wzmacnia odporno$¢ bton na dziatanie deter-
gentu lizujgcego poprzez wzrost miejsc kontaktowych w
mitochondriach [50]. W konsekwencji Mt-CK, poprzez
oddziatywania z btonami mitochondrialnymi, zwieksza
stabilno$¢ catej btonowej architektury mitochondridow.

W mitochondrium okoto 90% aktywnos$ci CK stanowi
mitochondrialny oktamer. Warunki in vivo, takie jak wy-
sokie stezenie Mt-CK i temperatura w przestrzeni mie-
dzybtonowej faworyzujg strukture oktameru. W wielu
stanach patologicznych zaobserwowano wzrost stezenia
mitochondrialnych dimerow [51], a takze destabilizacje,
inaktywacje i dysocjacje oktameréw podczas stresu oksy-
dacyjnego [52]. Ze wzgledu na lokalizacje mitochondrial-
ng wykazano, ze Mt-CK jest jednym z gtéwnych celdw
ataku reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS), ktére
wywotujg inaktywacje lub dimeryzacje oktamerycznej
czasteczki (Ryc. 5). Jest to mozliwe przez modyfikacje od-
powiednich aminokwaséw wchodzacych w sktad miejsca
aktywnego oktameru (cysteina 278) lub odpowiedzial-
nych za oddziatywania dimer/dimer (tryptofan 264).
Zaobserwowano réwniez modyfikacje cysteiny 358 na
C-koncu, co prawdopodobnie zwigzane jest ze spadkiem

1500 Da

kanat otwarty

Rycina 5. Struktura kompleksu VDAC-ANT w obecnoéci mitochondrialnego oktameru Mt-CK. Oktamer Mt-CK, zlokalizowany w miejscach styku dwéch blon mito-
chondrialnych, uniemozliwia bezposredni zwigzek VDAC z ANT oraz jakiekolwiek aranzacje odwréconych micel i innych jednowarstwowych struktur btony lipidowej
[42]. Destabilizacja struktury oktameru Mt-CK przez ROS lub RNS zwieksza mozliwo$¢ bezposredniego kontaktu VDAC-ANT. Pod wptywem warunkéw stresowych i
wzrastajgcego poziomu jonéw wapnia kompleks YDAC-ANT moze tworzy¢ niespecyficzny megakanat, biorgc udziat w procesie apoptozy komérki [48].
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powinowactwa motywu wigzacego do biton mitochon-
drialnych [48],

Watroba jest idealnym obiektem badan nad funkcja
izoenzyméw CK ze wzgledu na brak w niej ekspresji ge-
néw CK. Stanowi idealna kontrole dla transgenicznych
zwierzat, najczesciej myszy. W wielu przypadkach u
transgenicznych zwierzgt z ekspresjag genu Mt-CK zaob-
serwowano wiekszg wydajno$¢ fosforylacji oksydacyjnej,
obnizony poziom nekrozy i apoptozy, przyspieszong re-
generacje komorek i ogolnie lepsza przezywalno$¢ tych
organizmow podczas réznych sytuacji stresowych [53].

CHOROBY ZWIAZANE Z ZABURZONYM
FUNKCJONOWANIEM SYSTEMU CK/CP

Patogeneza wielu neurozwyrodnieniowych choréb, ta-
kich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntington'a
i ALS (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis — stwardnienie
zanikowe boczne), zwigzana jest z dysfunkcjg mitochon-
driow, ktdra nastepuje wskutek mutacji w jadrowym lub
mitochondrialnym DNA. Mutacje te prowadzg do po-
wstania ROS i RNS, pogorszenia stanu energetycznego
komorek, a w koncowym efekcie — nawet do nekrozy i
apoptozy. Wrazliwos$¢ izoenzyméw CK na ROS udoku-
mentowano w rozdziale powyzej. Inaktywacja CK oraz
destabilizacja oktameru Mt-CK moze wptywa¢ na po-
wazne zaburzenia w gospodarce energetycznej komaorek
oraz na regulacje megakanatu mitochondrialnego. Dos$¢
znaczny spadek aktywnosci izoenzymoéw CK oraz ich in-
aktywacje przez ROS i RNS zaobserwowano w mézgu u
pacjentow z chorobg Alzheimera oraz w ALS [48,54].

System CK/CP jest rowniez niezbedny do prawidto-
wego funkcjonowania serca. Stezenie Mt-CK w sercu
osigga najwyzszg warto$é ze wszystkich pozostatych tka-
nek. Skutkiem stresu, niedokrwienia (ischemia) i innych
kardiomiopatii jest inaktywacja izoenzyméw CK zaréw-
no cytoplazmatycznych, jak i mitochondrialnych, co za-
burza homeostaze jonéw wapniowych oraz gospodarke
energetyczng przez utrate funkcjonalnego zwigzku Mt-
CK, ANT i fosforylacji oksydacyjnej. Czesto tez w takich
komérkach obserwuje sie wysoki stopien apoptozy [48],

Ekspresja genu Mt-CK regulowana jest w powigzaniu
z metabolicznym stanem energetycznym komdrki. Na-
dekspresja genu Mt-CK prowadzi do powstania krysz-
tatk6w, zwanych MIBs ,mitochondrialnymi ciatkami in-
kluzyjnymi" (ang. Mitochondrial Inclusion Bodies). Mt-CK
jest jednym z gtéwnych biatek ulegajacych nadproduk-
cji w komdrkach miesniowych w stanach chorobowych.
Obecnie identyfikacja MIBs w tkankach miesniowych pa-
cjentow jest potwierdzeniem stanu patologicznego tych
komdrek. W przeciwienstwie do funkcjonalnego i struk-
turalnego uszkodzenia Mt-CK, w wyniku oksydacyjnej
modyfikacji przez ROS i RNS, mechanizm nadprodukcji
tego izoenzymu moze rekompensowac niski stan ener-
getyczny komdrki. Nadprodukcje Mt-CK zaobserwowa-
no w wielu mitochondrialnych cytopatiach, takich jak
MELAS, MERF lub CPEO oraz w ztos$liwych komérkach
nowotworowych. Nadekspresja genéw Mt-CK w kom@r-
kach nowotworowych moze byé wynikiem metabolicznej
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adaptacji do szybkich podziatéw w warunkach niedobo-
ru tlenu i glukozy. Podwyzszony poziom Mt-CK nie tyl-
ko pomaga w utrzymaniu wysokiego stanu energetycz-
nego, ale takze chroni komorki przed stresem i apoptoza.
W tym wypadku kreatyna jako lek powinna potencjalnie
zwiekszy¢ odpornos$¢ komorek rakowych. Jednak wszyst-
kie badania in vitro, jak i in vivo potwierdzaja, ze kreatyna
raczej wyraznie hamuje, a nie stymuluje wzrost komorek
rakowych. Ochronng role kreatyny odnotowano réwniez
w wielu chorobach neuromiesniowych i neurodegenera-
cyjnych, jako znakomity dodatek do terapii, tagodzacy
objawy wyzej wymienionych chordb [48,55]. Komorki
skory, keratynocyty, takze pozytywnie reagujg na kre-
atyne, ktora prawdopodobnie op6znia procesy starzenia
oraz chroni komorki przed niszczagcym dziataniem stresu
oksydacyjnego i promieniowania UV [56].

ZAKONCZENIE

Kinaza kreatynowa jest kluczowym enzymem kontro-
lujacym gospodarke energetyczng komérki. Szczegdlnie
wazng role odgrywa w tkankach o wysokim zapotrzebowa-
niu energetycznym, a takze w duzych, wysoce spolaryzo-
wanych komdérkach, takich jak komorki fotoreceptorowe i
plemniki. W cytoplazmie u wiekszo$ci kregowcow izoen-
zymy CK wystepujg w postaci dimeru, a w mitochondriach
moga tworzy¢ struktury oktameryczne. Ze wzgledu na spe-
cyficzng lokalizacje mitochondrialnych i cytoplazmatycz-
nych izoenzyméw CK oraz szybszg dyfuzje CP i Cr w po-
rownaniu do ATP i ADP, CK/CP system efektywnie tgczy
miejsca syntezy ATP z miejscami jego wykorzystywania.
Pozwala to na utrzymanie wysokiego lokalnego stosunku
[ATP]/ [ADP] w sasiedztwie komoérkowych ATP-az,az dru-
giej strony —relatywnie niskiego stosunku [ATP]/[ADP] w
macierzy mitochondrialnej, co stymuluje fosforylacje oksy-
dacyjng. Mt-CK zlokalizowana w miejscach kontaktowych
bton mitochondrialnych funkcjonalnie oddziatuje z poryng
VDAC oraz ANT. Czynnikiem warunkujgcym tworzenie
tego biatkowo-lipidowego kompleksu jest struktura okta-
meru, ktéra wykazuje silne powinowactwo do kardiolipin.

Oktamer Mt-CK moze by¢ takze waznym sktadnikiem
regulujgcym otwarcie nieselektywnego megakanatu mi-
tochondrialnego, bioragc w ten sposéb udziat w procesie
apoptozy komdrki. Obecno$¢ oktameru Mt-CK wraz z
substratami jego reakcji, czyli Cr i ATP, efektywnie hamuje
otwarcie mitochondrialnego megakanatu indukowanego
przez wzrastajacy poziom wapnia. Utrata jakiejkolwiek z
mitochondrialnych funkcji i produkcja ROS oraz RNS s3
przyczyna szeregu choréb nerwowomie$niowych, neu-
rodegeneracyjnych i innych dolegliwosci zwigzanych z
wiekiem. Fenotyp tych chordb czesto charakteryzuje sie
stabym stanem energetycznym komdrek, podwyzszonym
stezeniem jonow wapnia oraz zwiekszong apoptozg. In-
aktywacja izoenzymow CK oraz destabilizacja struktu-
ry Mt-CK zaktoca prawidtowe funkcjonowanie systemu
CK/CP i znosi funkcje ochronng Mt-CK w tworzeniu
megakanatu mitochondrialnego. Zaburzenia zwigzane z
funkcjonowaniem izoenzyméw CK majg coraz wieksze
znaczenie w medycynie. Dlatego coraz czeSciej wykorzy-
stuje sie Cr ijej analogi, jako $rodki pomocnicze w lecze-
niu wyzej wymienionych choréb.
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Creatine kinase isoenzymes —characterization and functions in cell
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ABSTRACT

Creatine kinase (CK, EC 2.7.3.2] is a key enzyme of cellular bioenergetics. The tissue-specific distribution, subcellular localization and func-
tion of CK isoenzymes in tissues and cells with high energy requirements, as well as the molecular structure of mitochondrial CK, point to
an important physiological role of CK system for cellular energetics. The extensive studies about properties of mitochondrial creatine kinase
isoforms gave a new perspective to create a functional model of CK isoforms action called "phosphocreatine shuttle™. In this model the CK
isoforms together with easily diffusible compounds like creatine and phosphocreatine, maintain a cellular energy buffer and intracellular
energy transport system, where the ""high-energy" phosphate is transferred between site of ATP synthesis and site of ATP utilization. Mt-CK
octamer is able to bridge two mitochondrial membranes and interacts functionally with porin VDAC and ANT in cardiolipin vicinity. Mt-CK
with its substrates also activates oxidative phosphorylation and effectively inhibits formation of mitochondrial permeability transition pore.

Any destabilization of octamer structure would induce an apoptosis process.
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STRESZCZENIE

ransportery ABC nalezg do duzej rodziny biatek transbtonowych odpowiedzialnych za
Taktywny, transbtonowy transport organicznych jonéw. Odgrywajg one bardzo wazng
role w nerkowej reabsorbcji i sekrecji ksenobiotykéw. Obecnie scharakteryzowano jedena-
$cie transporteréw odpowiedzialnych za aktywny eksport lekéw z komoérki. Dziewig¢ z nich
zlokalizowano w nerkach. Réznig sie one miedzy soba lokalizacjg, poziomem ekspresji i
spektrum substratowym. Ponizsze opracowanie opisuje dotychczasowy stan wiedzy na te-
mat roli nadrodziny biatek btonowych ABC w nerkach, z uwzglednieniem ich funkcji regu-
latorowych w tym narzadzie.

WPROWADZENIE

Nerki odgrywaja bardzo wazna role w wydzielaniu i wydalaniu z moczem
wielu hydrofobowych ksenobiotykéw, toksyn i endogennych zwigzkéw. Za ten
proces odpowiedzialny jest system wielu réznych transporteréw zlokalizowa-
nych w btonach plazmatycznych komérek cewek nerkowych. Nosniki te do wy-
dzielania zwigzkéw, wykorzystujg energie pochodzaca z hydrolizy ATP lub z
transbtonowego gradientu stezenia jondw sodu. Marshall i Vickers w 1923 roku
po raz pierwszy stwierdzili obecnos¢ tego zjawiska w cewkach proksymalnych
[1], Wykazali oni, ze organiczny anion fenolosulfoftaleina akumuluje sie w ko-
morkach cewek proksymalnych w duzo wyzszych stezeniach w poréwnaniu z
innymi tkankami. Ponadto, stwierdzili, ze ilo$¢ tego barwnika wydalana z mo-
czem byta wieksza od tej, jakg obserwowali w przesgczu kiebuszkowym. Na tej
podstawie doszli do wniosku, ze fenolosulfoftaleina musi ulega¢ wydzieleniu w
komoérkach cewek proksymalnych i ze mechanizm ten jest istotny do zrozumie-
nia farmakologicznego i toksycznego dziatania lekbw. Znaczenie tego transpor-
tu stato sie jasne dopiero w trakcie Il Wojny Swiatowej, kiedy to po raz pierwszy
zastosowano penicyline. Okazato sig¢, Ze od momentu jej podania bardzo szybko
ulegata ona nerkowemu wydalaniu. Sktonito to Beyera i wspdtpracownikéw do
znalezienia takiego organicznego anionu, ktéry mégtby konkurowac z penicyli-
ng w jej cewkowym wydzielaniu. Miato to zapobiega¢ szybkiej utracie antybio-
tyku z organizmu iprzedtuzy¢ jego okres péttrwania w organizmie. W 1951 roku
zsyntetyzowano pochodng kwasu benzoesowego (probenecid), ktéra posiadata
oczekiwane wiasciwosci. Dzisiaj wiadomo, ze jest to inhibitor transporterow
organicznych aniondw (OAT i MRP) [2], Ostatnio probenecid jest stosowany
rowniez jako ochrona przed nefrotoksycznym dziataniem lekéw przeciwwiru-
sowych (adefowir, cidofowir, tenofowir). Ws$réd pacjentow, ktérym podawany
jest cidofowir, stwierdzono jego dziatanie nefrotoksyczne zwigzane z duzg aku-
mulacja tego leku w komaérkach cewek nerkowych, ktéra jest wynikiem wydzie-
lania poprzez transportery OAT. Zastosowanie kombinacji obu ksenobiotykéw
prowadzi do zmniejszenia nefrotoksycznego dziatania samego cidofowiru [3],

Te kilka przyktadow ilustruje, jak wazng role odgrywa system transporte-
réow organicznych w farmakologii i toksykologii. Ich podstawowa funkcja po-
lega na aktywnym eksporcie endogennych i egzogennych substancji oraz ich
metabolitow z komorek. Wazne jest zatem poznanie mozliwych oddziatywan
stosowanych ksenobiotykéw, co ma bardzo istotne znaczenie w racjonalnej tera-
pii. Dlatego tez juz od ponad stu lat system transporteréw organicznych odpo-
wiedzialnych za aktywne wydzielanie jest jednym z gtéwnych tematéw badan
w fizjologii nerek.

W nerkach najlepiej poznany ischarakteryzowany jest transport jondw orga-
nicznych w cewkach proksymalnych. W tej cze$ci nefronu zlokalizowanych jest
najwiecej roznych biatek transportujgcych. Jest to podstawowe miejsce wydzie-
lania ksenobiotykdw, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do akumulacji duzych
ilosci tych zwigzkéw w komdrkach cewek proksymalnych, w wyniku czego
moze dochodzi¢ do zaburzen funkcji i uszkodzenia migzszu nerkowego. Odkry-
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to wiele biatek nalezacych do rodziny transporteréw orga-
nicznych anionéw (OAT), kationéw (OCT) i transporteréw
anionowych polipeptydéw (oatp). Cewkowa reabsorpcja
peptydow zachodzi réwniez przy udziale kotransporteréw
PEPT1 i PEPT2. Coraz wiecej badahn wskazuje rowniez na
wazng role, jakg odgrywajg w tym procesie biatka nalezgce
do rodziny transporterow ABC [4] (Ryc. 1). Transportery te
zakotwiczone w btonie plazmatycznej usuwajg ksenobioty-
ki z komdrek na zewnatrz, wykorzystujagc do odkomadrko-
wego transportu jednej czasteczki zwigzku energie pocho-
dzacg z hydrolizy dwdch czasteczek ATP. Nadprodukcja
tych biatek w komdrkach jest odpowiedzialna za wyksztat-
cenie sie mechanizmoéw opornosci wielolekowej (MDR, ang.
MultiDrug Resistance). Zjawisko to wystepuje powszechnie
w komdrkach nowotworowych i jest jednym z powodow
nieskuteczno$ci chemoterapii [5,6],

RODZINA TRANSPORTEROW ABC

Transportery ABC (ang. ATP-Binding Casette) sg duzg
nadrodzing biatek transbtonowych, do ktdérej nalezg mie-
dzy innymi glikoproteiny P (P-gp) [7], biatka MRP [8,9,10]
i BCRP [11] odpowiedzialne gtdwnie za opornos$¢ wielole-
kowa (MDR) oraz inne biatka petnigce funkcje receptora
(SUR) [12] lub kanatow jonowych (CFTR) [13]. Wyodreb-
niono rowniez kilku przedstawicieli tej rodziny; ktorzy nie
zuzywajg energii uwolnionej w wyniku hydrolizy ATP na
transport przez btone. Sg to biatka zaangazowane w orga-
nizacje chromatyny (SMC) [14], naprawe DNA i telomerow
(Rad50) [15] oraz odpowiedzialne za przemieszczanie sie
MRNA poprzez pory jadrowe (Elflp) [16]. Podstawowg fi-
zjologiczng funkcjg biatek ABC jest transport z komarki pro-
duktow przemiany materii oraz ochrona przed substancja-
mi toksycznymi. Dlatego tez wysoka ekspresje gendw tych
transporterow (P-gp, BCRP i MRP) obserwuje sie w jelitach,
watrobie czy nerce. Stwierdzono réwniez obecno$¢ tych
biatek w narzgdach bardzo wrazliwych na obecno$¢ toksyn,
tj. w mdzgu i tozysku. Obecnie scharakteryzowanych jest
jedenascie transporterdw odpowiedzialnych za aktywny

ﬁTP

B_ Na

OA =—— MRP2 ﬁ
ADP + Pi DK

eksport lekow z komérki. Dziewie¢ z nich zlokalizowano w
nerkach (Tab. 1) [4,17-19],

GLIKOPROTEINA P

Glikoproteina P jest pierwszym, odkrytym w 1976 roku, i
najlepiej poznanym biatkiem z rodziny transporteréw ABC
odpowiedzialnym m.in. za oporno$¢ wielolekowg [20]. Fi-
zjologiczng rolg tego biatka jest wydalanie substancji tok-
sycznych z komarki (toksyny, ksenobiotyki) oraz transport
réznych endogennych substancji, takich jak: lipidy (sfingo-
mielina, fosfatydylocholina) [21], steroidy (testosteron, kor-
tykosteron) [22], sterole [23], itp. Rola P-gp nie zostata dotad
w petni poznana, wiadomo jednak, Ze bierze ona udziat w
transporcie substancji lipofilowych o masie molowej poni-
zej 1300 g/ mol, dodatnio natadowanych w fizjologicznym
zakresie wartosci pH i o okreslonej strukturze [24],

Glikoproteina P jest biatkiem o masie 170 kDa ulega-
jacym fosforylacji i glikozylacji. P-gp zawiera 1280 reszt
aminokwasowych, w wiekszo$ci hydrofobowych, osa-
dzonych w btonie cytoplazmatycznej w formie dwuna-
stu transbtonowych domen (TM1-12), ktére rozdzielaja
sie na dwa homologiczne regiony, po sze$¢ domen kazdy
TMD1 i 2 (ang. Transmembrane Domairi) (Ryc. 2) [25]. He-
lisy obu domen TMD sg miejscem wigzania dla ligandu i
odpowiadajg za specyficzno$¢ substratowg P-gp. Gtéwne
miejsce wigzania ligandu znajduje sie w poblizu domen
TM6 i TM12. Wykazano réwniez na przyktadzie dibro-
mobimanu (substrat P-gp), ze reaguje on dodatkowo z
resztami cysteiny rozmieszczonymi w domenach TM 4,
5, 10 i 11 [26]. Po stronie cytoplazmatycznej btony znaj-
dujg sie dwie domeny odpowiedzialne za wigzanie i hy-
drolize ATP (NBD, ang. Nucleotide Binding Domain) [25].
Domena NBD posiada ztozong strukture przestrzenng, w
sktad ktorej wchodzag sekwencje charakterystyczne dla
catej rodziny tych biatek [27], Sg to miejsca kluczowe dla
wigzania ATP: motyw Walkera A lub B, region podpisu
(ang. Signature Region) oraz petle D, H, i Q, ktdre sprze-
gaja wigzanie i hydrolize ATP w obrebie domeny NBD

ze zmianami konformacyjnymi w obre-
bie helis transbtonowych (TMD). Og6lnie
przyjmuje sie, ze oddziatywanie ATP w
obrebie domen NBD jest kluczowe dla
aktywnosci biatek ABC oraz ze hydroliza

| ATP < OATH - dwdch czasteczek ATP jest sprzezona z
0A —_ MRP4 QA -~ OA.T2 = przeniesieniem réznych substancji przez
DP + Pi ~ te transportery. Na podstawie aktualnych
<+ OAT3 -
. =1 danych o strukturze przestrzennej tego
PEPT1/2 - o&n P biatka, §qd2| S.IF;, ze cykl katalityczny gli-
= peptyd —@»—oc koproteiny P jest czteroetapowy (Ryc. 3)
’_,TL\ ATP « octzs — [27].
oc — P-gp )
0oz é‘ADP”,I ATP | Etap 1 — Biatko w formie niezwigzanej
3 MRP5 — OA (otwarta forma dimera NBD) z nukleoty-
Pi + ADP dami charakteryzuje sie wysokim powino-
ATP | ‘ ;
g ATP s - wactwem w stosunku do ligandu. Zwiaza-
nie substratu do domeny TMD powoduje
ADP + Pi P+ ADP

btona luminalna

btona podstawno-boczna

Rycina 1. Schemat transportu organicznych jonow w cewkach proksymainych nerek; UA — organiczne
aniony, OC —organiczne kationy, DK —jony dikarboksylanowe.
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zmiany konformacyjne w obrebie domeny
NBD, przez co zwieksza sie powinowac-
two w stosunku do ATP.
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Tabela 1. Rozmieszczenie transporteréw ABC w nerkach.

| Biatko (symbol genu) Gatunek

MDR1 (ABCB1) cztowiek, mysz, szczur
BCRP (ABCG2) cztowiek
MRP1 (ABCC1) cztowiek, mysz
MRP2 (ABCC2) cztowiek, mysz, szczur
MRP3 (ABCC3) cztowiek, szczur

MRP4 (ABCC4) cztowiek, szczur

MRP5 (ABCC5) cztowiek kanaliki nefronu
MRP6 (ABCC6) cztowiek
MRP7 (ABCC10) cztowiek
MRP8 (ABCC11) ? ?
7 ?

MRP9 (ABCC12)

Etap 2 —Zwiazanie dwoch czasteczek ATP z motywem
Walkera A i B indukuje powstanie tzw. zamknietej formy
dimeru NBD. Prowadzi to do bardzo duzych zmian kon-
formacyjnych w obrebie domen TMD, wystarczajgcych do
przeniesienia ligandu na zewnatrz komorki.

Etap 3 — Po przeniesieniu ligandu nastepuje hydroliza
ATP do ADP i P, co powoduje destabilizacje i roztagczenie
formy zamknietej dimeru NBD. W przypadku biatek ABC,
takich jak P-gp, dysocjacja obu czasteczek ATP jest koniecz-
na do przejscia catego cyklu katalitycznego. Wiadomo row-
niez, ze ich hydroliza nie zachodzi jednoczes$nie. Wykaza-
no, ze w biatku tym dwie kieszenie wigzgce ATP sg utozo-
ne niesymetrycznie, ale nie wyjasniono jeszcze, czy jest to
przyczyna niejednoczesnej hydrolizy nukleotyddw.

Etap 4 — Uwolnienie ADP i P. prowadzi do zamknigcia
cyklu katalitycznego. Przywrdcona zostaje forma otwarta
dimeru o wysokim powinowactwie do substratu. Uwalnia-
nie P. zachodzi szybko i odpowiada za zmiany konforma-
cyjne biatka, przywracajace powinowactwo do ligandu.

Na podstawie rozmieszczenia przestrzennego domen
transbtonowych TM, zaproponowano strukture biatka, kto6-
ra bytaby odpowiedzialna za wigzanie substratu. Stwier-

przestrzen
pozokomoérkowa

btona komérkowa

cytozol

Byeina 2. Galwemed prererdstawiaigev stuvi'ory gl apruerav: P
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Rozmieszczenie w nerce

kanaliki proksymalne, cze$¢ wstepujaca
petli Henlego, cewka zbiorcza, mezangium

kanaliki proksymalne

petla Henlego, cewka zbiorcza,
ktebuszki nerkowe

kanaliki proksymalne

kanaliki proksymalne, cze$¢ wstepujaca
petli Henlego, kanaliki dystalne
kanaliki proksymalne

kanaliki proksymalne, kanaliki dystalne

stwierdzono obecno$¢ biatka w 9
nerkach, nie znana lokalizacja

domena TM

dzono, ze jest
to centralnie
umieszczo-
ny w biatku
duzy otwoér o
ksztatcie stoz-
ka, ulegajacy
zwezeniu po
stronie cyto-
plazmatycznej.
Przypuszcza
sie, ze central-
ny region, od-
powiedzialny
za wigzanie sie
ligandu w tym
stozku, posiada
$rednice w za-
kresie od 9 do
25 A. Najwiek-
sza $rednica
wynosi w przyblizeniu 50 A i jest to miejsce o stabym po-
winowactwie do substratow, w ktérym zachodzi uwalnia-
nie ich na zewnatrz komorki. Nie wiadomo natomiast, jakie
miejsca wigzace substrat sg odpowiedzialne za wigzanie i
transport r6znych grup zwigzkdw [26],

Btonowa lokalizacja 1
btona luminalna

btona luminalna

btona bazolateralna
btona luminalna

btona bazolateralna

btona luminalna
btona bazolateralna
btona bazolateralna

?
?

Fizjologiczna rola, jaka odgrywa glikoproteina P w ner-
kach jest jeszcze stabo poznana. Dotychczas wiadomo, ze
wystepuje ona licznie w btonach luminalnych komérek
cewki proksymalnej, czesci wstepujacej petli Henlego i cew-
kach zbiorczych, gdzie peini funkcje wydalnicze, aktywnie
transportujac rézne hydrofobowe ksenobiotyki z krwi do
moczu [28]. | tak na przyktad stwierdzono, ze digoksyna,
wazny glikozyd nasercowy, ulega sekrecji w cewkach prok-
symalnych w wyniku oddziatywania z P-gp. Zastosowanie
kombinacji digoksyny z chinidyng powoduje spadek nerko-
wego wydalania glikozydu o 29%. Podobny efekt uzyskuje
sie przez zastosowanie kombinacji digoksyny z werapami-
lem (inhibitor P-gp) lub innych inhibitorow P-gp, takich jak
introkonazol i ritonawir [29].

Innym lekiem, ktory ulega bardzo szybkiemu wydalaniu
z moczem jest sandostatin (cykliczny oktapeptyd). Odpo-
wiedzialna za ten proces jest wtasnie glikoproteina P oraz
biatko MRP2, ktdére rowniez wystepuje w btonie luminalnej
cewek proksymalnych [30]. Ponadto, obecnos$é P-
gp w komorkach nabtonkowych nerek odgrywa
kluczowg role w ich ochronie przed witasciwo-
Sciami toksycznymi cyklosporyny A, kt6ra jest
substratem tego biatka. Skojarzone podawanie
cyklosporyny z rapamycyna, przy zapobiega-
niu odrzucania przeszczepow nerek, znacznie
zwieksza nefrotoksyczne dziatanie cyklospory-
ny. Rapamycyna jest silnym inhibitorem P-gp, co
prowadzi do nagromadzania sie cyklosporyny
w komorkach [31]. Podobng zalezno$¢ zaobser-
wowano pomiedzy rapamycyng a klarytromy-
cyng (antybiotykiem makrolidowym stosowa-
nym w infekcjach drég oddechowych, bedgcym
substratem P-gp), stosowanymi u pacjentow po
transplantacji nerek. Zastosowanie kombinacji
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@ ETAP 1

ETAP 3

ETAP 4

przestrzen
pozakomoérkowa

btona komérkowa

@ ligand @

NBD domena transblonowa
TMD domena wiazaca nukleotydy

Rycina 3. Cykl katalityczny glikoproteiny P.

obu lekéw prowadzi do bardzo szybkiego wzrostu stezenia
rapamycyny we krwi czego efektem jest ostra niewydolno$¢
nerek [32],

Pochodna fluorochinolonéw, puzofloksacyna, jest row-
niez wydzielana do moczu poprzez glikoproteine P. Wyka-
zano, ze cyklosporyna A znacznie zwieksza stezenie tego
zwigzku w o0soczu poprzez zmniejszenie jego cewkowego
wydzielania. Sparfloksacyna, inna pochodna fluorochinolo-
néw, nastepny substrat P-gp, rowniez znacznie zmniejsza
nerkowe oczyszczanie puzofloksacyny, co wskazuje, ze oba
leki oddziatywuja z tym samym transporterem [33].

Innymi substratami glikoproteiny P sg glibenklamid i
jego pochodne. Leki te stosowane sg w leczeniu cukrzycy
typu Il. Dziatajg one poprzez receptory sulfonylomoczni-
ka (SUR), ktére —jak juz wcze$niej wspomniano — na-
lezg do rodziny biatek ABC. Ich komérkowa akumulacja
utrzymuje sie na niskim poziomie i wzrasta znacznie
tylko w obecnosci innych substratow P-gp (winblastyna,
cyklosporyna A). Efektu tego nie obserwuje sie w komar-
kach, w ktorych nie wykryto glikoproteiny P [34], Powyz-
sze dane na temat udziatu glikoproteiny P w biodostep-
nosci i rozmieszczeniu lekdw wskazujg, ze transporter
ten odgrywa wazng role w skutecznosci terapii z zastoso-
waniem zwigzkow bedacych jej substratami. Ponadto za-
uwazono, ze w przewlektej niewydolnosci nerek wydzie-
lanie niektorych lekow jest dramatycznie zahamowane.
Zwigzane to jest ze zmniejszeniem sie ilosci glikoproteiny
Pijej mMRNA w tym narzadzie. Zatem istnieje Scisty zwig-
zek pomiedzy zaburzeniami funkcji nerek a aktywnoscig
tego transportera [35].

Obecnos$¢ glikoproteiny P stwierdzono rowniez w komoér-
kach mezangialnych [36] ktebuszkéw nerkowych. W obecno-
§ci substratow P-gp (adriamycyny, cyklosporyny A, winbla-
styny i werapamilu) obserwowano zahamowanie eksportu
rodaminy 123 na zewngatrz komoérki. Wynika z tego, ze —po-
dobnie jak w cewkach — wazng fizjologiczng rolg P-gp w
mezangium jest ochrona komoérek przed toksynami. P-gp jest
rowniez odpowiedzialna za transport czynnika aktywujacego
ptytki krwi (PAF), ktory jest produkowany w mezangium i
wptywa na hemodynamike kiebuszka [28].
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uwalnianie

ADP i Pi

Inng fizjologiczng rolg biatek z rodziny ABC jest ich
udziat w uwalnianiu ATP z komorek [39,40], Stwierdzono,
ze w obecnosci glikoproteiny P znacznie wzrasta ilo$¢ ze-
wnatrzkomdrkowego ATP i wzrost ten jest proporcjonalny
do wzrostu poziomu transportera. Wykazano takze, ze inhi-
bitory P-gp, takie jak cyklosporyna A i werapamil, zmniej-
szajg uwalnianie ATP $rednio o 60%. Przypuszcza sie, ze
transport substratdw przez glikoproteing P i uwalnianie
ATP biegng dwiema niezaleznymi drogami. Zatem P-gp, w
tym przypadku, nie spetnia funkcji kanatu dla ATP, posiada
natomiast wtasciwosci regulujace dla innej drogi transportu
(kanalt, transporter) tego nukleotydu [40],

TRANSPORTERY MRP

W 1992 roku zostato odkryte kolejne biatko z rodziny
transporteréow ABC — MRP1 (ang. Multidrug Resistance As-
sociated Protein) [9], Obecnie znanych jest juz dziewie¢ ana-
logéw tego transportera (MRPI-"9) [41], Zbudowane sg one
z dwdch domen NBD (obszary odpowiedzialne za przyta-
czanie ATP) i dwodch lub trzech domen TMD, w wiekszosci
przypadkéw zawierajgcych sze$¢ transbtonowych a-helis.
Ze wzgledu na budowe biatka MRP zostaty podzielone
na dwie grupy: I. MRP1-K3, MRP6, MRP7 — sktadajg sie z
dwoch domen NBD i trzech domen TMD (biatka pieciodo-
menowe); Il. MRP4, MRP5, ABCC11, ABC12 —sktadajg sie
z dwoch domen NBD i dwéch domen TMD (biatka cztero-
domenowe).

BIALKO MRP1

Gen MRPj kodujacy biatko MRP1 po raz pierwszy zostat
wyizolowany z komérek HG9AR — drobnokomdérkowego
raka ptuca cztowieka [9]. Substratami dla tego transpor-
tera sg aniony organiczne, kwas glukuronowy, koniugaty
zwigzkow ze zredukowanym glutationem (GSH), takie jak
leukotrieny cysteinowe C4 (LTCJ i 2,4-dinitrofenylo-S-glu-
tation (DNP-SG) oraz koniugaty z kwasem glukuronowym,
np. 17p-estradiol-17-((3-D-glukoronid) (E,17(3G) [42,43], Po-
nadto, substratami sg réwniez jony metali ciezkich (arsen,
otow), ktére sa transportowane w formie komplekséw ze
zredukowanym glutationem [44,45]. MRP1, podobnie jak
P-gp, jest energozalezng glikoproteing odpowiedzialng za
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oporno$¢ na antracykliny, etopozyd czy alkaloidy barwin-
ka. W przypadku antracyklin i alkaloidéw barwinka trans-
port odbywa sie na drodze kotransportu z GSH [46], eto-
pozyd natomiast transportowany jest w formie koniugatu z
kwasem glukuronowym [47],

Obecnos¢ biatka MRP1 stwierdzono w btonie bazolate-
ralnej komérek petli Henlego i cewkach zhiorczych nefro-
nu oraz w kiebuszkach nerkowych [28,48]. Stwierdzono,
ze biatko MRP1 w cewkach zbiorczych jest odpowiedzial-
ne za ochrone dystalnej czesci nefronu przed akumulacja
toksycznych zwigzkéw. Wykazano, ze u myszy pozbawio-
nych w nerkach genu MRP;, poddanych chemoterapii np.
etopozydem, dochodzi do rozwiniecia sie poliurii i nabytej
nerkopochodnej cukrzycy. Sadzi sie, ze brak biatka MRP1
w nerkach prowadzi do zniszczenia lub zaburzen funkcji
receptorow dla wazopresyny zlokalizowanych w btonie ba-
zolateralnej cewek zbiorczych, co moze prowadzi¢ do ogra-
niczenia reabsorbcji wody [41]. Dalszy segment kanalikéw
zbiorczych jest rGwniez waznym miejscem oddziatywania
kortykosteroidéw. Prawdopodobnie MRP1 bierze udziat w
transporcie rowniez i tych zwigzkow [48].

BIALKO MRP2

Kolejne biatko, MRP2, o nazwie cMOAT (ang. canalicular
Multispecific Organie Anion Transporter), wykazuje 48% homo-
logii z MRP1 [49], Wykazano roznice pomiedzy tymi trans-
porterami w Kinetyce transportu leukotrienu C4 w formie
S-koniugatow z glutationem (warto$¢ Kmdla biatka MRP2
jest dziesie¢ razy wyzsza niz dla MRP1). Nie stwierdzono
natomiast réznic w spektrum substratowym i nie znaleziono
selektywnych inhibitoréw [41]. MRP2 transportuje zwiazki
w formie koniugatéw z GSH, kwasem glukuronowym lub
rézne organiczne aniony, np. metotreksat. Posiada zdolnos¢
do transportowania matych molekut (cisplatyna, arsenian)
w formie komplekséw z glutationem [8],

Transporter MRP2 wystepuje w luminalnej btonie komo-
rek nabtonkowych cewek proksymalnych. Jest odpowiedzial-
ny, podobnie jak MRP1, za opornos$¢ wielolekowga na wiele
chemoterapeutykow. Leki przeciwwirusowe, np. inhibitory
proteazy HIV, sa rowniez aktywnie eksportowanych z krwi
do moczu za pomocg tego transportera [41,48]. MRP2 i jego
homolog MRP4 biorg udziat w wydzielaniu para-aminohip-
puranu (PAH) [50]. Stwierdzono, ze wiele inhibitoréw MRP2
rowniez hamuje MRP4, np. probenecid. Mozna jednak, w od-
réznieniu do MRP1, znalez¢ selektywne inhibitory dla biatek
MRP2 i MRP4. | tak np. sulfinpyrazon stymuluje aktywno$¢
transportera MRP2, a hamuje MRP4 [50], Wykazano réwniez,
ze w ostrej niewydolno$ci nerek zwieksza sie poziom mRNA i
biatka MRP2. Ta specyficzna nadprodukcja transportera moze
by¢ odpowiedzig organizmu na wzrastajacy poziom réznych
toksyn, ktéry towarzyszy zaburzeniom funkcji nerek [48].

Zidentyfikowano nowg droge sygnatowa wptywajagca na
aktywno$¢ MRP2, ktéra jest regulowana przez naczynioak-
tywny hormon, endoteline-1 (ET-1) [51]. Podczas krotkiego
oddziatywania endoteliny na cewki proksymalne obserwuje
sie zahamowanie aktywnosci biatka MRP2. Peptyd ten, taczac
sie z receptorem ETB aktywuje go, prowadzac nastepnie do
aktywacji endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) i syntezy
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tlenku azotu, cow konsekwencji prowadzi do aktywacji cykla-
zy guanylowej. Powstajacy z niej cGMP aktywuje kinaze biat-
kowg C (PKC). PKC, poprzez fosforylacje domen PDZ biatka
MRP2, hamuje jego aktywnos$é. Ten szlak sygnatowy jest akty-
wowany przez nefrotoksyczne zwigzki, takie jak aminogliko-
zydy (gentamycyna, amikacyna), sole metali ciezkich (CdCI2
HgCl2 i srodki radiokontrastowe, ktdre wywotujg Ca2+zalez-
ne uwalnianie endoteliny z cewek. Stwierdzono ponadto, ze
wydtuzenie czasu ekspozycji zwiazkéw nefrotoksycznych i
endoteliny (do 24 godzin) na cewki proksymalne prowadzi do
wzrostu ilosci biatka MRP2. Prawdopodobnie ten kompensa-
cyjny mechanizm ma na celu ochrone nerek przed nagroma-
dzaniem sie substancji toksycznych, ktére moga doprowadzié
do ich niewydolnosci [41]. Réwniez krotki czas inkubacji (30
minut) z gentamycyng uruchamia dtugotrwate mechanizmy
chronigce nerki przed toksynami [52], Wykazano takze, ze ak-
tywnos$¢ glikoproteiny P w cewkach proksymalnych jest row-
niez kontrolowana przez ET-1 [53],

BIALKO MRP3

Biatko MRP3 wykazuje 58% homologii z MRP1. Wyste-
puje w basolateralnej btonie komérek kanalikéw proksy-
malnych, cze$ci wstepujacej petli Henlego i w kanalikach
dystalnych [4,41], Podobnie jak biatko MRP1, jest odpo-
wiedzialne za transport substancji z komérek do krwi. W
odroznieniu od biatek MRP1 i MRP2, biatko MRP3 wykazu-
je niskie powinowactwo do anionowych koniugatéw i nie
wymaga do transportu obecnosci glutationu. Wykazano, ze
biatko to odpowiedzialne jest w nerkach rowniez za eksport
lekow przeciwnowotworowych, m.in. etopozydu, winkry-
styny, taksolu, antracyklin [54],

BIALKO MRP4

Biatko MRP4 jest zlokalizowane w rdznych tkankach,
przy czym wysoki poziom jego ekspresji stwierdzono m.in.
witasnie w nerkach. Transporter ten wystepuje w luminal-
nej btonie komorek cewek proksymalnych i jest on odpo-
wiedzialny za transport cyklicznych nukleotydéw (cAMP
i cGMP) na tym odcinku nefronu [55,56]. Stwierdzono, ze
w cewkach proksymalnych wewngtrzkomoérkowe stezenie
cGMP jest okoto 20 razy mniejsze od stezenia cAMP. Ba-
dania in vitro wykazaty, ze przy wysokim stezeniu cAMP
(250 pM) nastepuje zahamowanie o 60% transportu cGMP
[55].

Wydaje sig, ze w nerkach cewki proksymalne sg gtédw-
nym miejscem wydzielania cAMP do ptynu kanalikowe-
go, gdzie, przy udziale ektoenzymow hydrolizujacych,
ulega przemianie do adenozyny, ktdra poprzez swoje
receptory wptywa na funkcje nerek. Wynika z tego, ze
biatko MRP4, poprzez regulacje transportu cAMP, moze
wptywaé na wewngtrzkomdérkowe sygnatowanie. Nato-
miast w przypadku transportu cGMP, ktdrego stezenie w
0soczu jest bardzo niskie, nie zauwazono zmian stezenia
tego nukleotydu w wyniku jego wydalania przez MRP4
[55].

Biatko MRP4 jest takze odpowiedzialne za eksport
analogow nukleotydéw, takich jak 9-(2-fosfonylometok-
syetylo)adenina (PMEA) czy tiopuryny (6-merkaptopu-
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ryna i tioguanina). Substratami sg réwniez metotreksat,
kwas foliowy i prostaglandyny [41]. Ostatnio do listy
substratéw tego biatka dodano dwa wazne nerkowe, or-
ganiczne aniony: kwas moczowy [57] i para-aminohip-
puran [50], PAH jest klasycznym substratem uzywanym
do charakterystyki transportu organicznych anionéw w
cewkach proksymalnych. Transportery po stronie baso-
lateralnej btony dla PAH sg juz dzisiaj dobrze poznane
(OAC1 i OAC3), natomiast wcigz mato wiadomo na te-
mat apikalnego transportu dla tego anionu. MRP4 zosta-
to zakwalifikowane jako nowy transporter PAH i obecnie
uwaza sie, ze moze on odgrywac¢ wazng role w eliminacji
tego anionu do moczu. Stwierdzono, ze w korowej czesci
nerek poziom MRP4 jest okoto pieciokrotnie wyzszy niz
innego biatka z tej rodziny (MRP2), ktére rowniez jest od-
powiedzialne za eksport PAH. Ponadto powinowactwo
PAH do MRP4 (Km= 160 pM) jest duzo wyzsze w porow-
naniu z MRP2 (Km=5 mM) [50], W przypadku kwasu
moczowego stwierdzono, ze anion ten oddziatuje z miej-
scem wigzacym biatka MRP4 i na zasadzie pozytywnego
wspotdziatania wptywa, poprzez allosteryczne odziaty-
wania dwdch miejsc transportujgcych, na transport in-
nych substratéw: metotreksatu, cAMP i cGMP [57],

Coraz wiecej danych wskazuje rowniez, ze i ten trans-
porter odgrywa wazng role w wydalaniu réznych lekéw.
Jest odpowiedzialny za nerkowe wydalanie lekdw prze-
ciwwirusowych, takich jak adefowir i tenofowir (acy-
kliczne nukleotydy), w niewielkim stopniu moze réwniez
wptywacé na ekskrecje cidofiru. [58]. Biatko MRP4 bierze
tez udzialt w cewkowym wydzielaniu antybiotykéw z
grupy cefalosporyn. Wykazano, ze u myszy knock-out
pozbawionych genu Mrp4 wzrasta w osoczu okoto dwu-
krotnie stezenie epocyliny i cefazoliny, co wskazuje, ze
biatko to bierze udziat w nerkowym oczyszczaniu z tych
lekdw [59]. Réwniez hydrohlorotiazyna i furesamid sg w
kanalikach proksymalnych wydalane do moczu za po-
Srednictwem biatka MRP4 oraz jeszcze jednego, do dzi-
siaj nie zidentyfikowanego transportera [60].

SYSTEM TRANSPORTU KWASU MOCZOWEGO

W fizjologicznych warunkach kwas moczowy ulega fil-
tracji przez ktebuszki nerkowe, a nastepnie jest niemal cal-
kowicie reabsorbowany z moczu. Poziom kwasu moczo-
wego w osoczu (20(H500 gM) jest utrzymywany poprzez
system transporterow zlokalizowanych w cewkach proksy-
malnych. Do dzisiaj zlokalizowano w cewkach nastepujgce
biatka, ktére moga by¢ odpowiedzialne za transport tego
anionu u ssakéw: URATL1, OAT1, OAT3, NPT1 (OATvI),
UAT iostatnio MRP4 (Ryc. 4) [61].

hURATI jestzlokalizowany w btonie luminalnej komorek
cewek proksymalnych cztowieka ijest gtbwnym transporte-
rem odpowiedzialnym za reabsorbcje kwasu moczowego.
Jest to wymiennik kwasu moczowego na inne aniony orga-
niczne, np. mleczan, pirazynian (PZA, metabolit pyrazina-
midu, lek zmniejszajagcy wydalanie moczanu). Nie znana jest
natomiast droga transportu kwasu moczowego przez btone
bazolateralng do krwi. Wiadomo jednak, ze w btonie tej
zlokalizowane sg dwa transportery organicznych anionéw:
OAT1 i OATS3, ktore sg odpowiedzialne za transport kwasu
moczowego. Sg to wymienniki kwasu moczowego na jony
dikarboksylanowe (glutaran, a-ketoglutaran, bursztynian).
Bioragc pod uwage gradient elektrochemiczny dikarboksy-
lanéw, utrzymywany przez dwa symportery (SLC13A2 —
btona apikalna i SLC13A3 —btona bazolateralna; sprzegaja
transport 3 czasteczek Na+i dikarboksylanu) i antyporter
(SLC26A1; wymiennik jonow sodu na dikarboksylany lub
siarczany) w cewkach proksymalnych nerek, uwaza sie, ze
transport kwasu moczowego przez wymienniki OAT od-
bywa sie odkomo6rkowo. Zatem sg one odpowiedzialne za
wydzielanie tego anionu [61].

W btonie luminalnej zidentyfikowano trzy transportery
mogace uczestniczy¢ w wydalaniu kwasu moczowego do
moczu. Sg to: OATvI, UAT i MRP4. OATvI zostat ziden-
tyfikowany w nerkach $winskich [62], Stwierdzono, ze jest
to transporter regulowany napieciem btonowym, odpowie-
dzialny m.in. za wydzielanie PAH. U cztowieka jednak do

[
<PZA DK
M OAT1
ATP Bar.
-— MRP4 e
ADP + P, DK
| OAT3
. NP'?'H — 0

btona luminalna

Rycina 4. Schemat transportu kwasu moczowego w cewkach proksymalnych nerek cztowieka;
—kwas moczowy, DK —jony dikarboksylanowe, M —mleczan, PZA —pirazynian.
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btona postawno-boczna

dzisiaj nie zidentyfikowano analogu tego biat-
ka. Stwierdzono jedynie obecnos$¢ transportera
NPT1, ktéry wykazuje 60% homologii z tym
biatkiem. NPT1 (SLC17A1) jest odpowiedzial-
ny za wydalanie nerkowe kwasu moczowego
u Swin i krolikow, u ktorych poziom kwasu
moczowego we krwi jest regulowany gtéwnie
poprzez wydzielanie [63]. U cztowieka nie jest
jednoznacznie stwierdzone, czy transporter ten
bierze udziat w wydalaniu moczanu. Innym
kandydatem do luminalnego eksportu tego
anionu jest UAT — kanalt/transporter okres$la-
ny jako galaktyna 9, ktérego aktywnos$¢ jest re-
gulowana przez cukry i adenozyne [64], Biatko
to na zewnatrz komorki posiada dwa p-galakto-
zydowe miejsca wigzace i miejsce wiazace ade-
nozyne, natomiast po stronie cytoplazmatycz-
nej zlokalizowano miejsce wigzace dla kwasu
moczowego. Wykazano, ze przytgczenie lakto-
zy lub glukozy do miejsc (3-galaktozydowych
biatka powoduje otwarcie kanatu i wydzielenie
kwasu moczowego. Stymulacja kanatu przez
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laktoze nastepuje przy 200 razy mniejszym stezeniu (100
gM) w poréwnaniu z glukoza. Poniewaz wystepuje zwia-
zek pomiedzy wzrostem stezenia cukru w osoczu a zabu-
rzeniem homeostazy moczanu, wynika z tego, ze UAT moze
by¢ odpowiedzialny za zwiekszone wydalanie tego anionu,
prowadzgce to hiperurykemii w cukrzycy [65].

Ostatnio coraz wiecej danych wskazuje réwniez na duzg
role transportera MRP4 w eksporcie ATP-zaleznym od
kwasu moczowego [57], Transporter ten charakteryzuje sie
niskim powinowactwem do kwasu moczowego, dzieki cze-
mu moze by¢ utrzymywane duze stezenie tego anionu w
komérce. Do dzisiaj nie wiadomo czy inne biatka z rodziny
ABC moga bra¢ udziat w tym procesie. Wiadomo jedynie,
ze kwas moczowy nie jest substratem biatka MRP2, ktdre
rowniez jest zlokalizowane w btonie luminalnej. Przypusz-
cza sig, ze MRP5 i MRP8 moga by¢ zaangazowane w eks-
port moczanu, majg one bowiem bardzo zblizone spektrum
substratowe do MRP4. Pokazano, ze w komdérkach HEK293,
w ktérych stwierdzono endogenng ekspresje MRP5, zacho-
dzi transport odkomoérkowy kwasu moczowego, ktory jest
hamowany przez PMEA (9-(2-fosfonylometoksyetylo)ade-
nina; substrat MRP5 i MRP8) [57].

Poniewaz biatko MRP4 jest odpowiedzialne za trans-
port cyklicznych nukleotydoéw, zbadano jak wptywajg one
na transport kwasu moczowego. Wykazano, ze cAMP i
cGMP sg w sposob ciggty transportowane razem z kwa-
sem moczowym az to osiggniecia stanu saturacji. Wysokie
stezenia obu nukleotyddéw réwniez nie wptywajg na szyb-
kos¢ transportu kwasu moczowego. Odwrotnie, wysokie
stezenia moczanu mogg regulowaé witasciwosci transpor-
tujgce biatka. Uznano, ze MRP4 posiada dwa niezalezne
miejsca wigzace, dziatajace na zasadzie pozytywnego
wspoétdziatania, jedno dla cGMP, a drugie dla kwasu mo-
czowego oraz miejsce alleosteryczne wspélne dla obydwu
substratow. Kwas moczowy, wypierajac cGMP z miejsca
allosterycznego, jest w stanie — na zasadzie pozytywne-
go wspotdziatania — pobudzac transport tego nukleoty-
du, jak i innych substratéw (cAMP, metotreksat). cCAMP
posiada miejsce wigzace prawdopodobnie w tym samym
miejscu co cGMP, co wyjasniatoby dlaczego cAMP jest in-
hibitorem cGMP [55]. Cykliczny GMP jest réwniez inhibi-
torem metotreksatu, co wskazuje, ze zwigzki te rowniez
majg to samo miejsce wiazania [57],

BIALKO MRP5

Podobnie jak MRP4, transporter MRP5 odpowiedzialny
jest za transport cyklicznych nukleotydéw. Wykazuje on
mate powinowactwo do cAMP, a duze do cGMP. W przy-
padku transportera MRP4 wystepuje odwrotna zaleznos¢,
tzn. duze jest powinowactwo do cAMP, a mate do cGMP
[56]. Réznice w kinetyce eksportu nukleotydéw obu bia-
tek $wiadczg o ich wiasciwosciach regulatorowych w we-
wnatrzkomorkowej dystrybucji obu cyklicznych nukleoty-
dow. Wykazano réwniez, ze mimo duzego powinowactwa
cyklicznych nukleotydéw do tych biatek sg one stabymi
inhibitorami w stosunku do innych substratéw tych trans-
porterow. Transporter MRP5 wykazuje podobne spektrum
substratowe do biatka MRP4. Biatko MRP5 zlokalizowane
jest w basolateralnej btonie komoérek kanalikéw nefronu.
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Jednak do dzisiaj nie stwierdzono, gdzie doktadnie wzdtuz
nefronu jest ono zlokalizowane [18,41].

BIALKO MRP6

Kolejne biatko, MRP6, zostato zlokalizowane w bazola-
teralnej btonie komorek cewek proksymalnych i, w mnigj-
szym stopniu, w cewkach dystalnych [18,41]. Transporter
ten odpowiedzialny jest m.in. za transport niskoczgsteczko-
wych peptydéw zaangazowanych w sygnalizacje komor-
kowa. MRP6, podobnie jak poprzednie transportery, petni
ochronna funkcje przed toksynami w nerkach. Spektrum
substratowe tego biatka jest jednak duzo wezsze w poréw-
naniu z poprzednimi biatkami. Wykazano, ze substratami
tego transportera sg: etopozyd, tenipozyd i antracykliny.
[66].

BIALKO MRP7-9

Biatko MRP7 (ABCC10) nie zostato jeszcze w petni scha-
rakteryzowane, wiadomo jednak, ze bierze ono udziat w
transporcie anionowych koniugatow E47(3G i —w niewiel-
kim stopniu — koniugatéw leukotrienéw cysteinowych
(LTCJ [67], Stwierdzono jego obecno$¢ w nerkach, jednak
do dzisiaj nie ma zadnych danych dotyczacych rozmiesz-
czenia w nefronie [41]. Biatko to jest rowniez odpowiedzial-
ne za lekooporno$¢ w stosunku do taksolu, winkrystyny i
winblastyny [68]. Ostatnio odkrytymi biatkami s3 MRP8
(ABCC11) [69] i MRP9 (ABCC12) [70]. Do dzisiaj nie stwier-
dzono jednoznacznie, czy w og0le sag one zaangazowane w
transport nerkowy [41].

DOMENY REGULATOROWE PDZ

Ostatnio wykazano, ze wiele transporterow, w tym biatka
MRP, zlokalizowanych w btonie apikalnej komdrek nabton-
kowych, posiada sekwencje aminokwasdw zlokalizowang
na koncu C biatka, nazwang motywem PDZ [71]. Ta cha-
rakterystyczna sekwencja oddziatywuje z biatkami adapte-
rowymi, ktére zawierajg domeny PDZ sktadajace sie z oko-
to 90 aminokwasow. Uwaza sie, ze oddziatywanie domen
PDZ jest regulowane przez fosforylacje lub przez wigzanie
ligandow. W biatkach tych zlokalizowano réwniez obecnosé
innych domen, np. SH3 (homolog Src), MAGUK (domena
kinazy guanylowej) i inne. Obecnos¢ tylu réznych domen
wskazuje, ze biatka te sg zdolne do generowania duzych
biatkowych kompleksow [71]. W cewkach proksymalnych
nerek zlokalizowano cztery takie biatka: NHERF1 (EBP50)
[72], NHERF2 (E3KARP) [72], PDZK1 i PDZK2 [73], Sadzi
sie, ze poprzez oddziatywanie z transporterami btonowymi
biatka te wptywajg na ich btonowag lokalizacje, ekspresje ich
genéw i aktywnosé [71].

Stwierdzono, ze biatko MRP2 posiada na C kofcu sekwen-
cje charakterystyczng dla motywu PDZ: X(Ser/Thr)XIP (X
— dowolny aminokwas, W — hydrofobowy aminokwas),
ktéra oddziatuje z biatkiem PDZK1 zlokalizowanym row-
niez w btonie luminalnej. W celu okreslenia funkcji tych
oddziatywan, poprzez modyfikacje genu biatka MRP2, usu-
nieto z konca C tego biatka trzy aminokwasy wchodzace w
sktad tego motywu. Przyczynito sie to do zmiany lokaliza-
cji tego transportera w btonie komdrek spolaryzowanych.
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Wynika z tego, ze przy braku tego motywu przewaza inny
motyw sygnatowy (dotad nie zlokalizowany), ktéry ukie-
runkowuje to biatko w strone btony bazolateralnej. Nie
wiadomo jaki jest wptyw biatka PDZK1 na rozmieszczenie
tego transportera, przypuszcza sie jednak, ze moze ono brac
udziat w stabilizacji MRP2 w btonie luminalnej [74], Stwier-
dzono, ze transportery ABC zlokalizowane w btonie baso-
lateralnej (MRP1, MRP3, MRP5, MRP6) nie posiadajg moty-
wu PDZ w odréznieniu do transporterow btony apikalnej
(MRP2, MRP4 i P-gp), co wskazuje na to, ze motyw PDZ
odgrywa wazng role w rozmieszczeniu btonowym biatek w
komérkach spolaryzowanych.

Jak juz wczedniej wspomniano, kinaza biatkowa C przez
fosforylacje wptywa na aktywnos$¢ transportera MRP2 [74],
Stwierdzono, ze miejscem fosforylacji PKC jest seryna w
pozycji 1542 w obrebie motywu PDZ (STKF), co powoduje
wzrost powinowactwa domen biatka PDZK1 do tego trans-
portera. Wynika z tego, ze adapter ten poprzez zwiekszo-
ne oddziatywanie z transporterem moze regulowac jego
aktywnos$¢. Oddziatywanie domen PDZ biatka PDZK1
wykazano z wieloma innymi transporterami: URATI,
NPT1, OAT4, PEPTL. Niektore z tych biatek, jak np. MRP2,
oddziatywujg tylko z jedng domeng PDZK1 (PDZ1), inne
natomiast mogg oddziatywa¢ z kilkoma, np. URAT1 (wy-
kazuje duze powinowactwo do domeny PDZ1 i niskie do
PDZ2 i PDZ4). Fizjologiczne znaczenie wielu oddziatywan
z transporterami nie zostato jeszcze wyjasnione, wydaje sie
jednak, ze poprzez biatka adapterowe mogga by¢ przenoszo-
ne sygnaty pomiedzy transporterami, ktére w ten sposéb
moga regulowaé transport transbtonowy poszczeg6lnych
substancji [71].

Wykazano réwniez, ze biatka PDZ moga sie tagczy¢ mie-
dzy sobg, tworzac homo- i heterodimery. Tworzg one w ten
sposo6b kompleksy biatkowe z duzg ilosciag domen PDZ,
mogacych oddzialywa¢ z motywami PDZ transporteréw
btonowych i prawdopodobnie biorg udziat w stabilizacji
struktury btony apikalnej komdrek nabtonkowych cewek
proksymalnych [74].

PODSUMOWANIE

W opracowaniu tym zostata zebrana aktualna wiedza na
temat fizjologicznej roli transporteréw z rodziny ABC oraz
ich wptywu na transport nerkowy wielu stosowanych w kli-
nice lekow. Na podstawie powyzszego przegladu literatury
mozna stwierdzi¢, ze do dzisiaj specyficzna rola biatek ABC w
dystrybucji organicznych jonéw w nerkach jest jeszcze bardzo
stabo poznana, a wiedza na ten temat nieusystematyzowana.
Najwiecej literatury dotyczy funkcji, jakie petnig te transpor-
tery w cewkach proksymalnych. Nie ma natomiast prawie
zadnych doniesien dotyczacych rozmieszczenia i funkcji, jakie
peinig te biatka w kiebuszkach nerkowych. Mato poznane sg
rowniez mechanizmy regulatorowe wptywajace na transport
poszczego6lnych transporteréw. Ostatnio wykazane oddziaty-
wania pomiedzy biatkami adapterowymi PDZ atransportera-
mi btonowymi wskazuja na Scistg zalezno$¢ pomiedzy catym
systemem transportujgcym. Nie wiadomo natomiast w jaki
sposOb zachodzi ta regulacja. Rozwigzanie tego zagadnienia
jest dzisiaj jednym z priorytetéw, poniewaz wiele stosowa-
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nych lekéw, poprzez oddziatywania z transporterami, moze
prowadzi¢ do zaburzen funkcji i ostrej niewydolnosci nerek.
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ABSTRACT

The ATP-binding cassette (ABC) transporters are a large superfamily of integral membrane proteins that actively transport organic ions across
biological membranes. These transporters play important role in the reabsorptive and excretory capacity of the kidney. Nine structurally
and functionally related members (MRP1-7, P-gp, BCRP) have been identified, which differ from each other by their localization, expression
levels, and substrate specificity. This review discusses current knowledge on the renal characteristics of ABC transporters, with specific focus
on their regulation.
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STRESZCZENIE

eptydy z rodziny angiotensyn kojarzone sg gtéwnie z systemem sercowo-naczynio-
Pwym i homeostazg wodno-mineralng. W ostatnich latach stwierdzono réwniez, ze
kluczowy peptyd systemu renina-angiotensyna (Ang Il), poprzez dwa klasyczne recep-
tory btonowe: ATI i AT2, zaangazowany jest w regulacje komdérkowego wzrostu, proli-
feracje, r6znicowanie i migracje komadrek, apoptoze, procesy zapalne, angiogeneze oraz
ekspresje genéw. W wielu komdrkach nowotworowych potwierdzono wystepowanie
zmian w poszczeg6lnych elementach RAS, co moze sugerowaé zaangazowanie tego ukta-
du w kancerogeneze. Niniejsza praca skupia sie na roli tkankowych RAS w procesie
nowotworzenia oraz potencjalnych mozliwosciach terapeutycznych wynikajacych z ma-
nipulowania tymze uktadem. W ostatnich latach stato sie oczywiste, ze uktad renina-an-
giotensyna (RAS) ma daleko szersze znaczenie niz standardowa rola w regulacji syste-
mu sercowo-naczyniowego i w homeostazie wodno-elektrolitowej. Badania prowadzone
w ciggu kilku ostatnich lat, przyczynity si¢ do wykazania obecnosci tkankowych RAS,
ktore moga wspotdziata¢ miedzy innymi z hormonami, czynnikami pozapalnymi lub
czynnikami wzrostu. Odkryto kolejne peptydy efektorowe uktadu RAS, enzymy prowa-
dzgce do ich powstawania, a takze specyficzne dla nich receptory. Potwierdzono istnienie
oddziatywan miedzy peptydami uktadu renina-angiotensyna, jak rowniez wykryto nowe
biologiczne funkcje juz wczes$niej znanych elementéw RAS [1]. Badania potwierdzity,
zaangazowanie RAS w liczne fizjologiczne i patologiczne procesy, takie jak: prolifera-
cja komdrek, ich migracja, angiogeneza, procesy zapalne czy apoptoza. Sugeruje to, ze
nieprawidtowe funkcjonowanie uktadu renina-angiotensyna moze przyczynia¢ sie do
réznych zmian patologicznych, w tym transformacji nowotworowej [2-4]. W niniejszej
pracy przedstawimy nowe informacje dotyczace budowy i funkcjonowania lokalnych
RAS. Poddamy analizie $ciezki sygnatowe angiotensyn oraz ich klasycznych receptorow,
ktére mogtyby bra¢ udziat w kancerogenezie.

BUDOWA LOKALNEGO SYSTEMU RENINA - ANGIOTENSYNA (RAS)

PEPTYDY | PEPTYDAZY

Synteze czynnych zwigzkéw w RAS zapoczatkowuje proteolityczne prze-
ksztatcenie angiotensynogenu do angiotensyny | przez renine. Poza rening,
ktéra jest proteazg kwasu asparaginowego, istniejg dwie kategorie tkanko-
wych enzymoéw reninopodobnych (izorenin). Pierwsza kategoria obejmuje
katepsyny (G, D i E), ktére sg lizosomowymi proteazami serynowymi, po-
zwalajgcymi na lokalng lize angiotensynogenu do Ang I. Druga natomiast
jest reprezentowana przez cytozolowg proteaze serynowag — tonine, ktéra
pozwala na bezposredniag synteze Ang Il z angiotensynogenu [5], Inna droga
powstawania Ang Il jest zalezna od enzymu ACE (ang. angiotensin converting
enzyme), ktéry poprzez odciecie dipeptydu His-Leu od korica C angiotensyny
I, przeksztatca jg w kluczowy peptyd uktadu RA. Angiotensyna Il moze ule-
gac¢ kolejnym przeksztatceniom do Ang Ill, Ang IV i do krétszych peptydéw
w wyniku dziatania aminopeptydaz: A, N i B (APA, APB, APN) [5,6],

Alternatywna droga metabolizowania Ang | zachodzi przy udziale enzymu
ACE2. Mimo podobienstwa strukturalnego do ACE (homologia 42%) aktyw-
nos$¢ katalityczna tych dwdch enzymoéw jest odmienna. Enzym ACE jest di-
karboksylaza, podczas gdy ACE?2 jest karboksylazg i ma zdolno$¢ odtgczania
tylko jednej reszty aminokwasowej od korica C Ang I, prowadzac do powsta-
nia angiotensyny (1-9). Ang (1-9) nie moze by¢ substratem dla ACE2 i ulega¢
przeksztatceniu do Ang Il, moze natomiast by¢ metabolizowana przez enzym
ACE do Ang (1-7), Ang (1-5), Ang (1-4) [7,8]. Ponadto, odkrycie ACE2 praw-
dopodobnie ujawnito gtéwny szlak syntezy Ang (1-7). Aktywnos$¢ katalityczna
tego enzymu w wytwarzaniu Ang (1-7) z Ang Il jest 10-krotnie wieksza niz en-
dopeptydazy prolinowej (PEP) i az 600-krotnie wieksza niz karboksypeptyda-
zy prolinowej (angiotensynaza C — AC). Nalezy jednak podkresli¢, ze wysoki
poziom ACE2 u ludzi jest ograniczony do nerek, jader i serca [9] (Ryc. 1). Nie-
watpliwie aktywno$¢ uktadu RA zalezy od rownowagi jaka winna zachodzi¢
miedzy syntezg a metabolizmem Ang Il (Ryc. 1). Nieprawidtowe proporcje
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Rycina 1. Schemat lokalnego RAS z uwzglednieniem aktywnych peptydéw efek-
torowych, drég ich metabolizowania oraz zaangazowanych w ten proces amino-
peptydaz.

miedzy tymi procesami mogg przyczynia¢ sie do zmian
patologicznych w strukturze i funkcji poszczeg6lnych na-
rzadow na drodze regulacji ekspresji genéw, syntezy czyn-
nikéw wzrostu czy proceséw odpowiedzi zapalnej.

RECEPTORY ANGIOTENSYNOWE

W najbardziej znanych efektach dziatania Ang II, in
vitro, posredniczg dwa klasyczne receptory ATI i AT2,
ktére zostaty sklonowane i farmakologicznie scharakte-
ryzowane. Receptory te nalezg do klasy receptoréw zwia-
zanych z biatkami G i sg zbudowane z siedmiu domen
zlokalizowanych btonowo. Wiadomo, ze receptory ATI
po zwigzaniu z ligandem sg internalizowane, natomiast
receptory AT2 nie ulegajg endocytozie, dzieki czemu po-
zostajg dtuzej dostepne w bitonie plazmatycznej [10,11],
Receptor AT2 obecny jest gtdwnie w tkankach ptodowych.

Natomiast we wczesnym okresie noworodkowym naste-
puje szybkie zmniejszenie sie jego liczby do niewielkiego
poziomu lub nawet jego catkowity zanik. Dominujgcym
receptorem staje sie wowczas ATI [10,12], Nalezy jednak
podkresli¢, ze gestos¢ receptorow ATI i AT2 w poszcze-
go6lnych narzgdach i tkankach moze ulega¢ modyfikacji,
przede wszystkim pod wptywem Ang IlI, jak réwniez
wielu innych czynnikéw, np. adrenaliny czy insuliny.

Homologia sekwencyjna miedzy receptorami ATI i
AT2 jest niska i wynosi 32-34%. Receptory Ang Il moga
by¢ rozrézniane za pomocg hamujacych je specyficznych
peptydowych i niepeptydowych antagonistow. Receptor
ATI jest wybidrczo hamowany przez difenyloimidazole,
takie jak np. lozartan, podczas gdy tetrahydroimidazo-
lopirydyny hamujg receptor AT2. Farmakologia innych
typow receptorow: AT3 i AT4 oraz receptora dla Ang 1-7
nie zostata dotychczas w peini scharakteryzowana, dlate-
go receptory te nie sa wtaczone do klasycznych recepto-
row angiotensynowych ssakoéw [10-12] (Ryc. 2).

Receptor ATI najczesciej zwigzany jest z proliferacja
komérek. Dziatanie receptora AT2 jest przeciwstawne i
polega gtéwnie na hamowaniu wzrostu komdérek oraz in-
dukcji apoptozy. Istniejg jednak posrednie dowody, po-
chodzace z badan in vitro, sugerujace, ze Ang Il w pew-
nych warunkach moze stymulowac wzrost, dziatajac po-
przez receptor AT2. Wyniki eksperymentalne dowodza,
ze dziatanie receptora AT2 jest niejednoznaczne. Wstep-
ne badania pozwalajg przypuszczaé, ze przeciwwzrosto-
we dziatanie receptora AT2 jest uzaleznione od poziomu
jego syntezy w stosunku do receptora ATI [12], Albo-
wiem wptyw receptorow ATI i AT2 moze wynikaé nie
tylko z aktywacji odmiennych szlakéw sygnatowych, ale
rowniez z heterodimeryzacji AT1/AT2, ktéra powoduje
zmiane konformacji i zablokowanie receptora ATI [13-
15]. Liczba receptoréw angiotensynowych oraz krzyzowe
relacje miedzy nimi niewatpliwie moduluja fizjologiczne
efekty angiotensyn na komorke. Zmiany w poziomie syn-
tezy tych receptoréw wptywajg wiec na funkcjonowanie
uktadu renina-angiotensyna i moga przyczynia¢ sie do
wystepowania w nim nieprawidtowosci.

losartan PD 123177
irbesartan PD 123319
kandesartan CGP 42112
()
(-) ANG Il ANG Il ? .--- ANG IV ANG 1-7
\J
———
ﬁlT' 000000000 IlTI LACHCICION0 00000 GO0 e
- |l|| ooo.ooaoo Illll * e 0 0 e 'opco CRCRCRCRONS PR
Rycina 2. Schemat przedstawiajacy mozliwo$¢ oddziatywan Ang II, I, IV i 1-7 z r6znymi typami receptoréw dla angiotensyn, z uwzglednieniem inhibitoréw stosowa-

nych dla klasycznych receptoréw — ATl i AT2.
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EKSPRESJA GENU KODUJACEGO RAS W
TKANKACH NOWOTWOROWYCH CZtOWIEKA

RECEPTORY ANGIOTENSYNOWE ATI | AT2

Na podstawie badan immunocytochemicznych i RT-PCR,
zaobserwowano, ze gen kodujacy receptor ATI ulega eks-
presji, czesto wzmozonej, w wielu nowotworach cztowieka,
w tym: ptaskokomoérkowym raku skory, raku trzustki, raku
krtani. Obecno$¢ ATI stwierdzono takze w nowotworach
bedacych istotnym problemem epidemiologicznym: raku
prostaty, raku piersi, czy raku ptuc [2,3],

W przypadku tagodnej hyperplazji piersi obserwowa-
na jest ciggta syneza genu kodujgcego receptor ATI, ktd-
ra zanika dopiero w komdrkach inwazyjnych raka piersi.
Natomiast w raku gruczotu krokowego stwierdzono wyz-
szy poziom ekspresji genu receptora ATl w poréwnaniu
z sitg jego wyrazu w zdrowej prostacie cztowieka [17].
Jednak inne badanie wykazuje, ze w stadium tagodnej hy-
perplazji prostaty (BPH) efektywnos$é wigzania receptora
ATI zostaje zredukowana. Mozliwe jednak, ze obnizenie
wrazliwosci ATl w BPH jest spowodowane przez bardzo
wysoki poziom angiotensyny Il w tkance. Jak juz wcze-
$niej wspomniano, receptory ATI sg internalizowane po
zwigzaniu z ligandem, co wigze sie z ich czasowg nie-
dostepnos$cig. Nadmiar ligandu moze powodowa wiec
wzgledne obnizenie ilosci receptoréow ATI [18].

W komoérkach nowotworowych szyjki macicy [19]
i jajnikéw [21] cztowieka, poziom ATI jest zwigzany z
inwazyjnos$cig guza. Natomiast w tagodnym torbielako-
gruczolaku jajnika ekspresja ATI jest prawie nieobecna,
ale dramatycznie wzrasta w momencie przekroczenia
granicy uzto$liwienia i inwazyjnos$ci. Stwierdzono, ze
ATI jest obecny w 85% rakow jajnika i gen ulega ciagtej
ekspresji w 55% przypadkdéw [2], Ponadto, poziom ATI
wykazuje, w wielu przypadkach, pozytywny zwigzek z
poziomem VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) i
wyzsza zawartoscig mikronaczyn w tkankach nowotwo-
rowych [2,3], Z kolei poziom drugiego gtdwnego recep-
tora dla angiotensyn —AT2 jest nizszy w prawidtowych
tkankach, ale wzrasta w hyperplazji i inwazyjnym raku
piersi [21,22], Wzrost ekspresji genu receptora AT2 zo-
stat rowniez zaobserwowany w guzach endokrynnych
trzustki oraz w raku jelita grubego, podczas gdy w raku
nerki stosunek receptora ATI do AT2 wynosit 60:40%
[2,3]. Uwzgledniajgc fakt, ze dziatanie AT2 jest gtdwnie
proapoptotyczne, jego nadmierna produkcja w inwa-
zyjnym raku sutka moze stanowi¢ mechanizm obronny,
majacy na celu indukcje programowanej $mierci w ko-
morkach nowotworowych. Badania przeprowadzone na
modelach zwierzecych i izolowanych komdérkach wyka-
zaly, ze zastosowanie antagonistow receptora ATl moze
zmniejsza¢ wielko$¢ guzow trzustki, nerki, jajnika, pro-
staty oraz hamowac rozwdj miesakéw, widkniakomiesa-
kéw oraz raka ptuc [4,16,17]. Znane sa rOwniez pierwsze
wyniki badan klinicznych, testujagce wptyw np. kande-
sartanu na hormonoopornego raka prostaty. Potowa z
23 badanych pacjentdw wykazata obnizenie wartosci
PSA (ang. prostate specific antygen) po traktowaniu ARB
(ang. angiotensin Il receptor blockers). Tylko u jednego z
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pacjentow zaobserwowano skutek uboczny w postaci
nadcis$nienia tetniczego [23],

INNE ELEMENTY RAS

Wzmozong synteze angiotensynogenu obserwujemy w
glejakach, a jego nadprodukcja jest czesto obserwowana
w endokrynnych guzach trzustki [2], Ponadto, wyzsza
ekspresja genu ACE zostata zauwazona w guzach naczyn,
a takze raku zotadka, zar6wno w stadium wczesnym, jak
i w obecnosci przerzutow [24], R6znice w ekspresji genu
ACE w tkankach moga by¢ zwigzane z wystepowaniem
polimorfizméw w obrebie wyzej wspomnianego genu. U
cztowieka stwierdzono np. wystepowanie trzech genoty-
pow D/D, I/l, I/D, wynikajagce z obecnosci (I) lub braku
(D) 287 pary zasad tego genu w chromosomie 17923. Ge-
notyp DD charakteryzuje sie zwiekszong o blisko 100%
aktywnosciag ACE w poréwnaniu do genotypu I/I. Poli-
morfizm I/D jest co prawda tylko jednym z wielu pozna-
nych miejsc polimorficznych genu ACE, jednakze wyja-
$nia blisko ponad 27% zmiennos$ci aktywnos$ci enzymu
przeksztatcajgcego [3,25]. Ostatnie doniesienia wskazuja,
ze polimorfizm ACE moze by¢ jednym z istotnych czyn-
nikéw w powstawaniu oraz rozwoju raka endometrium
czy raka prostaty [26,27], Badania przesiewowe wykaza-
ty rowniez, ze kobiety z wrodzong niskg ekspresja genu
ACE majag 50% mniejsze ryzyko wystapienia nowotworu
piersi [28], Posrednie dowody sugeruja, ze drugi z enzy-
mow przeksztatcajagcych — ACE2, moze by¢ zaangazo-
wany w powstawanie raka jajnika [29], Lever i wsp. jako
pierwsi zasugerowali ochronng role inhibitoréow ACE
(ACEi) w walce z nowotworami. Stwierdzili oni zmniej-
szong zachorowalnos$¢ na raka piersi i ptuc u pacjentéw
poddawanych diugoterminowemu leczeniu kaptopry-
lem, lizynoprylem i enadoprylem [30], Jednakze inne
badania epidemiologiczne nie potwierdzity tej tendencji,
wskazujgc na brak zaleznosci miedzy stosowaniem ACEi
a kancerogeneza [31,32]. By¢ moze rdznice wynikaty z
faktu krotszego czasu traktowania inhibitorami, jak row-
niez bardziej zaawansowanego wieku pacjentow. Obec-
nie wiele badan wskazuje, ze ACEi majg wtasciwosci ha-
mujace zardwno w stosunku do nowotwordw in vitro, jak
i in vivo. Przypisuje sie im zdolno$¢ ostabiania proliferacji
wielu linii komoérek nowotworowych, jak réwniez ha-
mowania angiogenezy oraz wzrostu guzéw w modelach
zwierzecych [2,3].

Jak wida¢ z powyzszych badan, w wielu nowotworach
cztowieka potwierdzono zmiany w funkcjonowaniu po-
szczegblnych elementéw uktady RAS w poréwnaniu z
tkankami prawidtowymi. Co wiecej, antagonisci ACE i
receptora ATI, bedacy lekami o udowodnionej skutecz-
nosci w leczeniu nadcisnienia tetniczego i niewydolnosci
serca, coraz czeSciej rozpatrywani sgjako potencjalne leki
przeciwnowotworowe. Mechanizm zwigzany z korzyst-
nym wptywem ACEi i ARB na walke z nowotworami nie
zostat do konca poznany. Najprawdopodobniej wigze sie
on z zahamowaniem tych $ciezek sygnalizacyjnych ukta-
du renina-angiotensyna, ktdre sprzyjajg proliferacji oraz
migracji komdrek, czy tez wzmagajg progresje guzoéw no-
wotworowych.
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SCIEZKI SYGNALIZACYJINE RAS,
POWIAZANE Z KANCEROGENEZA

PROLIFERACJA KOMOREK | APOPTOZA

Choroby nowotworowe oparte sg zwykle na patologicz-
nym procesie, w ktorym prawidtowe komorki przestajg
podlega¢ normalnym mechanizmom kontrolujgcym ich
wzrost i réznicowanie. Badania in vitro i in vivo dostarcza-
ja wiarygodnych dowoddéw, ze Ang Il wptywa na wzrost
komérkowy i apoptoze. W zaleznosci od rodzaju komorek
i obecnosci innych czynnikow wzrostowych Ang Il, zwy-
kle poprzez receptor ATI, moze indukowaé proliferacje
lub tez hamowa¢ cykl komérkowy w fazie GI. Nadmierne
pobudzenie ekspresji gendéw kodujacych inhibitory CDK
(ang. cyclin-dependent kinases), takich jak p27Kip, prowadzi
do przerostu komérki. Wprawdzie aktywacja AT2 réwniez
prowadzi do zahamowania cyklu komdérkowego w fazie
Gl, ale proces ten w efekcie indukuje apoptoze lub r6zni-
cowanie sie komorek. Nalezy jednak podkresli¢, ze relacje
miedzy klasycznymi receptorami angiotensynowymi w re-
gulacji cyklu komorkowego nie sg do konca jasne i klarow-
ne. Znane sg bowiem przypadki indukcji apoptozy poprzez
receptor ATI, jak réwniez w pewnych warunkach Ang Il
moze stymulowac wzrost, dziatajac poprzez receptor AT2
[33] (Ryc. 3).

Mechanizmy proliferacyjnego i proapoptotycznego
dziatania angiotensyn najprawdopodobniej zwigzane sg z
aktywacja srodkomorkowych kaskad biatkowych kinaz ty-
rozynowych. Wérdd nich wyrézniamy kinazy tyrozynowe
receptorowe: EGFR (ang. epidermal growth factor receptor),
PDGFR (ang. platelet-derived growth factor receptor) i IGFR
(ang. insulin-like growth factor receptor) oraz niereceptorowe,

g
Cj

roznicowanie

przerost S

o

apoptoza

(0§
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Rycina 3. Wptyw Ang Il na cykl komdrkowy biorgc pod uwage typ receptora
uczestniczacego w przekazywaniu sygnatu.
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czyli cytoplazmatyczne: PLC-y (ang. phospholipase Cy), ro-
dzina kinaz Src, rodzina JAK (ang. Janus kinase), FAK (ang.
focal adhesion kinase), zalezne od Ca2+kinazy tyrozynowe
(np. Pyk2 —ang. proline-rich tyrosine kinase 2), pI30Cas (ang.
Crk associated substrate), PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinas-
es) [6,10-12]. Obie grupy dziatajg jako katalizatory reakcji
przeniesienia reszty fosforanowej z ATP na grupe hydrok-
sylowg reszt tyrozynowych w sekwencji docelowych bia-
tek komoérkowych. Nadmierna indukcja kontrolowanych
przez nie drog sygnatowych zwigzana jest ze wzrostem i
rozwojem oraz inwazyjnoscig licznych proceséw nowo-
tworowych [34]. Przyktadowo, w komaérkach raka piersi i
prostaty stwierdzono, ze ATI posredniczy w transaktywacji
EGFR, w efekcie prowadzac do fosforylacji drogi MAPK/
ERK (ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-
regulated kinases) i wzrostu komérek. Odnotowano réwniez,
ze aktywacja drogi PI3K/AKkt odgrywa istotng role w an-
tyapoptotycznym efekcie Ang Il (przez receptor ATI) cho-
ciazby w raku jelita czy w komoérkach nabtoniaka kosméw-
kowego ztosliwego [2].

Liczne badania potwierdzajg, ze receptor ATI indukuje
procesy wzrostu komorek przez aktywacje drogi sygnaliza-
cyjnej powiazanej z ERK. Dystrybucja sciezki ERK wigze sie
Scisle z procesami nowotworowymi, szczeg6lnie poprzez
biatka Ras, c-Raf czy receptory, takie jak HER2 (ang. human
epidermal growth factor receptor 2). Stymulacja ERKI/2 jest
rowniez powigzana ze wzrostem ekspresji takich genéw jak
c-fos, c-myc i c-jun, syntezg DNA, komdérkowym wzrostem,
reorganizacjg cytoszkieletu [12], Receptor AT2 natomiast
promuje apoptoze poprzez stymulacje MKP-1 (ang. MAP
kinase phopshatase-1), co wigze sie z defosforylacjg i zahamo-
waniem MAPK i Bcl-2. Biatko Bcl-2 nalezy do grupy biatek
antyapoptotycznych, jego nadprodukcja moze powodowac
oporno$¢ nowotwordéw na chemio- i radioterapie przez ha-
mowanie apoptozy w komérkach guza [11,12].

PROCES ZAPALNY | STRES OKSYDACYJINY

Czesto powtarzajace sie lub przewlekte procesy zapalne
zaliczane sa do czynnikéw ryzyka, wptywajacych na pod-
wyzszong sktonno$¢ oséb do zachorowania na niektére
typy nowotworow [35], np. raka ptuc, okreznicy, macicy
czy prostaty. W prozapalnych wiasciwos$ciach Ang Il po-
Sredniczy receptor ATl. W monocytach cztowieka induku-
je on migracje poprzez aktywacje kinaz Src, ERK1/2 i p38
oraz fosforylacje Pyk2 i paksyliny [3,36]. Aktywacja recep-
tora ATI pobudza réwniez neutrofile na drodze fosforylacji
kinaz MAPK (np. ERK1/2, p38) oraz na drodze aktywacji
ROS (reaktywne formy tlenu) i NFKB (ang. nuclearfactor-kap-
pa B) [3,37], W efekcie nastepuje wzmozone uwalnianie wie-
lu cytokin i chemokin (np. IL-6, IL-8, MPC-1, TNF-a (ang.
tumor necrosis factor a) oraz czynnikéw adhezyjnych (selek-
tyny np.: P-, E-, L-selektyna, podrodzina immunoglobulin,
np.: ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule 1), VCAM-
1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1), integryny np. p.-,
c/-integryna), bedacych mediatorami procesu zapalnego
[38,39], Badania pokazuja, ze Ang Il uznawana jest za waz-
ny czynnik wptywajacy na aktywnos$¢ oksydazy NAD(P)FI
i w efekcie — produkcje H,02i 0 2, funkcjonujacych jako
miedzykomorkowe i wewngtrzkomérkowe wtérne prze-
kazniki. Wiadomo, ze ROS modyfikuja dziatalno$¢ kinaz
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tyrozyowych (np. Src, Ras, JAK2, Pyk2, PI3K, EGFR) oraz
MAPK (np. p38, JNK, ERKS5), oraz nasilajg aktywacje czyn-
nikéw transkrypcyjnych, w tym czynnika NFkB, AP-1 (ang.
activating protein 1), HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor 1),
jak réwniez produkcje wielu molekut prozapalnych i czyn-
nikow wzrostu [12,39,40], Zwiekszona produkcja reaktyw-
nych form tlenu, przekraczajaca wydolno$¢ fizjologicznych
uktadow przeciwutleniaczy, prowadzi do wystapienia stre-
su oksydacyjnego. Badania kliniczne potwierdzajg wzrost
markeréw stresu oksydacyjnego, m.in. metabolitow oksy-
dacyjnego uszkodzenia DNA, produktéw utleniania lipi-
dow i prostaglandyn, obnizenia stezenia grup tiolowych w
biatkach u pacjentéw z rozpoznang chorobg nowotworowg
[41]. Dlatego reaktywne formy tlenu uznawane sg za istotne
czynniki rozwoju nowotworow.

ANGIOGENEZA

Angiogeneza (neowaskularyzaeja, naczyniotworzenie)
jest wieloetapowym procesem tworzenia nowych naczyn
witosowatych na bazie istniejgcych naczyn krwionos$nych.
Towarzyszy ona zardwno zjawiskom fizjologicznym, jak i
patologicznym. Badania doSwiadczalne dowodza, ze roz-
woj guza zwykle zwigzany jest z wytworzeniem nowej sieci
naczyn krwionosnych, umozliwiajacej dostarczanie mu sub-
stancji odzywczych, czynnikdw wzrostu i tlenu. Ostatnie
badania donosza, ze Ang Il zaangazowana jest w indukcje
angiogenezy poprzez aktywacje réznorodnych czynnikéw
wzrostu, takich jak: VEGF, PDGF, TGF-p (ang. transforming
growth factor i3), IGF-1, bFGF (ang. basicfibroblast growth fac-
tor) [2,39],

Proangiogenny efekt ATl wynika przewaznie z wpty-
wu na ekspresje genu VEGF, najsilniejszego i najbardziej
swoistego czynnika wzrostu komorek $rodbtonka naczyn
pochodzacych z tetnic, zyt i naczyn limfatycznych. Naczy-
niowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu wptywa na neowa-
skularyzacje na drodze bezposredniej, poprzez pobudze-
nie namnazania i migracji EC (komorki srédbtonka) przy
jednoczesnym hamowaniu ich apoptozy oraz posredniej
— poprzez formowanie macierzy zewngtrzkomoérkowej
[42]. Badania potwierdzajg pozytywna zalezno$¢ miedzy
poziomem receptora ATI aekspresjg VEGF iwyzszg zawar-
toscig mikronaczyn w tkankach raka jajnika. W raku trzonu
macicy detekcja ATI i Ang Il jest rowniez skorelowana z
wysokim poziomem VEGF i z gorszymi danymi progno-
stycznymi dla pacjentow [2]. Co ciekawe, w badanich in vi-
tro stwierdzono, ze agoni$ci GPCRs (ang. G protein-coupled
receptors), tacy jak Ang Il, zdecydowanie silniej indukujg
synteze HIF-1 niz wywotuje to sam proces niedotlenienia
narzagdéw. Wynika to z faktu, ze Ang Il faczac sie do re-
ceptora ATI, wywotuje wzrost poziomu reaktywnych form
tlenu poprzez aktywacje oksydazy NAD(P)H. Z kolei ROS,
poprzez indukcje HIF-la, wywotuje silny wzrost poziomu
syntezy VEGF [43,44],

Badania in vivo rowniez wskazujg na powigzanie uktadu
Ang II-ATI z procesem angiogenezy w rozwoju nowotwo-
réow. Mianowicie u myszy ATI-nuli zaobserwowano wyraz-
ng redukcje syntezy VEGF w poréwnaniu z typem dzikim.
Dodatkowo stwierdzono, ze oddziatywanie uktadu Ang
II-AT1 skojarzone jest z infiltracja makrofagdw w okolice
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guza, czego rezultatem jest wzrost tkankowego poziomu
VEGF. Mozna zatem zatozyé¢, ze receptor ATl moze brac
udziat w tworzeniu nowych naczyn guza w powigzaniu z
procesem zapalnym [45], Nalezy jednak podkresli¢, ze Ang
Il najprawdopodobniej moze rowniez hamowac¢ wzrost ko-
morek $rédbtonka, gdy jej mediatorem jest drugi receptor
efektorowy, AT2. Stwierdzono bowiem, ze pobudzenie re-
ceptora AT2 hamuje fosforylacje przy udziale kinazy Akt i
synteze NO [46], Uruchamianie, poprzez receptory angio-
tensynowe, tordw sygnalizacyjnych PI3K/Akt ieNOS/NO
(srédbtonkowg syntaze tlenku azotu, ang. endothelial NO
synthase) jest niewgtpliwie kluczowe dla angiogenezy indu-
kowanej przez VEGF.

PODSUMOWANIE

Odkrycia dokonane w ciggu ostatnich lat spowodowaty
duzy postep w poznaniu budowy i funkcji uktadu renina-
angiotensyna. Zlokalizowano lokalne, tkankowe RAS dzia-
fajace jednoczesnie z uktadem osoczowym. Okazato sig, ze
angiotensyny, w tym Ang Il, moga dziata¢ nie tylko w spo-
sob endokrynny, ale réwniez autokrynny czy parakrynny.
Ustalono, ze droga sygnalizacji Ang II-AT1 odgrywa istot-
ng role nie tylko w patogenezie nadcisnienia tetniczego, ale
rowniez w progresji wielu typéw nowotworéw. Stwier-
dzono zaangazowanie lokalnych RAS, miedzy innymi, we
wzrost guzow, inwazyjno$¢, metastaze oraz angiogeneze.
Poniewaz antagoni$ci ACE i ATI juz od wielu lat wyko-
rzystywani sg jako leki na nadcisnienie tetnicze, pojawito
sie pytanie czy manipulowanie systemem renina-angio-
tensyna moze sta¢ sie nowg strategig leczenia przeciwno-
wotworowego. Zdania na ten temat sg podzielone. WyniKki
eksperymentow prowadzonych in vitro, jaki i in vivo nie daja
jasnej odpowiedzi w tej kwestii. Przeprowadzone badania
epidemiologiczne réwniez nie sa jednoznaczne. Przyczyn
w rozbieznych wynikach nalezy szuka¢ zapewne w rézno-
rodnosci stosowanych blokerow dla ACE (np. kaptopryl,
lizynopryl, enalapryl) i ATl (np. lozartan, kandesartan),
réznego zakresu stosowanych dawek inhibitorow i odmien-
nych czaséw inkubacji [47] oraz, wreszcie, w heterogenno-
§ci samych komorek nowotworowych. Czas pokaze na ile
potwierdzga sie optymistyczne lub sceptyczne opinie o moz-
liwosci zastosowania blokeréw ACE [48,49], ATI [50,51],
czy enzymo6w degradujgcych Ang Il (np. APA, A-LAP) [52]
jako potencjalnych terapeutykéw przeciwnowotworowych
[2,3,35,53],
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The involvement of the renin-angiotensin system (RAS) in cancerogenesis
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ABSTRACT

The family of angiotensin peptides was connected mainly with cardiovascular system and water-electrolic balance. During the last decade
it has been established that, apart from its classical actions, Ang Il is involved in the regulation of cell growth, proliferation, cell migration,
apoptosis, inflammation, differentiation, angiogenesis and gene expression, which suggests that this peptide might also play role in a cancer.
This review focuses on the role of the RAS in tumors and present clinical potential of manipulating the angiotensin system as a novel and

promising strategy for cancer treatment.
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Procesy transportu zwrotnego cholesterolu
i ich rola w regresji miazdzycy

STRESZCZENIE

iazdzyca jest procesem dynamicznym, wykazujagcym, przynajmniej okresowo, ten-

dencje do cofania sie. Chociaz istnienie zjawiska regresji miazdzycy zostato udo-
kumentowane zaréwno na modelach zwierzecych, jak i u ludzi, mechanizmy regresji sa
niezbyt dobrze poznane i czgsto hipotetyczne. Regresja polega na zmniejszaniu wielko-
§ci ptytki miazdzycowej poprzez usuwanie z niej lipidéw droga transportu zwrotnego
cholesterolu i, by¢ moze, poprzez takie mechanizmy, jak: migracja makrofagéw i komoé-
rek piankowatych z blaszki miazdzycowej, zahamowanie procesu zapalnego w $cianie
tetnic, regeneracja Srodbtonka. Artykut przedstawia aktualne poglady na temat regresji
miazdzycy, zwtaszcza warunkujacego ja procesu transportu zwrotnego cholesterolu.

WPROWADZENIE

Zjawisko regresji miazdzycy wydaje sie by¢é niedoceniane przez wspot-
czesnych badaczy. W przeciwiefistwie do mechanizmoéw tworzenia, regresja
blaszki miazdzycowej nie jest przedmiotem intensywnych badan. Regresja
zachodzi, gdy przewage uzyskujag mechanizmy prowadzgce do usuwania
elementéw ptytki miazdzycowej (cholesterolu, makrofagéw, komérek pian-
kowatych, limfocytéw) i odnowienia $rédbtonka.

»,Pseudoregresja" moze prowadzi¢ do nieprawidtowej interpretacji obra-
zu angiograficznego. Moze by¢ ona rezultatem kilku proceséw. Gtdwnym
jej mechanizmem jest poszerzenie tetnicy (fac. ectasia), innymi — relaksa-
cja skurczu tetnicy, rozpuszczenie zakrzepu przysciennego lub obecnego
w $cianie tetnicy. Poszerzenie tetnicy moze by¢ zwigzane ze starzeniem sie
organizmu albo zjawiskiem kompensacji srednicy $Swiatta naczynia objetego
miazdzycg [1]. Kompensacyjne poszerzenie Swiatta tetnicy zachodzi zarow-
no we wczesnej blaszce miazdzycowej, jak i w zaawansowanej. W blaszce
wczesnej polega na dodatniej przebudowie $ciany naczynia i poszerzeniu tej
czesci sciany tetnicy, ktdra nie jest objeta miazdzycg. W blaszce zaawansowa-
nej polega na $ciefnczeniu warstwy Srodkowej $ciany tetnicy w czesci objetej
miazdzycg [2].

Zjawisko regresji miazdzycy jest warunkowane przez transport zwrotny
cholesterolu. Inne mechanizmy regresji sg mniej poznane lub pozostajg w
sferze hipotez. Istnienie procesu regresji miazdzycy zostato udokumento-
wane w wielu badaniach na modelach zwierzecych, w ktérych indukowano
rozwdj miazdzycy poprzez bogatocholesterolowg diete lub metodami inzy-
nierii genetycznej, np. przez usunigcie genu apoproteiny E [3], a nastepnie
obserwowano ustepowanie zmian miazdzycowych pod wptywem zmian
dietetycznych lub pod wptywem terapii, w tym genetycznych [3-5]. Donie-
sien o regresji miazdzycy u ludzi jest mniej. NajczeSciej donoszono o niej w
badaniach, w ktorych agresywnie obnizano poziom cholesterolu we krwi, a
regresje oceniano angiograficznie [6-11] lub za pomoca badania ultrasonogra-
ficznego [12,13]. Interesujace jest to, ze progresja i regresja zmian miazdzyco-
wych byta obserwowana zaréwno w grupach intensywnie leczonych, jak i w
grupach kontrolnych [14]. Obecne strategie terapeutyczne w leczeniu miaz-
dzycy polegaja gtdwnie na zmniejszeniu transportu cholesterolu do $ciany
tetnic poprzez obnizanie poziomu frakcji LDL (ang. low density lipoprotein,
lipoproteina o niskiej gestosci) cholesterolu we krwi [15]. Jednakze, nawet
przy znacznym obnizeniu poziomu LDL, $miertelno$¢ z przyczyn sercowo-
naczyniowych nadal pozostaje istotna [16]. Poznanie mechanizmow regresji
miazdzycy daje nadzieje na nowe interwencje terapeutyczne, polegajace na
wzmacnianiu proceséw usuwania elementéw zmian miazdzycowych.
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Wykaz skrotow: ABCA1l (ang. ATP binding
cassette transporter Al) — btonowe biatko trans-
portujace; apo (A-l, apoA-IM, A-1l, A-1V, B, E)
— apoproteina (A-l, A-1 Milano, A-Il, A-1V, B,
E); CETP (ang. cholesterol ester transfer protein)
— biatko osocza transportujace estry choleste-
rolu; HDL (ang. high density lipoprotein) — li-
poproteina o wysokiej gestosci; LDL (ang. loio
density lipoprotein) — lipoproteina o niskiej ge-
stodci; VLDL (ang. very low density lipoprotein)
—lipoproteina o bardzo niskiej gestosci
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MORFOLOGIA BLASZEK MIAZDZYCOWYCH
ULEGAJACYCH REGRESJI

Ptytka miazdzycowa ma gtadka powierzchnie, wyrazne
odgraniczenie oraz wklesty srodek w stosunku do brzegu;
zmiany sg uwazane za histologiczne cechy regresji [17]. In-
nymi cechami regresji sa: zmniejszenie ilosci cholesterolu w
$cianie tetnicy, zar6wno poza-, jak i wewngatrzkomoérkowe-
go, zmniejszenie liczby komoérek piankowatych oraz zwiek-
szenie ilosci komorek miesni gtadkich i widkien kolageno-
wych typu 1V [18]. Wykazano, ze procesy regresji zachodzg
w kazdym stadium zaawansowania miazdzycy. We wcze-
snej blaszce miazdzycowej regresja prowadzi do catkowite-
go jej ustgpienia. W blaszce zaawansowanej, w niewielkim
stopniu ulegajacej resorpcji, wyrazem regresji jest zwiekszo-
ny poziom kolagenu typu IV w obrebie zmiany oraz odno-
wienie komorek srodbtonka na jej powierzchni [19].

TRANSPORT ZWROTNY CHOLESTEROLU

Cholesterol syntetyzowany lub gromadzony w tkankach
obwodowych jest z nich usuwany w procesie tzw. transpor-
tu zwrotnego cholesterolu. Polega on na przekazywaniu
cholesterolu z bton komoérkowych na akceptory choleste-
rolu obecne w przestrzeni pozakomérkowej, a nastepnie,
droga naczyn chtonnych i krwionosnych, doprowadzeniu
go do watroby i wydzieleniu do zétci (Ryc. 1).

Gtéwnym akceptorem cholesterolu w przestrzeni po-
zakomadrkowej jest apoproteina A-l (apoA-l), wolna, badz

stanowigca cze$¢ HDL (ang. high density lipoprotein, lipo-
proteina o wysokiej gestosci). Znaczenie majg rowniez apo-
proteina A-Il (apoA-I11), apoA-1V oraz apoproteina E (apoE)
[20,21], Apoproteiny obecne w przestrzeni pozakomaérkowej
pochodzg z osocza, przy czym apoE w blaszce miazdzyco-
wej czeSciowo jest syntetyzowana de novo przez makrofagi i
komoérki piankowate [20,21],

HDL, syntetyzowana w watrobie ijelicie i wydzielana w
formie dyskoidalnej, nazywanej ,,nascent HDL", zawiera je-
dynie fosfolipidy i apoA-I. Nascent HDL wnika z osocza do
Sciany tetnicy i taczy sie z nowymi czasteczkami choleste-
rolu z komdrek na drodze trzech mechanizmdw: w nastep-
stwie oddziatywan zawartych w HDL fosfolipidow z recep-
torem scavenger Bl (SR-B1) na btonie komoérkowej [22], na
drodze dyfuzji biernej lub transportu biernego. Cholesterol
i fosfolipidy sg rowniez przekazywanie wolnym apoprote-
inom, przede wszystkim apoA-I, ale réwniez apoE.

ApoA-I jest syntetyzowana i wydzielana przez komor-
ki jelita i watroby. W osoczu wolna od cholesterolu apoA-I
moze by¢ uwalniana z czasteczki HDL przez biatko osoczo-
we transportujace estry cholesterolu CETP (ang. cholesterol
ester transfer protein), w trakcie przekazywania przez CETP
cholesterolu z HDL do lipoprotein zawierajgcych apoli-
poproteine B (apoB), takich jak LDL i VLDL (ang. very low
density lipoprotein, lipoproteina o bardzo niskiej gestosci)
[23]. Dzieki matemu rozmiarowi czgsteczki wolna apoA-I
wchodzi do przestrzeni podsrodbtonkowej Sciany tetnicy,
a nastepnie, tgczac sie z fosfolipidami btony komorkowej i
tworzac kompleks biatko-fosfolipidy, ta-
czy sie z cholesterolem [24] i staje sie cze-

§cig czasteczki nascent HDL [25], Proces
przekazywania cholesterolu z btony ko-
maérkowej na apoA-l zachodzi za pomo-
cg aktywnego transportu z udziatem bto-
nowego biatka transportujagcego ABCA1L
(ang. ATP binding cassette transporter Al),
przy czym dla aktywnosci ABCAL obec-
no$¢ apoA-l jest obligatoryjna [22,26],
Opisano réwniez #aczenie sie wolnych
czasteczek apoA-I1 z fosfolipidami i wol-
nym cholesterolem w procesie zwanym
mikrosolubilizacjg [27], Przekazywa-
nie cholesterolu z udziatem btonowego
biatka transportujgcego ABCAL jest naj-
prawdopodobniej gtéwng droga usuwa-
nia cholesterolu z makrofagéw [26,28],
Wykazano takze, ze wolna apoA-I usu-
wa cholesterol z makrofagéow efektyw-
niej niz czasteczka HDL [24,29],

makrofag / komérka plankowata

Z przestrzeni pozakomorkowej chole-
sterol drogg chtonki dostaje sie do krwi.
Wolny cholesterol w nascent HDL jest
estryfikowany przez obecng w osoczu
acylotransferaze  lecytynowo-choleste-
rolowg (LCAT, ang. lecithin:cholesterol
acyltransferase), ktdéra jest aktywowana
przez apoA-l. Prowadzi to do przejscia
hydrofobowych estréw do rdzenia cza-

Rycina 1. Schemat procesu transportu zwrotnego cholesterolu.
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dyskoidalng nascent HDL w sferyczng, dojrzatg Al-HDL
[30]. Estry cholesterolu z HDL sg nastepnie usuwane przez
watrobe z udziatem receptora scavenger klasy Btypu 1 (SR-
Bl) na komorkach watroby, bedacego receptorem dla HDL,
lub tez sg przekazywane przez CETP do LDL i VLDL, a na-
stepnie usuwane przez watrobe z udziatem watrobowego
receptora dla LDL. W watrobie cholesterol jest wydzielany
do krwi jako element nowo syntetyzowanych lipoprotein,
albo jest usuwany do zotci jako wolny cholesterol lub kwas
z6tciowy [30].

ROLA MAKROFAGOW W TRANSPORCIE
ZWROTNYM CHOLESTEROLU

Makrofagowy transport zwrotny cholesterolu (ang. ma-
crophage cholesterol efflux) [26] dotyczy przede wszystkim
tych ptytek miazdzycowych, do ktérych dotarcie lipopro-
tein jest utrudnione. Cholesterol jest usuwany z makrofa-
gow iz komoérek piankowatych z udziatem biatka ABCA1l
i przekazywany na apoA-l. Proces usuwania cholesterolu
z makrofagéw i komdrek piankowatych moze zachodzi¢
réowniez, cho¢ w mniejszym stopniu, przy braku obecno-
$ci osoczowego akceptora [31]. Odbywa sie to dzieki apoE,
syntetyzowanej przez makrofagi i komorki piankowate.
ApoE faczy sie z cholesterolem pozakomdérkowym lub cho-
lesterolem btony komdrkowej makrofaga i transportuje go
do watroby [32], Poniewaz ilo$¢ apoE oraz innych apoprote-
in w plytce miazdzycowej jest ograniczona, pozostata czes¢
cholesterolu jest usuwana i gromadzona w postaci wielo-
warstwowych lipidowych liposomdw i pecherzykowatych
lipoprotein, posiadajgcych biatko wielkosci 22,000 Da. Rola
tych czgsteczek w procesie aterogenezy nie zostata jednak
jeszcze doktadnie okres$lona [31,32].

REGULACJA TRANSPORTU
ZWROTNEGO CHOLESTEROLU

Na modelach zwierzecych wielokrotnie wykazano, ze
rozw0j miazdzycy wigze si¢ z niskim poziomem lub zmniej-
szong aktywnos$cig wielu molekut biorgcych udziat w pro-
cesie usuwania cholesterolu z komdrek. Jak dotad jednak
bardzo mato wiadomo o regulacji tego procesu.

ZNACZENIE HDL

W procesie transportu zwrotnego cholesterolu szczegél-
ne znaczenie nadano frakcji HDL. Na modelu zwierzecym
wykazano, ze iniekcje HDL nie tylko hamujg progresje miaz-
dzycy, ale réwniez prowadza do jej regresji [33]. Jednakze,
w badaniach, w ktorych starano sie okresli¢ wskaznik na-
silenia transportu zwrotnego cholesterolu, stwierdzono, ze
poziom frakcji HDL cholesterolu nie wptywa na nasilenie
tego procesu [34], Coraz wieksze znaczenie dla przedw-
miazdzycowego dziatania HDL przypisuje sie innym, tzw.
pozalipidowym, wasciwo$ciom tej lipoproteiny [30].

ZNACZENIE APOA-I
Transport zwrotny cholesterolu jest réwniez warunko-
wany przez apoA-l. W genetycznie wrodzonym defekcie

apoA-l stwierdza sie niskie poziomy HDL oraz wczesnie
rozwijajaca sie i szybko postepujgcg miazdzyce [35], Bada-
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nia nad transgenicznymi myszami i krolikami dowiodty, ze
nadekspresjg genu kodujacego apoA-l przeciwdziata po-
wstawaniu ptytki miazdzycowej, a w rozwinietej miazdzy-
cy prowadzi do zahamowania jej progresji. Dozylne iniekcje
apoA-I lub somatyczny transfer genéw apoA-I do watroby,
jelita czy mies$ni zwierzat powodowaty regresje istniejgcych
zmian miazdzycowych [4], Jednakze, chociaz iniekcja apoA-
I wptywa na pierwszy etap transportu zwrotnego choleste-
rolu i zmniejsza ilo$¢ cholesterolu w komoérkach piankowa-
tych, a tym samym powoduje usuwanie cholesterolu z pty-
tek miazdzycowych [26], nie mozna zapominaé, ze proces
ten nie dotyczy jedynie komérek piankowatych w $cianach
tetnic. Problem ten unaoczniono w zwiazku z badaniem, w
ktérym oceniano wptyw iniekcji kompleksu apoA-I z fos-
folipidami na ostatni etap transportu zwrotnego choleste-
rolu, tzn. na zwiekszenie wydalania cholesterolu do zétci.
Badanie wykazato, ze po podaniu apoA-I z fosfolipidami, w
poréwnaniu do duzego wzrostu wydalania steroli do zétci,
poziom frakcji HDL (ktéry Swiadczy o zwigkszonym usu-
waniu cholesterolu z komorek), wprawdzie zwigkszyt sie,
ale nieznacznie. Fakt przekazywania cholesterolu z HDL na
LDL/VLDL z udziatem CETP, a nastepnie oddawanie cho-
lesterolu w watrobie po potaczeniu LDL z receptorem dla
LDL, moégtby ttumaczy¢ wzrost wydalania steroli do zoitci
bez towarzyszacego wysokiego wzrostu poziomu HDL.
Jednakze stwierdzono, ze iniekcja wzbogaconej w choleste-
rol frakcji LDL+HDL powoduje zwiekszenie magazynowa-
nia w watrobie estréw cholesterolu oraz wzrost wydziela-
nia przez watrobe VLDL, a nie wzrost wydzielania chole-
sterolu do z6ici [36], Wysunieto przypuszczenie, ze podanie
apoA-l spowodowato zwiekszenie usuwania cholesterolu
ze wszystkich komorek, rowniez z watroby. W wigkszosci
komorek nie wystepuje nagromadzenie estrow cholesterolu,
wiec zwiekszone oddawanie cholesterolu apoA-1 mogtoby
skutkowa¢ zwiekszong synteza cholesterolu w komérkach,
rowniez w watrobie, i to mogto spowodowac zwiekszenie
wydalania cholesterolu do zétci [37,38].

W transporcie zwrotnym cholesterolu jeszcze silniejsze
dziatanie niz apoA-lI ma jej naturalnie wystepujacy wariant
—apolipoproteina A-1 Milano (apoA-IN. W wariancie tym
wystepuje zamiana jednej reszty aminokwasowej (argininy
na cysteing), co powoduje, ze apoA-INtworzy homodime-
ry (apoA-IMapoA-IN lub heterodimery z apoproteing-Il
(apoA-IMapo-11). Wykazano, ze chociaz u os6b z warian-
tem apoA-IMstwierdza sie niskie poziomy HDL i wysoki
poziom tréjglicerydéw, ryzyko rozwoju miazdzycy jest
mniejsze. Na modelu zwierzecym oraz u ludzi wykaza-
no réwniez, ze iniekcje apoA-IMpowodujg regresje zmian
miazdzycowych [39].

ZNACZENIE CETP

Znaczenie CETP w transporcie zwrotnym cholesterolu i
ochronie przed miazdzyca jest niejasne. Z uwagi na wyzszy
poziom HDL u 0s6b z deficytem CETP duze nadzieje zacze-
to wigzac z inhibitorami CETP, jako lekami powodujacymi
regresje miazdzycy [40]. Jednakze, w badaniach oceniajg-
cych efektywnos$¢ torcetrapibu, inhibitora CETP (trzy pro-
spektywne, randomizowane badania kliniczne: RADIAN-
CE, RADIANCE 2 oraz ILLUMINATE) nie wykazano cofa-
nia sie zmian miazdzycowych pod wptywem leku, pomimo
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znacznego zwiekszenia przez niego poziomu HDL i, w
mniejszym stopniu, obnizenia poziomu LDL. W badaniach
tych stwierdzono réwniez, ze torcetrapib powoduje istotne
podwyzszenie wartosci cisnienia tetniczego oraz zwiekszo-
ng Smiertelno$¢ z powodu zdarzen sercowo-naczyniowych.
To spowodowato, ze dalsze badania nad torcetrapibem zo-
staty wstrzymane [41-43]

STAN METABOLICZNY ORGANIZMU

Transport zwrotny cholesterolu jest w duzym stopniu
warunkowany og6lnym stanem organizmu. Zaréwno ilos¢
poszczegodlnych lipoprotein, jak i stosunek apoprotein two-
rzonych de novo przez komérki iwydzielanych do przestrze-
ni pozakomérkowej do apoprotein pochodzacych z osocza
nie sg state i zmieniajg sie zaleznie od stanu metabolicznego
organizmu [44,45]. Stosowanie diety niskokalorycznej wy-
daje sie ,przestawia¢" metabolizm na taki, ktory zwieksza
transport cholesterolu z komérek do watroby [46]. Podob-
ny wptyw na metabolizm ma wysitek fizyczny [47], Nato-
miast dieta z ograniczeniem spozywania tluszczow zwie-
rzecych, jezeli nie wigze sie jednoczes$nie z ograniczeniem
kalorycznym, wydaje sie nie mie¢ znaczenia, gdyz watroba
i tak syntetyzuje trzy do pieciu razy wiecej cholesterolu niz
ilos¢ dostarczana do organizmu z pozywieniem. Co wiecej,
produkcja cholesterolu zwieksza sie podczas ograniczenia
podazy cholesterolu w diecie. To wyjasnia, dlaczego dieta
uboga w cholesterol (jezeli jednoczesnie nie jest niskokalo-
ryczna) obniza poziom cholesterolu o nie wiecej niz kilka
procent [48],

NASILENIE PROCESU ZAPALNEGO

Na natezenie procesu usuwania cholesterolu ze zmiany
miazdzycowej wptywa rdwniez nasilenie procesu zapalne-
go w jej obrebie. Wykazano np., ze wydzielany w procesie
zapalnym interferon y (IFNy) zmniejsza ekspresje genu
biatka transportujgcego ABCA1 [49], zmniejszajac tym sa-
mym usuwanie cholesterolu z makrofagéw. Wykazano
réwniez, ze proces zapalny w obrebie blaszki miazdzycowej
aktywuje w niej metaloproteinazy, ktore wiazg i rozkladaja
apoproteiny apoA-1 [50] i apoE [51]. To ttumaczy duzg ilo$¢
apoprotein w obrebie blaszki miazdzycowej. Zmniejszenie
syntezy aktywnos$ci metaloproteinaz umozliwia swobod-
niejsze wychodzenie apoprotein ze $ciany tetnic, a tym sa-
mym efektywniejsze usuwanie cholesterolu z komérek [3],

MIGRACJA MAKROFAGOW
Z PLYTEK MIAZDZYCOWYCH

W blaszkach miazdzycowych ulegajgcych regresji zmniej-
sza sie nie tylko ilos¢ lipidow, ale rowniez komorek pianko-
watych. Komorki piankowate opuszczaja $ciane naczynia
i wedrujg naczyniami chtonnymi do weztéw chtonnych
[52-54], usuwajac przy tym cholesterol z komdérek i prze-
kazujac go na HDL [55]. Na modelu Sciany naczyniowej in
vivo oraz in vitro stwierdzono, ze kwas lizofofatydowy (ang.
lysophosphatidic acid) oraz czynnik aktywujacy ptytki (PAF,
ang. platelet-activating factor), ktdrych duze ilosci stwierdza
sie w ptytce miazdzycowej, blokujg przeksztatcenie mono-
cytdbw w komdrki migracyjne, sprzyjajac ich pozostawa-
niu pod$rédbtonkowemu, a tym samym sprzyjajg progre-
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sji miazdzycy [53]. Badania in vivo wykazaty, ze migracja
makrofagoéw z ptytek miazdzycowych wigze sie z regresja
miazdzycy, natomiast jej ograniczenie nasila proces miaz-
dzycowy [53,54]. Interwencje, ktdrych celem bytoby zwiek-
szenie migracji makrofagdw ze $Sciany tetnicy, mogtyby stac
sie nowymi narzedziami terapeutycznymi w leczeniu miaz-
dzycy. W zaawansowanej blaszce miazdzycowej makrofagi
fagocytujg nie tylko zmodyfikowane LDL, ale rowniez ele-
menty $ciany komdrkowej. Wedrujac do weztéw chtonnych
[55], prezentuja antygeny ptytki miazdzycowej limfocytom
B [56]. Aktywacja komodrek odpornosciowych wobec blaszki
miazdzycowej teoretycznie moze prowadzi¢ do zmniejsze-
nia zmiany miazdzycowej, ale, z drugiej strony, nasilona,
moze prowadzi¢ do wytworzenia tetniaka tetnicy [57],

Migracja makrofagéw oraz transport z ptytek miazdzy-
cowych lipoprotein bogatych w cholesterol moze odbywac
sie drogg naczyn chtonnych przydanki [21]. Wzrost gestos$ci
naczyn limfatycznych zaopatrujgcych $ciane tetnic moze
wigzac sie ze wzrostem transportu cholesterolu ze $ciany
naczyn. Stad hipoteza, ze im wieksza liczba naczyn limfa-
tycznych w $cianie tetnicy, a przez to efektywniej zacho-
dzace procesy ,,0oczyszczania™, tym wieksza ochrona przed
rozwojem miazdzycy. Przypuszcza sie, Ze przyspieszona
miazdzyca tetnic wieficowych po allogenicznej transplanta-
cji serca wynika nie tylko z reakcji uktadu immunologiczne-
go biorcy w stosunku do $ciany tetnic dawcy, ale rowniez z
upos$ledzenia drenazu limfatycznego tych naczyn. Co wie-
cej, tak czesto wystepujgca miazdzyca naczyn wiencowych
u cztowieka moze wynika¢ z genetycznie nieadekwatnie
rozwinietego uktadu limfatycznego nasierdzia oraz z pio-
nizacji i wigzacego sie z nig czynnika grawitacyjnego, upo-
$ledzajagcego odptyw limfy z serca. Analogicznie, fakt rzad-
ko wystepujacej miazdzycy w obrebie tetnicy piersiowej
wewnetrznej tlumaczy sie bliskosciag splotu limfatycznego
[58], Z drugiej strony, rozw6j miazdzycy moze stymulowac
limfangiogeneze w obrebie $ciany tetnic (badania wiasne).
Pozostaje nierozwigzang kwestia, czy zachodzacy w $cianie
tetnicy objetej procesem miazdzycowym proces limfangio-
genezy jest czynnikiem sprzyjajagcym regresji.

STRATEGIA WIELOCZYNNIKOWEGO WZMACNIANIA
MECHANIZMOW REGRESJI MIAZDZYCY

Piytki miazdzycowe nie sg prostym nagromadzeniem
lipidow i komdrek piankowatych w $cianie tetnicy. Proces
miazdzycowy jest przewlektym procesem zapalnym, w kt6-
rym utrata funkcji $rodbtonka, proliferacja komaérek miesni
gtadkich, aktywacja komoérek odpornosciowych, procesy
angiogenezy i limfangiogenezy odgrywajg réwnie wazng
role w patogenezie choroby. Witasciwosci przeciwmiazdzy-
cowe HDL oraz apoE wynikajg z wptywu tych czasteczek
na wiele ogniw patogenetycznych miazdzycy.

Wykazano, ze oprocz udziatu HDL w transporcie zwrot-
nym cholesterolu, dziatanie przeciwmiazdzycowe tej lipo-
proteiny dotyczy rowniez wszystkich etapéw powstawania
irozwoju blaszki miazdzycowej. R6zne sktadniki czasteczki
HDL, tj.: apoproteiny, enzymy, fosfolipidy, wykazujg wta-
sciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwagre-
gacyjne, przeciwkrzepliwe, profibrynolityczne, hamujace
apoptoze oraz chronigce $rédbtonek [30,59]. Ochrone $ciany
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tetnic przez apoE poczatkowo wiazano jedynie z jej wpty-
wem na zwigkszanie usuwania wysoce aterogennych rem-
nantéw lipoprotein przez watrobe i w koncowym efekcie
— obnizanie poziom lipidow we krwi [60]. Dziatanie prze-
ciwmiazdzycowe apoE wynika jednak réwniez z jej udziatu
w poczatkowym etapie transportu zwrotnego cholesterolu,
z whasciwosci przeciwutleniajagcych oraz przeciwzapalnych.
Wykazano ponadto, ze apoE hamuje proliferacje limfo-
cytow T oraz komorek miesni gtadkich naczynia, ktorych
udziat w progresji miazdzycy zostatl dobrze udokumento-
wany [32,61], Myszy pozbawione mozliwos$ci syntezy apoE
rozwijajg ciezkg miazdzyce tetnic, a podanie takim myszom
apoE, badz genetyczny transfer genu dla apoE, wywotuje
regresje istniejagcych juz, zaawansowanych zmian [3,5],

Aktywnos$¢ przeciwmiazdzycowa statyn réwniez wynika
z ich wielokierunkowego dziatania. Po pierwsze, intensyw-
ne obnizanie poziomu cholesterolu we krwi sprzyja regresji
blaszek miazdzycowych. Ponadto, z uwagi na to, ze staty-
ny zmniejszaja synteze kwasu mewalonowego, obnizaja we
krwi poziom nie tylko produktu koricowego — choleste-
rolu, ale réwniez powstajacych w posredniej syntezie izo-
prenoidéw, ktdre regulujg wiele sygnalizacyjnych szlakéw
w komoérce, m.in. tych, ktére decyduja o podziale i aktyw-
nosci komoérek. Dzigki temu statyny normalizujg funkcje
$rodbtonka, m.in. przez zwiekszenie syntezy i zmniejszenie
degradacji NO, zmniejszenie proliferacji komérek miesni
gtadkich, aktywnosci ptytek krwi oraz dziatanie przeciwza-
palne [62,63],

Duze nadzieje na efektywniejsze leczenie miazdzycy
budzg badania nad receptorami jagdrowymi PPAR (ang. pe-
roxisome proliferator activator receptor), ktére regulujg w or-
ganizmie metabolizm glukozy i lipidéw, cykl komdérkowy i
procesy zapalne. Kazdy z trzech rodzajéw tych receptorow:
PPARa, PPARy i PPARS5, wydaje sie byé wazny jako po-
tencjalny cel terapeutyczny leczenia miazdzycy. Jednak w
chwili obecnej najwieksze nadzieje terapeutyczne wigze sie
z receptorami PPARYy, ktérych aktywacja powoduje zwiek-
szenie wrazliwosci komoérek obwodowych na insuline, a
tym samym zmniejsza powiktania cukrzycy t.2 i nietoleran-
cji glukozy oraz obniza cisnienie tetnicze [64], Agonistami
PPARYy sg, stosowane w leczeniu cukrzycy, tiazolidinedio-
ny (TZD). Wykazano, ze pobudzenie receptoré6w PPARy
wigze sie z zahamowaniem wzrostu i migracji komérek
srédbtonka, miesni gtadkich i monocytéw/makrofagéw w
$cianie tetnicy, co wigze sie z dziataniem przeciwmiazdzy-
cowym [65]. Oprocz tego, w badaniach na zwierzetach wy-
kazano, ze agonisci receptorow PPARy wykazujg réwniez
wiele innych wiasciwos$ci kluczowych dla zahamowania
procesu aterogenezy. PPARyY zmniejszajg synteze czynnika
wzrostu $rodbtonka (VEGF, ang. vascular endothelial growth
factor), co prowadzi do zahamowania procesu angiogenezy
[66]. Nie tylko zmniejszajg migracje monocytdw do Sciany
tetnicy, ale réwniez zmniejszajg synteze czynnikéw adhe-
zyjnych VCAM, co zmniejsza przyleganie monocytéw do
$rodbtonka [67], Zmniejszajg wydzielanie przez makrofagi
interleukiny (IL)-1, IL-6, czynnika martwicy nowotworow
a (TNFa, ang. tumor necrosisfactor a), co zmniejsza nasilenie
procesow zapalnych w plytce miazdzycowej [68], Zwiek-
szajg na powierzchni makrofagéw i komérek piankowatych
poziom receptora CD36, co prowadzi do zwiekszenia fago-
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cytowania utlenionej LDL [69], Aktywujg jadrowy receptor
LXRa, co zwigksza aktywno$¢ ABCAL na btonie komorko-
wej makrofagéw, prowadzac tym samym do nasilenia pro-
cesu transportu zwrotnego cholesterolu [70]. Wiasciwosci
agonistdw PPAR powodujg, ze agonisci tych receptorow
moga sta¢ sie waznymi lekami w leczeniu miazdzycy, nie
tylko u pacjentdw z zespotem metabolicznym i cukrzyca.
Potrzebne sg jednak dalsze badania tych receptoréw, row-
niez dotyczace efektow niepozadanych ich aktywacji.

INDYWIDUALIZACJA LECZENIA MIAZDZYCY

Strategia stosowania lekdw przeciwmiazdzycowych
dziatajacych plejotropowo, wigzaca sie z wystepowaniem
wielu dziatan niepozgdanych, w duzej mierze wynika ze
stabego poznania mechanizmoéw powstawania i regresji
miazdzycy. llo$¢ lipidéw w Scianie tetnicy jest warunkowa-
na przewagg wnikania lipidéw do $ciany, badz przewaga
ich z niej usuwania. Koncepcja wzmacniania procesu trans-
portu zwrotnego cholesterolu, a tym samym zmniejszania
ilosci cholesterolu w ptytkach miazdzycowych, stanowi
atrakcyjng strategie terapeutyczng w leczeniu miazdzycy.

Nadzieje budza rowniez badania nad uwarunkowaniem
genetycznym miazdzycy. Jak dotgd podioze genetyczne
miazdzycy zostato poznane w niewielkim zakresie. Spowo-
dowane jest to trudnoscig w identyfikacji duzej liczby ge-
noéw warunkujacych te chorobe [71]. Molekularne metody
pozwalajg obecnie zidentyfikowac¢ geny odpowiedzialne za
wystepowanie miazdzycy uwarunkowanej mutacjami rzad-
ko wstepujacymi, dziedziczonymi wedtug praw Mendla
(m.in. rodzinnej hipercholesterolaemii, choroby Tangier-
skiej, hiperhomocysteinemii). Prowadzone sg jednak bada-
nia na modelach zwierzecych, ktére pozwalaja okresla¢ mu-
tacje genetyczne prowadzace do choréb uwarunkowanych
wielogenowo [72,73]. Stanowig one wstep do badan nad
genomem cztowieka, ktérego poznanie datoby mozliwosé
stosowania indywidualizowanej i celowanej terapii, zapo-
biegajagcej tworzeniu ptytek miazdzycowych, a w rozwinie-
tej chorobie —stymulowania procesu regresji miazdzycy.
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ABSTRACT

Atherosclerosis represents dynamic process with periodic tendency to reverse. Although animal experiments and human studies have pro-
vided considerable evidence of atherosclerosis regression, our understanding of this phenomenon remains still incomplete. Atherosclerosis
regression depends on removal of cholesterol deposits from atherosclerotic plague in the process of reverse cholesterol transport and possibly
other mechanisms including migration of macrophages and foam cells, inhibition of inflammation and endothelial regeneration. Our paper
reviews available data on the process of atherosclerosis regression with special attention to the reverse cholesterol transport.
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STRESZCZENIE

ikro RNA to czasteczki kwasu rybonukleinowego o dtugosci 21-24 nt, zaangazowa-
M ne w regulacje ekspresji genéw na poziomie matrycowego RNA. Dojrzate czgsteczki
miRNA, wchodzace w sktad kompleksu RISC, uczestniczag w ukierunkowanej degradacji
czgsteczek matrycowego RNA lub sg odpowiedzialne za blokowanie translacji. U roslin
ukierunkowana degradacja czasteczek mMRNA w szlaku zaleznym od miRNA jest procesem
powszechnym, zachodzacym czedciej niz blokowanie translacji. Transkrypty genéw MIR,
tzw. pri-miRNA, podlegajg ztozonemu procesowi dojrzewania, podczas ktérego z czasteczek
prekursorowych uwalniane sg dojrzate miRNA. W proces dojrzewania miRNA u roslin za-
angazowane sg biatka DCLI, HYLI, SE, HENI oraz HASTY. W pracy analizujemy udziat
tych biatek w biogenezie roslinnych miRNA.

WPROWADZENIE

Roslinne mikro RNA (miRNA) to mate (dtugosci 21-24 nt), niekodujace cza-
steczki RNA zaangazowane w regulacje ekspresji gendw na poziomie mRNA,
gtéwnie poprzez selektywne rozpoznawanie transkryptow i wyznaczanie miej-
sca ich ciecia przez biatko AGOI [1]. Wiadomo jednak, ze miRNA u ro$lin moga
rowniez bra¢ udziat w hamowaniu translacji [2,3]. Czasteczki miRNA i mRNA
stanowigce cel ich dziatania tworzg skomplikowang sie¢ regulatorowg: okreslo-
ny miRNA moze regulowa¢ poziom transkryptow grupy gendw kodujacych
biatka i odwrotnie — miRNA nalezace do réznych rodzin mogg wspdlnie kon-
trolowac poziom transkryptu danego genu [4-7], Dodatkowo, niektére roslinne
miRNA regulujg poziom mRNA kodujgcych kluczowe biatka zaangazowane w
biogeneze oraz funkcjonowanie miRNA — w ten sposob zwrotnie kontrolujg
poziom miRNA iposrednio wptywaja na efekty ich dziatania [8-10],

Skoordynowane dziatanie miRNA warunkuje harmonijny wzrost i rozwoj ro-
$lin —wptywa na prawidtowe réznicowanie sie tkanek i powstawanie organéw
(lisci, korzeni, todyg, kwiatéw), a takze stanowi kontrole przejscia rosliny z fazy
rozwoju wegetatywnego w generatywny [2,3,11-18]. Ponadto, roslinne miRNA
biorg udziat w regulacji metabolizmu, przekazywaniu sygnatdw i odpowiedzi
na dziatanie réznorodnych czynnikéw stresowych (m.in. zasolenia, niedoboru
soli mineralnych, ataku patogendw) [19-22], W ten spos6b miRNA biorg udziat
w realizacji ztozonego planu budowy wielokomoérkowego organizmu roslinnego
ijego oddziatywanh ze srodowiskiem. Znaczacy wptyw na efektywnos$é systemu
zarzgdzania transkryptomem ma regulacja ekspresji genéw MIR oraz dziatanie
biatek zaangazowanych w dojrzewanie i transport miRNA.

ORGANIZACJA | EKSPRESJA ROSLINNYCH GENOW miRNA (MIR)

Udziat miRNA w regulacji kluczowych proceséw zachodzacych w roslinie
wymaga $cistej kontroli ich powstawania. Ze wzgledu na odmienne funkcje po-
szczeg6lnych miRNA, ekspresja kodujacych je genéw zachodzi w sposéb cza-
sowo- i tkankowo-specyficzny, podlega kontroli fitohormonalnej i/lub jest za-
lezna od warunkéw $rodowiska [13,19,20,23]. Przyktadowo, miRNA z rodziny
miR156/157 wystepuja na wysokim poziomie w siewkach, natomiast w tkan-
kach dojrzatych roslin sg syntetyzowane w stosunkowo niewielkiej ilosci [24]. Z
kolei geny miRNA z rodziny miR172 ulegajg najsilniejszej ekspresji w dojrzatych
todygach, lisciach todygowych i kwiatostanach, podczas gdy ich ekspresja w po-
czatkowych stadiach rozwoju rosliny jest znikoma. Nierzadko specyfika ekspre-
sji genéw miRNA dotyczy nie tylko réznych organdéw, ale okre$lonych tkanek,
czy wrecz poszczegolnych typdw komorek, a jej analiza wymaga zastosowania
technik o wysokiej rozdzielczosci przestrzennej, np. hybrydyzacji in situ [25].
Przestrzenne i czasowe zroznicowanie wystepowania okreslonych miRNA jest
Scisle skorelowane z obecnoscig transkryptéw stanowigcych cel ich dziatania.
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alternatywne formy splicingowe transkryptéw
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Rycina 1. A. Budowa genu MIR162a A. thaliana (At5g08185). Pola szare reprezentujg egzony, czarne — introny, a biate pole w obrebie
trzeciego intronu odpowiada fragmentowi DNA kodujagcemu dojrzata czasteczke miRNA. B. Alternatywne formy splicingowe (1-4) trans-
kryptéw genu At5g08185. Funkcja transkryptéw 1-3 nie jest znana. Jedynie w formie 4 zachowany zostaje intron zawierajacy sekwenq'e
miR162a. W liSciach rozetkowych A. thaliana transkrypt 4 jest najczesciej, a transkrypt 3 najrzadziej wystepujaca formg [wg 26].

U roslin sekwencje kodujagce miRNA stanowig najczesciej
niezalezne jednostki transkrypcyjne. Nietypowy przyktad
stanowi jeden z dwdch znanych genéw MIR162 A. thaliana
— MIR162a [26] (Ryc. 1). W tym przypadku o powstaniu
dojrzatego miRNA decyduje alternatywny splicing nie-
kodujagcego RNA (npcRNA; ang. non protein coding RNA).
Prekursorem miR162a, stanowigcym substrat dla endory-
bonukleazy DCLI, jest tylko jeden sposrédd czterech wa-
riantow splicingowych tego RNA. Wariant ten pomiedzy 3
i 4 egzonem zawiera intron, w ktérym zlokalizowana jest
sekwencja dojrzatego miRNA. W tym przypadku splicing
pierwotnego transkryptu wyklucza, a brak splicingu umoz-
liwia powstanie dojrzatej czasteczki miRNA.

Niekiedy geny ros$linnych miRNA sg zorganizowane w
zespoly i moga wspolnie ulega¢ transkrypcji, w wyniku
ktérej powstaje policistronowy prekursor [9,27,28]. Ponad-
to, nieliczne geny miRNA sg zlokalizowane w obrebie loci
kodujacych biatka (najczesSciej w intronach, ale réwniez w
egzonach —zaréwno w orientacji sens, jak i antysens) [29].
Jedynie u mchéw miRNA pochodzace z loci kodujgcych
biatka stanowiag wiekszo$¢ dotagd poznanych czasteczek [9].

Badania przeprowadzone na komdérkach HeLa wykaza-
ty, iz wiekszos$¢ gendw kodujgcych miRNA jest transkrybo-
wana przez polimeraze RNA 1l [30]. Najprawdopodobniej
roslinne geny miRNA nie réznig sie pod tym wzgledem od
genow miRNA zwierzat. Posrednio Swiadczy o tym fakt,
iz dotychczas scharakteryzowane pierwotne transkryp-
ty (pri-miRNA) zawierajg na konfcu 5' strukture kap, a na
koncu 3'- ogon poli(A) [29], Znane sg geny miRNA cztowie-
ka, ktérych transkrypcja przebiega z udziatem polimerazy
RNA IlI [31]. Dotyczy to licznej rodziny miRNA tworzacych
zespo6t i zlokalizowanych w rejonie bogatym w sekwencje
powtérzone zdefiniowane jako elementy rodziny Alu. Jak
dotad brak podobnych doniesien dotyczacych genomow ro-
$linnych, nie mozna jednak wykluczyé¢, iz rowniez u roslin
czes¢ transkryptow gendw miRNA powstaje przy udziale
polimerazy RNA lIl.

Analiza sekwencji genéw miRNA pozwolita ustali¢
motywy charakterystyczne dla regionéw promotorowych
[29,32-39], Sekwencje promotorow genéw miRNA A. thalia-
na oraz O. sativa zawierajg kasete TATA. W regionach pro-
motorowych genéw miRNA A. thaliana, O. sativa, C. elegans
oraz cztowieka wykazano réwniez obecnos¢ ciggéw CT, po-

Postepy Biochemii 54 (3) 2008

dobnych do tych,
ktore obserwowane
sg u roslin, ssakéw
oraz u D. melanoga-
ster w promotorach
genow kodujgcych
egzon biatka. W przypad-
ku genéw miRNA
u A. thaliana trakty
te potozone sg w
odlegtosci okoto
100 pz od miegjsc
startu transkrypcji.
Ze strukturalnego
punktu widzenia,
sekwencje zbudowane z dipirymidynowych powtérzen CT
moga tworzy¢ w DNA rejony odmienne od B-DNA iz tego
powodu maja znaczenie w procesie inicjacji transkrypcji.

1 intron

miRNA
miR162a

Fpt_156a 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Ppt_156b 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Ppt_156¢c 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
3mo_156a 1 - CGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Snno_156b ‘CUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 21

Smo_156¢ TIUGACAGAAGAAAGAGAGCAC 21

Sino_15 6d UINGACAGAAGACAGGGAGCAC 21

F'ta_156a : --—-- CAGAAGAUAGAGAGCACAUC :20
F'ta_156b : ------- CAGAAGAUAGAGAGCACAAC :20
Shi_156a 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Shi_156Db 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Sbhi_156¢ 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Shi_156d .- UGACAGAAGAGAGAGAGCACA-- : 21
Shi_156e 1 - UGACAGAAGAGAGCGAGCAC 1 20
Ptc_156a 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 0 20
Ptc_156b 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Ptc_156¢ 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Ptc_156d 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 0 20
Ftc_156e 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Ptc_156f 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Ptc_156¢g : TIUGACAGAAGAUAGAGAGCAC c 21
Ptc__156h : TIUGACAGAAGAUAGAGAGCAC » 21
Ptc_156i : UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC » 21
Ptc_15 6j : TIUGACAGAAGAUAGAGAGCAC : 21
Ptc_156k 1 -UGACAGAAGAGAGGGAGCAC 1 20
Pth_156a 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Pt.h_156b : -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Pth_156¢ 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Pth_156d 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Pth_156e 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 20
Ath_156f 1 -UGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Ath_156g 1 - CGACAGAAGAGAGUGAGCAC : 20
Ath 156h : - UGACAGAAGAAAGAGAGCAC 1 20

Rycina 2. Poréwnanie sekwencji dojrzatych czasteczek miRNA z rodziny 156
wybranych przedstawicieli réznych grup systematycznych roslin (Ppt — Physco-
mitrella patens, Smo — Selaginella moellendorffii, Pta — Pinus taeda, Sbi — Sorghum
bicolor, Ptc — Populus trichocarpa, Ath —Arabidopsis thaliana). Rodzina miRNA 156
wykazuje duzg ewolucyjna zachowawczo$é. Po prawej stronie podano diugosé
dojrzatej czasteczki miRNA (nt).
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Niektore geny MIR posiadajg wiecej niz jedno miejsce ini-
cjacji transkrypcji [29]. Ponadto, geny MIR nierzadko zawie-
rajg introny, a ich transkrypty moga ulega¢ alternatywnemu
splicingowi poprzez wyciecie egzonu, zachowanie intronu
i/lub wybor alternatywnego miejsca splicingowego (Sza-
rzynska, Sobkowiak, Jarmotowski, Szweykowska-Kulifska,
dane nie opublikowane). W dodatku w transkryptach ge-
néw MIR czesto obecnych jest kilka alternatywnych sygna-
téw poliadenylacji. Z tych wzgledéw w wyniku transkrypcji
gendéw MIR powstaje cate spektrum pri-miRNA, réznigcych
sie dtugoscia i/lub sekwencjg. Réznorodnos¢ puli pierwot-
nych prekursorow okreslonego miRNA jest dodatkowo
potegowana przez duzg liczbe cztonkéw poszczeg6lnych
rodzin gendw miRNA (nawet do 32). Niemniej jednak, w
wyniku dojrzewania prekursorow na drodze kilkuetapowe-
go ich ,,przycinania” powstajg takie same (lub wykazujgce
niewielkie réznice w diugosci i /lub sekwencji) czasteczki
miRNA (Ryc. 2).

W 2002 roku opublikowano prace opisujaca po raz pierw-
szy roslinne miRNA na przyktadzie A. thaliana [40]. Od tego
czasu zidentyfikowano ponad 1000 czasteczek miRNA wy-
stepujacych u kilkudziesieciu gatunkéw roslin (w tym 184
u A. thaliana) i wcigz poznawane sg nowe [4,9,28,41,42].
Cze$¢ rodzin roslinnych miRNA scharakteryzowanych
u A. thaliana wystepuje réwniez u innych roslin okryto-
nasiennych (jedno- i dwulisciennych) oraz u nagonasien-
nych; funkcjonalne czgsteczki niektorych miRNA wykryto
takze u nizszych roslin ladowych: mszakéw, paprotnikow
i widtakowych (Ryc. 2). Wykazano ponadto, ze zachowa-
ne w ewolucji roslinne miRNA (np. miR156/157, miRI60,

miR159/319, miR168, miR165/166, miR170/171, miR172) sa
zaangazowane w rozcinanie transkryptow homologicznych
do tych, ktére stanowig cel dziatania miRNA u A. thaliana,
co pozwala sadzi¢, ze regulacja ekspresji genéw z ich udzia-
tem zachodzita juz u ostatniego wspdélnego przodka roslin
naczyniowych [24,41], Niemniej jednak znane sg réwniez
miRNA specyficzne dla poszczeg6lnych grup (rodzin badz
nawet gatunkéw) roslin, mozna wiec przypuszczaé, ze ko-
dujace je geny pojawity sie w toku ewolucji stosunkowo nie-
dawno. Przynajmniej cze$¢ z tych gendéw powstata poprzez
duplikacje i inwersje sekwencji kodujgcej biatko, dzieki
czemu ich transkrypt moze przyjmowac charakterystyczng
dla prekursorow miRNA strukture spinki [7,43]. Niektore z
miRNA o takim rodowodzie sg zaangazowane w regulacje
ekspresji rodziny gendéw, z ktorej sie wywodzg, nie jest to
jednak zasadg.

LOKALIZACJA KOMORKOWA BIALEK
ZAANGAZOWANYCH W DOJRZEWANIE
CZASTECZEK miRNA

W procesie dojrzewania miRNA u ros$lin wyro6znia sie
etap jadrowy oraz cytoplazmatyczny (Ryc. 3). Transkrypty
genéw miRNA tworzg strukture typu spinka do wtosow,
zawierajacg krotka petle oraz odcinek dwuniciowy, w kto-
rym czesto wystepujg niesparowania. W jadrze komorko-
wym dochodzi do rozciecia pri-miRNA przez endonukle-
aze DCLI, w wyniku czego powstajg skrécone czasteczki
prekursorowe, tzw. pre-miRNA. Wiadomo, ze w reakcji tej
bierze réwniez udziat biatko HYLI (najprawdopodobniej
we wspotpracy z biatkiem SE). Czasteczki pre-miRNA sta-
nowig substraty w kolejnej reakcji ciecia katalizowanej przez
endonukleaze DCL-

Rycina 3. Szlak biogenezy miRNA u roélin oraz dwa mozliwe mechanizmy regulacji ekspresji genéw na poziomie mRNA w szlaku

zaleznym od dojrzatych czasteczek miRNA.
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1. W jej wvniku z
czasteczki pre-miR-
NA uwalniany jest
dwuniciowy  frag-
ment RNA zawiera-
jacy sekwencje miR-
NA oraz sekwencje
do niej komplemen-
tarna, okreslang jako
miRNA*.  Dupleks
mMiRNA/ miRNA*
jest nastepnie specy-
ficznie metylowany
przez metylotransfe-
raze HENI. W kolej-
nym etapie nastepu-
je jego rozplecenie i
transport czasteczki
MiRNA z udziatem
eksportyny HASTY
z jadra do cytopla-
zmy [69]. Dojrzaty
miRNA powstaje za-
zwyczaj tylko z jed-
nego ramienia cza-
steczki prekursoro-
wej. Znane HAjednak
i takie prekursory, w
przypadku ktorych
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dojrzate czasteczki miRNA moga powstawaé z kazdego z
ramion (np. miR172b A. thaliana) [4],

Powyzszy model biogenezy roslinnych miRNA jest
zgodny z wynikami obserwacji mikroskopowych fuzyj-
nych biatek fluorescencyjnych. Biatko DCLI wystepuje
w jadrze komérkowym w poblizu jaderka [44]. Ponadto,
cze$¢ czasteczek DCLI jest rozproszona w nukleoplazmie.
HYLI réowniez ulega akumulacji przede wszystkim w ja-
drze komérkowym [45]. Niewielka frakcje biatka HYLI
zaobserwowano takze w cytoplazmie. Biatko SE, podobnie
jak DCLI oraz HYLI, jest zlokalizowane w obrebie jadra
komdérkowego [44-46]. Wspomniane biatka znajduja sie
w jadrze komérkowym w tzw. ciatkach D (ang. nuclear
dicing bodies) — kompleksach biatkowych uznawanych za
miejsce dojrzewania czasteczek miRNA. Ciatka D, typo-
we dla komorek roslinnych, tworzg w jadrze komdrko-
wym struktury podobne do ciatek Cajala. Eksperymenty
oparte na metodzie BiFC wykazaly, iz biatka DCLI, HYLI
oraz SE oddziatujg ze sobg w ciatkach D. Ponadto, w ciat-
kach D wykazano réwniez obecnos$¢ prekursorow miRNA
[44,47,48], W dalszej czesci artykutu opisano doSwiadcze-
nia, w ktérych udowodniono bezposrednie oddziatlywania
biatek DCL1-HYL1 oraz HYL1-SE.

DOJRZEWANIE CZASTECZEK miRNA

BIALKO DCLI

Transkrypty gendw miRNA podlegaja ztozonemu pro-
cesowi dojrzewania, podczas ktoérego z czasteczki pre-
kursorowej zostaje uwolniona dojrzata forma miRNA. W
metabolizm niskoczgsteczkowych RNA u ssakéw zaanga-
zowana jest endorybonukleaza Dicer. U roslin wystepuja
cztery paralogi tego biatka: DCLI, DCL2, DCL3 i DCLA4.
Biatka te petnig rozne funkcje i wystepujg w réznych kom-
partmentach komérkowych. Biatko DCLI wystepuje w ja-
drze komoérkowym ijest zaangazowane w biogeneze miR-
NA. Endorybonukleaza DCL2 jest zlokalizowana w cyto-
plazmie irozcina wirusowe oraz transgeniczne prekursory
si-RNA. DCL3 jest biatkiem jadrowym; tnie zasocjowane
z heterochromatyng czasteczki prekursorowe siRNA, tzw.
ha-siRNA. Natomiast biatko DCL4, takze zlokalizowane
w jadrze komdrkowym, uczestniczy w szlaku biogenezy
krétkich interferujacych RNA, dziatajagcych in trans, tzw.
ta-siRNA [49-51],

Biatko DCLI zbudowane jest z 1909 reszt aminokwaso-
wych izawiera kilka domen funkcjonalnych: dwie domeny
NLS, domene o aktywnosci helikazy, domene o nieznanej
funkcji DUF (ang. domain of unknown function), zachowang
w ewolucji domene PAZ (wystepujacg w biatkach Piwi/
Argonaute/Zwille u D. melanogaster i A. thaliana), dwucze-
sciowg domene o aktywnosci RNazy Il oraz dwie domeny
dsRBD. Biatko to jest zaangazowane w uwalnianie czgstecz-
ki pre-miRNA z pierwotnego prekursora, tzw. pri-miRNA
(Ryc. 3). Rozcinanie pri-miRNA przez endorybonukleaze
DCLI nastepuje u podstawy struktury spinki do wtosow i
prowadzi do powstania czasteczki pre-miRNA. Czasteczki
pre-miRNA posiadajg strukture spinki do wtoséw; na kon-
cu 5' zawierajg reszte kwasu fosforanowego, natomiast na
koncu 3' wystepujg dwa niesparowane nukleotydy z wolng
grupa hydroksylowg (jest to cecha charakterystyczna dla
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produktéw powstajagcych w wyniku dziatania RNaz klasy
I11). Biatko DCLI najprawdopodobniej uczestniczy row-
niez w wycieciu dupleksu miRNA/mMiRNA* z czgsteczki
pre-miRNA. Na tym etapie dojrzewania miRNA rozciecie
endonukleolityczne prekursora wyznacza korice sekwencji
dojrzatego miRNA. Rdwniez w tym przypadku produkty
reakcji posiadaja na koncu 5' reszte kwasu fosforanowego, a
na koncu 3' znajduje sie niesparowany dinukleotyd z wolng
grupg hydroksylowa.

Szczegbtowy przebieg dojrzewania roslinnych czaste-
czek miRNA poznano, analizujgc biogeneze miRNA 163 A.
thaliana [52], Proces ten obejmuje trzy reakcje katalizowane
przez endorybonukleaze DCLI. Pierwsza reakcja prowadzi
do uwolnienia z czasteczki pri-miRNA tzw. dtugiego pre-
mMiRNA (343 nt). Ciecie zachodzi w rejonie dwuniciowym
struktury spinki do witoséw, w miejscu oddalonym o kilka-
nascie nukleotydéw od punktu wyznaczajgcego koniec 3'
nici miRNA i koniec 5' nici miRNA*. W kolejnym etapie bio-
genezy miRNA 163 czasteczka dtugiego pre-miRNA zostaje
przycieta do postaci tzw. krotkiego pre-miRNA o diugosci
301 nt. W tej reakcji biatko DCLI nacina czgsteczke prekur-
soraw miejscach wyznaczajgcych koniec 3' nici miRNA oraz
koniec 5' nici miRNA*. Trzecia reakcja katalizowana przez
endonukleaze prowadzi do uwolnienia dupleksu miRNA/
miRNA* oraz fragmentu RNA o strukturze spinki do wto-
sow o dtugosci 253 nt, ktéry ulega degradacji (Ryc. 4).

Najprawdopodobniej sposéb dziatania DCLI decyduje
o dtugosci dojrzatych czasteczek miRNA. Obserwacja ta
jest zgodna z wczes$niej opisanym mechanizmem dziatania
biatka Dicer w procesie biogenezy miRNA u zwierzat [52],
Rybonukleaza Dicer ma podobng budowe jak biatko DCLI.
Model reakcji katalizowanej przez Dicer zaktada, ze 21 nt
fragment RNA jest odmierzany jako odlegto$¢ pomiedzy
domeng PAZ a miejscem aktywnym biatka utworzonym
przez pseudodimeryzacje domen wykazujacych aktywnos¢
RNazy Il [53,54], Badania przeprowadzone na mutancie in-
sercyjnym T-DNA dcll-9 A. thaliana z uszkodzong drugg do-
meng dsRBD (insercja T-DNA wprowadzajaca kodon stop
w 19 egzonie genu kodujgcego biatko DCLI) wykazaly, iz
w przypadku biatka DCLI réwniez ta domena jest zaanga-
zowana w precyzyjne wyznaczanie miejsca ciecia prekurso-
rowych czasteczek miRNA [52], Uszkodzenie biatka DCLI
spowodowane insercjg T-DNA w rejonie kodujgcym druga
domene dsRBD uniemozliwia przebieg petnego cyklu zy-
ciowego rosliny — homozygotyczny mutant dcll-9 jest le-
talny w stadium zarodka. Mutacja dcll-9 dziedziczona jest
W spos6b recesywny.

a) b) c) d)

_

S |
CLCT— gy = poli(A)

Rycina 4. Dojrzewanie czasteczki mikro RNA na przyktadzie miR163. 4a) pri-
miRNA, 4b) dtugi pre-miRNA, 4c) krotki pre-miRNA, 4d) dupleks miRNA/miR-
NA*. Szczegbtowy opis znajduje sie w tekscie.
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Dziatanie endonukleazy DCLI ma kluczowe znaczenie
dla rozwoju rosliny. W mutancie dcll-7 A. thaliana, charak-
teryzujagcym sie substytucjg prolina/seryna w domenie o
aktywnosci helikazy, poziom dojrzatych czasteczek miRNA
jest znacznie obnizony w stosunku do roslin typu dzikiego,
co prowadzi do szeregu zmian fenotypowych. Mutacja dcll-
7 dziedziczona jest w spos6b recesywny. Homozygotyczny
mutant dcll-7 charakteryzuje sie obnizong ptodnos$cia [55-
58],

BIALKO HYLI

Niektore biatka wigzace dwuniciowe fragmenty kwasu
rybonukleinowego oddziatujg z enzymami nalezgcymi do
RNaz klasy Ill. Wykazano, iz oddziatywania pomiedzy
HYLI a DCLI odgrywaja istotng role w procesie dojrze-
wania czasteczek miRNA [59,60], Biatko HYLI A. thaliana
(419 aa) zawiera dwie domeny dsRBD (ang. double-stranded
RNA Binding Domain), zlokalizowane przy N-koncu tancu-
cha polipeptydowego. Kazda z nich zbudowana jest z okoto
70 reszt aminokwasowych i przyjmuje strukture a-(3-(3-p-a,
charakterystyczng dla tego typu domen. Ponadto, w $rod-
kowej czesci biatka HYLI znajduje sie sygnat lokalizacji
jadrowej (NLS), a rejon C- koncowy tworzy 6 niemal iden-
tycznych 28-aminokwasowych fragmentéw. [61].

Mutacje unieczynniajagce gen HYLI wywotuja efekty
plejotropowe, polegajgce na zmianie wielu na poz6r nie
zwigzanych ze sobg cech fenotypowych [61]. Liscie mu-
tanta hyll sg mniejsze i majg charakterystyczny hypona-
styczny ksztatt. Mutant hj//2 charakteryzuje sie rowniez
nadwrazliwo$cia na dziatanie kwasu abscysynowego
— ABA. Nasiona roslin typu dzikiego poddane dziataniu
ABA o stezeniu 0.5 pM kietkujg wolniej niz nasiona w pro-
bie kontrolnej, natomiast kietkowanie nasion mutanta hyll
traktowanych ABA o tym samym stezeniu jest niemal cat-
kowicie zahamowane. Wykazano réwniez, iz mutant hyll
charakteryzuje sie obnizong wrazliwo$cig na dziatanie
auksyn. U roslin typu dzikiego wzrost korzeni jest hamo-
wany przez kwas indolilooctowy (IAA) o stezeniu 1 pM,
natomiast u mutanta hyll podobny efekt obserwowany jest
dopiero przy stezeniu hormonu wynoszacym 5 pM. Mu-
tacja w genie HYLI powoduje rdwniez zmieniong wrazli-
wos$¢ na dziatanie inhibitoréw transportu auksyn, obnizo-
ng wrazliwo$é na dziatanie cytokinin, mniejszg ptodnosé¢,
op6znienie czasu kwitnienia i zaburzenia reakcji grawi-
tropowej korzeni. Ponadto, w mutantach hyll obserwuje
sie obnizony poziom czasteczek pre-miRNA i dojrzatych
miRNA oraz akumulacje pri-miRNA, jak réwniez czgste-
czek mRNA, ktdrych poziom jest regulowany z udziatem
miRNA [62,63], Biatko HYLI jest zaangazowane w wyzna-
czanie miejsca ciecia pri-miRNA przez endorybonukle-
aze DCLI [60]. W mutancie hyll, podobnie jak w hetero-
zygotycznych mutantach dcll-9, ,docinanie” pri-miRNA
do formy pre-miRNA zachodzi w sposdb nieprecyzyjny.
Oddziatywania HYL1-DCL1 sg kluczowe dla doktadnego
i wydajnego rozcinania pri-miRNA, przy czym koniecz-
nym warunkiem ich wystepowania jest obecno$¢ w biatku
DCLI dwoch funkcjonalnych domen dsRBD, gdyz biatko
HYLI nie ulega immunoprecypitacji wspdinie z DCLI po-
chodzacym z ekstraktu z mutantow dcll-9.
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Wykazano doswiadczalnie, izw przypadku biatka HYLI
obecno$¢ domen dsRBD jest niezbedna, ale i wystarczajgca
do prawidtowego przebiegu procesu biogenezy miRNA A.
thaliana [62], Do genomu mutanta hyll, drogg transformacji
z udziatem Agrobacterium tumefaciens, wprowadzono kasete
ekspresyjng kodujgca N-koncowy fragment biatka HYLI,
zawierajagcy dwie domeny dsRBD (biatko HYL1D12). U
transformowanych roslin zaobserwowano powrét do fe-
notypu dzikiego: prawidtowy ksztatt lisci, obnizony po-
ziom mRNA genéw REV (ang. REVOLUTA) oraz ARF17
(ang. AUXIN RESPONSE FACTOR 17) przy jednoczesnym
wzroscie akumulacji czasteczek miRNA165 i miRNA160
regulujgcych poziom tych mRNA. Wykazano tym samym,
iz prawidtowy rozwdj rosliny nie wymaga biatka HYLI o
petnej dtugosci. Obserwacje te sg zgodne z wynikami badan
przeprowadzonych na komdrkach epidermalnych Allium
cepa, wedtug ktorych biatko fuzyjne HYL1D12-GFP ulega
transportowi do jadra komdérkowego, pomimo iz nie zawie-
ra w swej sekwencji sygnatu lokalizacji jadrowej. Prawdo-
podobnie jest to mozliwe dzieki oddziatywaniom N-kon-
cowego fragmentu biatka HYLI z biatkami DCLI oraz SE,
ktore zawieraja sekwencje aminokwasowg odpowiedzialng
za lokalizacje jadrowa. W ten sposéb pewna frakcja biatka
HYL1D12 jest transportowana poprzez kompleks poru ja-
drowego (NPC) do jadra komdérkowego, gdzie uczestniczy
w procesie biogenezy czasteczek miRNA.

BIALKO SE

W biogeneze czasteczek miRNA u A. thaliana zaangazo-
wane jest rdwniez biatko SERRATE. Biatko to, zbudowane
z 720 reszt aminokwasowych, kodowane jest przez gen
AT2G27100 potozony na chromosomie 2 A. thaliana. Otwar-
ta ramka odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame) o dtugo-
§ci 3770 pz zawiera 12 egzondw. Mutacja recesywna se-1,
spowodowana delecjg sekwencji 7 nt (5-CAAGATC-3") w
jednym z egzonéw genu kodujacego biatko SE, powoduje
czesciowq utrate aktywnos$ci SE i prowadzi m.in. do zabu-
rzenia procesu embriogenezy (podobnie jak u mutanta short
integument 1-2 (sinl-2)), nadwrazliwo$ci na dziatanie na
ABA (tak jak w przypadku mutanta hyll), nieprawidtowo-
sci w funkcjonowaniu merystemu wierzchotkowego oraz
zmian w liczbie i ksztatcie lisci [64], U mutantow insercyj-
nych se-2 oraz se-3 (insercja T-DNA odpowiednio w 10 oraz
1 egzonie genu kodujacego biatko SE) zaobserwowano po-
nadto powazne zaburzenia w budowie anatomicznej lisci,
co jest zwigzane z wystepujacg u tych roslin podwyzszong
ekspresjag genu PHABULOSA (PHB) przy jednocze$nie ob-
nizonym poziomie czgsteczek miR165 oraz miR166. Homo-
zygotyczny mutant insercyjny se-4 jest letalny w stadium
zarodkowym.

Analiza ekspresji gendw z wykorzystaniem techniki mi-
kromacierzy, przeprowadzona na mutancie se-1, wykazata
zmiany w poziomie ekspresji 303 genéw [64]. Zaobserwowa-
no wzrost ekspresji 135 genéw natomiast w przypadku po-
zostatych 168 gen6w poziom ekspresji ulegt obnizeniu w po-
réwnaniu z ro$linami typu dzikiego. Poziom transkryptow
20 sposrod 135 gendw o podwyzszonej ekspresji regulowany
jest w sposob zalezny od dziatania czgsteczek miRNA oraz
ta-siRNA. Nalezg do nich m.in.: gen PHV, zaangazowany w
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rozwoj i morfogeneze lisci, gen ATHB15, nalezgcy do rodziny
HD ZIP 1ll, geny aktywatoréw transkrypcji GRF1 (AtGRFI)
oraz GRF3 (AtGRF3), geny kodujace czynniki odpowiedzi na
zmiany poziomu auksyn: ARF3/ETTIN oraz ARF4. W eks-
perymentach wykorzystujacych metode hybrydyzacji typu
Northern biot wykazano, iz poziom dojrzatych czasteczek
miR156, miR165, miR167, miR163, miR164, miR168, miR171
oraz miR319 (mir-JAW) w mutantach se jest obnizony w po-
réwnaniu z ro$linami typu dzikiego.

Akumulacja czasteczek pri-miRNA, przy jednocze$nie
obnizonym poziomie dojrzatych miRNA, wskazuje, iz biat-
ko SE jest zaangazowane w proces dojrzewania czgsteczek
mMiRNA na etapie uwalniania czgsteczek pre-miRNA z pier-
wotnego prekursora pri-miRNA [46,64], Potwierdzajg to
wyniki uzyskane przy wykorzystaniu drozdzowego syste-
mu dwuhybrydowego. Zgodnie z nimi biatko SE oddziatuje
z biatkiem HYLI, przy czym niezbedne jest petnej dtugosci
biatko SE oraz N-konicowy fragment biatka HYLI zawiera-
jacy obie domeny dsRBD [64], Wiadomo wprawdzie, ze mu-
tacja se prowadzi takze do nieznacznego obnizenia pozio-
mu niektérych endogennych czasteczek siRNA (np. 1003),
jednakze efekt ten nie jest tak silny jak w przypadku zmian
poziomu miRNA. W kontekscie oddziatywan SE z biatkiem
HYLI —czasteczka specyficzng dla szlaku biogenezy miR-
NA —wydaje sie, ze gtéwna funkcja SE (jakkolwiek dotad
nie poznana) zwigzana jest z powstawaniem miRNA oraz
zaleznych od nich ta-siRNA.

BIALKO HENI - METYLACJA CZASTECZEK miRNA

W procesie dojrzewania miRNA u ros$lin dupleksy miR-
NA/mMiRNA* ulegajg metylacji z udziatem metylotrans-
ferazy HENI (etap ten nie wystepuje w szlaku biogenezy
czasteczek miRNA w komoérkach zwierzat). HENI doko-
nuje transferu grupy metylowej z S-adenozylometioniny
(SAM) w pozycje 2'OH rybozy ostatniego rybonukleotydu
na koncu 3' czgsteczek RNA [65,66]. Substratami w reakcji
katalizowanej przez metylotransferaze HENI sg dupleksy
miRNA/mMiRNA* zawierajgce na koncach 3' dwa niesparo-
wane (wystajgce) rybonukleotydy. Ponadto, wykazano w
warunkach in vitro, iz dtugo$¢ substratu znaczaco wpitywa
na przebieg procesu metylacji. Biatko HENI posiada zdol-
no$¢ do metylowania substratéw o dtugosci 21-24 nt; cza-
steczki RNA o dtugosci spoza tego przedziatu nie podlegaja
metylacji [65,66]. Proces metylacji jest wysoce specyficzny,
albowiem metylotransferaza HENI nie metyluje jednoni-
ciowych czasteczek miRNA, jednoniciowych czasteczek
miRNA*, czasteczek pre-miRNA, jak réwniez dsDNA o
dtugosci i sekwencji identycznej jak jej wiasciwy substrat
— miRNA/mMiRNA*. Wykazano, iz metylacja koncéw 3'
RNA chroni czasteczki miRNA oraz siRNA przed aktyw-
noscig enzymatyczng o charakterze terminalnej transferazy
badz, polimerazy RNA, powodujgcg dodawanie do 3' kon-
cow czasteczek RNA dodatkowych reszt U. Wyniki ekspe-
rymentdw na mutancie henl wskazujga, iz obecno$¢ dodat-
kowych reszt U w niemetylowanych czasteczkach miRNA
prowadzi do ich degradacji. W mutantach henl obserwuje
sie zatem obnizony poziom dojrzatych czasteczek miRNA,;
ponadto czasteczki te posiadajg heterogenne konce 3'. Me-
tylacja koncéw 3' miRNA uniemozliwia réwniez ich udziat
jako starteréw w reakcji syntezy dsRNA na matrycy docelo-
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wego mRNA przez RNA zalezng RNA polimeraze (RdRP)
[67]. Doktadny mechanizm oddziatywania biatka HENI z
substratami RNA nie zostat poznany. Jedyne informacje na
temat budowy domenowej pochodzg z analiz bioinforma-
tycznych [68].

BIALKO HASTY - TRANSPORT miRNA
ZJADRA DO CYTOPLAZMY

Badania metodg hybrydyzacji typu Northern wykazaty,
ze u ros$lin dojrzate (jednoniciowe) miRNA sg obecne w ja-
drze komérkowym, choé wiekszo$¢ z nich gromadzi sie w
obrebie cytoplazmy [69], Jednocze$nie u roslin typu dzikie-
go nie wykazano obecnosci nici miRNA*, a w komérkach
roslin charakteryzujacych sie nadprodukcjag miRNA zardow-
no w jadrze komérkowym, jak w i cytoplazmie wykryto je-
dynie nieznaczne ilosci czasteczek miRNA*. Oznacza to, iz
funkcjonalne czasteczki miRNA powstajg w przewazajacej
mierze juz w jadrze komorkowym i sg eksportowane do cy-
toplazmy w postaci jednoniciowej. Jedynie niewielka cze$¢
czasteczek miRNA jest transportowana z jadra do cytopla-
zmy w postaci dwuniciowej lub tez transport nici miRNA*
zachodzi w sposo6b niezalezny od eksportu funkcjonalnych
nici miRNA.

Transport ro$linnych miRNA z jagdra komdérkowego do
cytoplazmy zachodzi z udziatem biatka HASTY. Nalezy
ono do rodziny B-importyn — transporterow nukleopla-
zmatycznych. U zwierzat podobng funkcje w biogenezie
miRNA petni Eksportyna 5, z tg jednak ré6znica, ze biatko to
transportuje miRNA w postaci prekursoréw i dodatkowo
jest zaangazowane w eksport czasteczek tRNA i siRNA. [69,
70]. Tworzenie kompleksu HASTY-RNA oraz jego ukierun-
kowany transport przez pory jadrowe sg zalezne od dziata-
nia GTPazy RANI [69,71]. Mutacja w genie HST, uniemoz-
liwiajgca oddziatywanie biatka HASTY z RANI prowadzi
do obnizenia poziomu dojrzatych miRNA zaréwno w ja-
drze komorkowym, jak i w cytoplazmie [69]. Mozna wiec
przypuszczaé, iz HASTY bierze udziat nie tylko w ekspor-
cie czasteczek miRNA z jadra komorkowego, ale rowniez
w ich dojrzewaniu (np. poprzez stabilizacje jednoniciowych
form). Nalezy jednak podkres$li¢, ze brak funkcjonalnego
biatka HASTY nie eliminuje catkowicie dojrzatych miRNA
z frakcji jadrowej czy cytoplazmatycznej, a jedynie zmniej-
sza udziat tych czasteczek w obu pulach RNA. Ponadto,
stopien obnizenia poziomu miRNA jest zréznicowany w
zaleznosci od rodziny miRNA ianalizowanych tkanek. Po-
zwala to sgdzi¢, ze u roslin istniejg alternatywne, niezalezne
od dziatania HASTY, szlaki transportu miRNA z jadra do
cytoplazmy.

miRNA U ROSLIN | ZWIERZAT
- PODOBIENSTWA | ROZNICE

Najprawdopodobniej miRNA funkcjonowaty juz u ostat-
niego wspo6lnego przodka rodlin i zwierzat [1]. Niemniej
jednak w przebiegu procesu dojrzewania prekursorow
miRNA u przedstawicieli obu krolestw zaznacza sie szereg
réznic, mogacych wynikac z p6zniejszych zmian zachodza-
cych niezaleznie w kazdej z tych dwaéch linii ewolucyjnych.
Przede wszystkim powstawanie roslinnych miRNA zacho-
dzi w catosci w obrebie jadra komoérkowego, podczas gdy
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dojrzewanie miRNA u zwierzat rozpoczyna sie w jadrze ko-
morkowym, nastepnie pre-miRNA sg eksportowane przez
pory otoczki jadrowej do cytoplazmy, gdzie majg miejsce
dalsze etapy biogenezy.

Roslinne pre-miRNA sg zwykle dtuzsze niz prekursory
miRNA u zwierzat [42]. Przycinanie transkryptéw miRNA
u roslin jest katalizowane przez endorybonukleaze DCLI,
ktéra (przynajmniej na pierwszym etapie dziatania) od-
dziatuje z wigzacym dwuniciowe czasteczki RNA biatkiem
HYLI oraz z biatkiem SE. Natomiast u zwierzat dojrzewa-
nie miRNA zachodzi z udziatem dwo6ch nukleaz: jadro-
wego biatka Drosha oraz zlokalizowanego w cytoplazmie
biatka Dicer. Obie endorybonukleazy oddziatujg ze spe-
cyficznymi dla komorek zwierzecych biatkami wigzgcymi
dsRNA: partnerem Drosha jest Pasha (u D. melanogaster i C.
elegans) lub DGCR8 (u ssakdw), natomiast Dicer D .melano-
gaster tworzy kompleks z biatkiem Loquacious [72]. Proces
metylacji konca 3' dojrzatych miRNA zachodzacy z udzia-
tem metylotransferazy HENI jest charakterystyczny tylko
dla roslin [1],

Z kolei obecnos$¢ tzw. mirtronéw, czyli intronédw koduja-
cych pre-miRNA jest najprawdopodobniej specyficzna dla
zwierzat [73], Brak réwniez doniesien na temat funkcjono-
wania u roslin miRNA wywodzacych sie z transpozono-
wych odwréconych sekwencji powtérzonych. Geny miRNA
tworzone przez elementy transpozonowe zlokalizowane w
rejonie aktywnym transkrypcyjnie wykryto dotychczas je-
dynie w genomie cztowieka, szympansa i makaka [74]. Co
wiecej, jak dotad nie zidentyfikowano zadnej rodziny miR-
NA wspolnej dla roslin i zwierzat, cho¢ miRNA w obrebie
kazdego z tych krélestw wykazujg wysoka zachowawczo$¢
[24,29,75]. Brak podobienstwa sekwencji dojrzatych miRNA
wystepujacych u obu grup eukariontéw moze wynika¢ z
odmiennych sekwencji mRNA, ktére stanowig cel ich dzia-
tania. Interesujacy jest rowniez fakt, iz dotychczas nie wyka-
zano obecnosci sekwencji kodujagcych miRNA w genomach
wiruséw roslinnych, cho¢ w przypadku wiruséw kregow-
cow scharakteryzowano tgcznie ponad 100 takich loci [4],

Ro6znice pomiedzy miRNA funkcjonujgcymi u roSlin i
zwierzat dotyczg takze mechanizmu ich dziatania. Wiek-
szo$¢ roslinnych miRNA jest zaangazowanych w rozcinanie
docelowego transkryptu. Ponadto wykazano, iz cze$¢ ro-
Slinnych miRNA uczestniczy w procesie biogenezy krétkich
interferujgcych RNA dziatajgcych in trans (ta-siRNA) [76].
Z kolei u zwierzat gtdéwny mechanizm regulacji ekspresji
genow z udziatem miRNA polega na hamowaniu syntezy
biatka. Stopien komplementarnos$ci roslinnych miRNA iich
docelowych mRNA jest wyzszy niz w przypadku miRNA
zwierzat. Wiadomo, ze przynajmniej niektére pre-miRNA
u zwierzat ulegajg redagowaniu (A—1), co moze wptywac
na site oddziatywania miRNA z transkryptem stanowia-
cym cel dziatania, badZ alternatywny wybor docelowego
MRNA; jak dotad nie zaobserwowano takiego zjawiska u

roslin [77].
PODSUMOWANIE

Wysoki stopien ztozonosci eukariontéw, zwtaszcza zwie-
rzat i roslin wyzszych, wynika w duzej mierze z poddania
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genéw dziataniu licznych mechanizméw regulatorowych
(wptywajacych na forme ostatecznych produktéw ekspresji
oraz czas, miejsce, warunki i poziom ich powstawania) [78],
Odkrycia ostatnich lat wyraznie pokazuja, iz niezmiernie
wazng role w regulacji ekspresji informacji genetycznej od-
grywajg mate czasteczki RNA.

Pod wzgledem ogdlnej struktury genow i przebiegu
transkrypcji, geny MIR przypominajg geny kodujace biat-
ka. Jednakze transkrypty gendéw MIR nie zawierajg dtu-
giej otwartej ramki odczytu, a peptydy potencjalnie przez
nie kodowane nie wykazujg znaczgcego podobienstwa do
znanych biatek. Trudno zatem wyttumaczy¢ znaczenie dtu-
gich sekwencji oskrzydlajgcych miRNA w czasteczce pre-
kursorowej oraz ich duzej heterogennosci. Intrygujace jest
rowniez funkcjonowanie w genomach roslinnych Kkilku,
kilkunastu, czy nawet kilkudziesieciu genéw MIR, ktdrych
ekspresja prowadzi do powstania wysoce jednorodnej puli
dojrzatych czasteczek miRNA. Na podstawie wynikow do-
tychczasowych badarh mozna przypuszczac, iz miRNA bar-
dzo podobne lub nawet identyczne pod wzgledem sekwen-
cji nukleotydowej moga petni¢ w roslinie odrebne funkcje
[17], Z tego wzgledu niezwykle wazna dla prawidtowego
rozwoju rosliny jest precyzyjna regulacja ekspresji genow
miRNA w rdznych organach, na poszczegélnych etapach
wzrostu rosliny oraz w zaleznos$ci od warunkéw Srodowi-
ska.
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Plant micro RNA biogenesis
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ABSTRACT

Micro RNAs are 21-24 nt long RNA molecules involved in the regulation of gene expression on mRNA level. Mature miRNA molecules as-
sociated with the RNA —induced silencing complex (RISC) guide specifically mRNA cleavage or inhibit the translation. In plants selective
mRNA degradation in miRNA-dependent pathway is awidespread mechanism that occurs more frequently than translation inhibition. miR-
NA precursors, known as pri-miRNA, are processed in several steps to produce mature miRNA molecules. There are several plant proteins
involved in miRNA processing: DCLI, HYLI, SE, HENI and HASTY. The role of these proteins is discussed.
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Pozacytoplazmatyczny system kontroli jakosci
u bakterii Escherichia coli —rola proteaz i
czynnikow wspomagajacych zwijanie biatek

STRESZCZENIE

rawidtowe funkcjonowanie pozacytoplazmatycznych biatek wymaga ich witasciwego
Pzwiniecia po procesie przeniesienia i ulokowania ich w odpowiednim miejscu w obrebie
struktur $ciany komoérkowej. Proces ten jest kontrolowany przez czynniki wspomagajace
zwijanie i proteazy, stanowigce razem system kontroli jakosci. Ich skoordynowane dziata-
nie zapewnia wtasciwe funkcjonowanie komérki w warunkach fizjologicznych i umozliwia
przezycie w warunkach stresowych dla bakterii. W obecnej pracy przedstawiamy zwiezta
charakterystyke funkcjonowania pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek
ze szczegdlnym uwzglednieniem roli proteolizy w zachowaniu komoérkowej homeostazy.

WPROWADZENIE

Proces zwijania biatek nie zachodzi spontanicznie w zywych organizmach,
lecz jest katalizowany enzymatycznie przez grupe biatek okreslanych tgcznie
jako czynniki wspomagajgce zwijanie (ang.foldingfactors). Do tej grupy nalezg
biatka opiekuncze (ang. chaperone$), izomerazy peptydyloprolinowe (PPl-azy)
oraz oksydoreduktazy disiarczkowe [1], Ponadto, w zwijaniu niektorych bia-
tek btony zewnetrznej moga uczestniczy¢ czasteczki lipopolisacharydu (LPS).
W warunkach fizjologicznych te czynniki prowadzg do osiggniecia przez biatko
prawidtowej struktury, a btedy wystepujg relatywnie rzadko. Nieprawidtowo
zwiniete biatka mogg sie jednak pojawi¢ w komérce w wyniku nastepujacych
zjawisk: (1) spontanicznych lub indukowanych mutacji, ktére wptywajg na
zwijanie sie polipeptydow; (2) dziatania na komdrke czynnikéw wywotujacych
stres (np. podwyzszenia temperatury, zmian osmolarnosci srodowiska, zmian
pH, czynnikdw redoks); (3) nadmiernej ekspresji zrekombinowanych genéw [2],
Obecnos$¢ biatek o btednej strukturze jest czesto bardzo szkodliwa dla komorki.
W zwigzku z tym organizmy wytworzyty mechanizmy zapobiegajgce wystapie-
niu toksycznych efektow wysokiego poziomu nieprawidtowo zwinietych bia-
tek. Jednym z nich jest odktadanie tego typu biatek w formie ciat inkluzyjnych,
ktore, jako element nierozpuszczalny, nie wptywajg znaczaco na zaktocenia me-
tabolizmu komorki. Przede wszystkim jednak pojawienie sie biatek o btednej
strukturze jest sygnatem do syntezy biatek stresowych, ktérych zadaniem jest
przywrocenie prawidtowej struktury (biatka opiekuncze) lub usuniecie nieod-
wracalnie uszkodzonych biatek na drodze proteolizy [2,3],

W cytoplazmie bakterii Escherichia coli, modelowej bakterii gramujemnej, kon-
trola jakosci zwijanych polipeptyddw jest przeprowadzana przede wszystkim
przez biatka opiekuncze oraz proteazy nalezace do grupy biatek stresowych,
okreslanych jako biatka szoku termicznego, Hsp (ang. heat shock proteins). Gtow-
ni przedstawiciele tej rodziny biatek, biatka opiekuncze DnaK (Hsp70) i GroEL
(Hsp6O) oraz proteazy Lon i CIpAP, funkcjonuja w oparciu o energie uzyskiwa-
na z hydrolizy ATP. Dziatanie cytoplazmatycznych biatek Hsp zostato obszernie
omoéwione w pracy przegladowej [4],

Bakteryjne ostony komérkowe sktadajg sie u bakterii gramujemnych z bio-
ny wewnetrznej (cytoplazmatycznej), periplazmy wraz z mureing oraz btony
zewnetrznej. Ponadto, na zewnatrz $ciany komaérkowej znajduja sie sktadniki
adhezyjne i inwazyjne, pozwalajgce w sposdb specyficzny kolonizowac okreslo-
ne nisze ekologiczne. Jest to obszar pierwszego kontaktu komérki z otaczajagcym
Srodowiskiem i z tego wzgledu stanowi pierwszg bariere ochronng, bronigca
bakterie przed czynnikami stresowymi. Z drugiej strony przestrzen peripla-
zmatyczna, w odr6znieniu od cytoplazmatycznej, jest szczegdlnie narazona na
dziatanie czynnikéw Srodowiska, ze wzgledu na relatywnie matg selektywno$¢
porowatej btony zewnetrznej. Dlatego tez pozacytoplazmatyczna kontrola ja-
kosci biatek jest niezmiernie istotnym procesem zapewniajgcym prawidtowe
funkcjonowanie komorki i przetrwanie warunkéw niekorzystnych dla bakterii.
Rownoczesnie periplazma jest przedziatem komdrkowym znacznie réznigcym
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sie od cytoplazmy. Podstawowe roznice obejmujg: (1) brak
ATP, (2) wyzszy potencjat utleniajgcy w stosunku do cyto-
plazmy, (3) ograniczong ruchliwo$¢ biatek [5]. W zwigzku z
tym w periplazmie zostaty wyksztatcone odrebne systemy
zwijania biatek i kontroli jakosci, dopasowane do specyficz-
nych warunkdw panujacych w tym obszarze.
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Rycina 1. Funkcjonowanie pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci [1,34,67]. Prekursory biatek eksportowanych z
cytoplazmy sg transportowane w poprzek btony wewnetrznej (BW) dzigki dziataniu btonowego kompleksu transportujace-
go biatka (KTB). W przestrzeni periplazmatycznej stajg sie one substratami dla czynnikéw wspomagajacych zwijanie, ktére
zapobiegaja agregacji i niespecyficznym oddziatywaniom rozwinietych polipeptydéw (biatka o aktywnosci opiekuniczej, np.
Skp, SurA), wprowadzajg prawidtowe mostki disiarczkowe (DsbA, DsbC) i przeprowadzajg izomeryzacje cis/trans wigzan
X-Pro (PPl-azy). W przypadku biatek btony zewnetrznej (OMP) oraz podjednostek struktur adhezyjnych typu ,,chaperone-
usher" (PSA) czynniki te posredniczg takze w transporcie przez periplazme do btony zewnetrznej (BZ), utrzymujac poli-
peptydy w odpowiedniej strukturze, a nastepnie przekazujg je biatkom odpowiedzialnym za ich odpowiednie docelowe
umiejscowienie w btonie zewnetrznej (system wprowadzajacy do btony zewnetrznej —SWBZ) lub dotaczenie ich do rosnace-
go polimeru struktury adhezyjnej (zewnatrzbtonowe biatko kanatotwércze — ZBK). Biatka, ktore nie uzyskaty prawidtowej
struktury moga zosta¢ zdegradowane przez proteazy (P). Szczeg6ty opisano w teksécie. Pozostate skroty: BO —biatko opie-
kuricze specyficzne wzgledem PSA, ??— znaki zapytania oznaczaja, ze udziat danego biatka w przedstawionym procesie nie
zostat w petni udokumentowany.
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PERIPLAZMATYCZNE CZYNNIKI
WSPOMAGAJACE FALDOWANIE

Polipeptydy, ktore zostaty przetransportowane przez bto-
ne cytoplazmatyczng, muszg uzyskaé¢ prawidtowg struktu-
re, odpowiednie modyfikacje potranslacyjne i ewentualnie
utworzy¢ odpowiednie struktury czwartorzedowe. Po usu-

nieciu peptydu sygnatowego
polipeptyd staje sie substra-
tem czynnikéw wspomaga-
jacych zwijanie (Ryc. 1). Do
tej grupy u bakterii Esche-
richia coli nalezg: (1) oksy-
doreduktazy disiarczkowe,
odpowiedzialne za wpro-
wadzanie prawidtowych
mostkow disiarczkowych
w biatkach (DsbA, DsbC,
DsbG), (2) izomerazy pep-
tydyloprolinowe (PPl-azy),
przeprowadzajace izomery-
zacje cis-trans wigzan pep-
tydowych poprzedzajacych
reszty proliny (SurA, PpiA,
PpiD, FkpA) oraz (3) biatka
o charakterze opiekuniczym
(Skp, superrodzina PapD)
[1]. Oksydoreduktazy di-
siarczkowe zostaty uprzed-
nio obszernie omoéwione [6],
w zwigzku z tym ten aspekt
zwijania  pozacytoplazma-
tycznych biatek nie bedzie w
obecnej pracy poruszany.

IZOMERAZY
PEPTYDYLOPROLINOWE
Wigzania peptydowe po-
przedzajace w polipeptydzie
reszte proliny (X-Pro; X-do-
wolna reszta aminokwaso-
wa) mogag wystepowaé jako
izomery cis lub trans. Jed-
nakze w natywnym biatku
wszystkie wigzania X-Pro
muszg przybra¢ prawidtowg
forme izomeryczng. Proces
ten przeprowadzajag enzy-
my okres$lane jako izomera-
zy peptydyloprolinowe cis/
trans (inne nazwy: PPl-azy,
rotamerazy). Wszystkie zna-
ne PPl-azy mozna podzieli¢
na trzy klasy: (1) cyklofiliny
(biatka wrazliwe na cyklo-
sporyny lub biatka homo-
logiczne do znanych PPl-az
wrazliwych na cyklospory-
ny); (2) FKBP (biatka wig-
zace lek immunosupresyjny
FK506); (3) parwuliny (biat-
ka homologiczne do PPIl-azy
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z cytoplazmy E. coli) [7], W periplazmie E. coli zidentyfiko-
wano cztery PPl-azy: SurA, FKpA, PpiA i PpiD. Poza swojg
katalityczng aktywnoscia, cze$¢ z tych biatek wykazuje ce-
chy biatek opiekunczych i wspomaga proces zwijania poli-
peptydow, zwtaszcza biatek btony zewnetrznej (OMP) [1].

Biatko SurA

SurA jest biatkiem nalezagcym do klasy parwulin, wyka-
zujacym aktywno$¢ PPl-azy i opiekuinczg. Bakterie pozba-
wione genu surA odznaczajg sie obnizonym poziomem pra-
widtowo zwinietych biatek btony zewnetrznej, takich jak:
LamB, OmpA, OmpC i OmpF, co wskazuje na udziat SurA
w zwijaniu i oligomeryzacji biatek OMP [8,9], Jednakze nie
zaobserwowano zadnego pozytywnego wptywu na zwija-
nie rozpuszczalnych periplazmatycznych biatek, np. biatka
wigzacego maltoze lub litycznej transglikozylazy [8], co su-
gerowatoby specyficzno$¢ SurA wzgledem OMP. Ostatnio
zostat zidentyfikowany motyw rozpoznawany przez SurA:
Ar-X-Ar (Ar-aromatyczna reszta aminokwasowa) [10]. Tego
typu sekwencja wystepuje o wiele czesciej w biatkach OMP
niz w biatkach rozpuszczalnych. Dzigki temu powinowac-
two SurA do rozwinietego biatka OmpG, zawierajgcego 13
motywow Ar-X-Ar, i OmpF (7 motywow Ar-X-Ar), jest o
rzad wielkosci wyzsze niz wzgledem nienatywnych biatek
rozpuszczalnych; biatka natywne nie wigzg sie z SurA [11],
Specyficznos¢ wzgledem motywu Ar-X-Ar moze tez ttuma-
czy¢ brak wptywu SurA na zwijanie biatek btony zewnetrz-
nej innego typu: TolC i autotransportera AIDA. Te biatka
réznig sie znacznie budowa od poryn i OmpA i zawierajg
jedynie jeden lub dwa motywy Ar-X-Ar [1].

W zwijaniu biatek OMP najprawdopodobniej gtéwny
udziat ma aktywnos$¢ opiekuncza SurA. W uktadzie in vitro
aktywnos¢ PPl-azy nie jest wysoka [9], Bakterie zawierajgce
zmutowang forme SurA, pozbawiong aktywnosci PPl-azy,
lub nawet SurA z prawie catkowicie usunietymi domena-
mi PPl-azowymi, nie wykazujg istotnych defektéw w bio-
genezie biatek OMP. Aktywnosci PPl-azowa i opiekuncza
sg zlokalizowane w odrebnych rejonach biatka. Aktywno$¢
opiekuncza przypisana jest dwém kraricowym domenom:
N i C-koncowym, pomiedzy ktérymi znajduja sie dwie 100-
aminokwasowe domeny PPl-azowe [12]. Analiza struktu-
ry krystalicznej wykazata, ze czagsteczka SurA przyjmuje
ksztatt niesymetrycznego dzwonka, w ktérym | domena
PPl-azowa oraz domeny N i C-koricowe tworzg rdzen, nato-
miast Il domena PPl-azowa jest eksponowana na zewnatrz
(»trzonek dzwonka") (Ryc. 2A). Rdzen zawiera podituzne
zagtebienie o wymiarze dobrze dostosowanym do wigzania
wydtuzonych polipeptydow [13].

Biatko PpiA

PpiA (RotA) byta pierwszg PPl-azg zidentyfikowang w
periplazmie E. coli. Jest homologiem cyklofiliny, niewrazli-
wym na dziatanie cyklosporyny A [14]. Do chwili obecnej
nie wykazano udziatu PpiA w zwijaniu biatek Sciany ko-
morkowej. W przeciwienstwie do fenotypdéw obserwowa-
nych u bakterii pozbawionych jednego z genéw poprzednio
omawianych PPl-az, mutacje w genie ppiA nie wptywajg na
poziom biatek periplazmatycznych ani btonowych. Takze
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kinetyka zwijania tych biatek nie ulega zaburzeniu w mu-
tantach ppiA [15]. Najprawdopodobniej funkcja petniona
przez PpiA jest tatwo zastepowana przez inne periplazma-
tyczne PPl-azy.

Biatko PpiD

PpiD jest to biatko nalezgce do klasy parwulin. Gen ppiD
zostat zidentyfikowany jako wielokopijny supresor mutacji
typu nuli w genie surA. Nadprodukcja PpiD znosi plejotro-
powe efekty braku SurA. Komorki pozbawione funkcjo-
nalnego genu ppiD wykazujg zwiekszong wrazliwo$¢ na
hydrofobowe antybiotyki i detergenty (np. SDS), a takze
zawierajg obnizony poziom biatek OMP (OmpF, OmpC,
OmpA i LamB). Usuniecie obu gendw, ppiA i surA, jest dla
komaorki letalne, podczas gdy podwdjne mutacje fkpA ppiD,
skp ppiD oraz ppiA ppiD sa przez bakterie tolerowane [16].
Wskazuje to, ze PpiA i SurA petnig funkcje wzajemnie sie
zastepujace (ang. redundantfunction). Do chwili obecnej nie
wykazano jednak bezposredniego udziatu PpiD w zwijaniu

Rycina 2. Periplazmatyczne czynniki wspomagajace zwijanie —schematy budo-
wy. Rysunki wykonano w oparciu o dane zawarte w pikach pdb Im5y (A), Iq6u,
lg6h (B), Isg2, lu2m (C) zawartych w bazie danych NCBI (www.ncbi.nih/gov).
W schemacie budowy biatka Skp (C) literami A, B, C oznaczono poszczegdlne
podjednostki budujace trimer.
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biatek. Nie jest tez wiadomo, czy PpiD posiada aktywnos$¢
opiekuncza, niezalezng od aktywnosci izomerazy.

Biatko FkpA

Jest to kolejne periplazmatyczne biatko zaangazowane w
zwijanie polipeptyddw. FkpA nie jest niezbedne do prze-
zycia bakterii, jednakze komorki £. coli fkp odznaczajg sie
zwiekszong przepuszczalnos$cia btony zewnetrznej wzgle-
dem antybiotykéw i detergentow [17]. FkpA wykazuje
dwie niezalezne aktywnosci: opiekunczg i PPl-azowa, zlo-
kalizowane w odrebnych rejonach polipeptydu. W formie
natywnej biatko to jest homodimerem w ksztatcie litery V,
w ktérym N-konicowe domeny o aktywnosci opiekunczej
tworza ztacze, a PPl-azowe domeny C-koricowe sg ekspo-
nowane na zewnatrz (Ryc. 2B). Zagtebienie utworzone po-
miedzy podjednostkami stanowi najprawdopodobniej miej-
sce wigzania substratu [18]. W przeciwienstwie do SurA,
FkpA przejawia aktywno$¢ opiekuncza wzgledem biatek
rozpuszczalnych i, jak dotad, nie wykazano jego udziatu w
biogenezie OMP. Aktywnos$¢ ta jest niezalezna od funkcji
PPl-azy, gdyz FkpA wptywa pozytywnie na zwijanie sub-
stratow nie zawierajagcych w formie natywnej ds-prolin [19].
Takze delecja C-koncowej domeny PPl-azowej nie pozba-
wia FkpA aktywnos$ci opiekuniczej [18,20], FkpA wydajnie
przeciwdziata agregacji nadprodukowanych w periplazmie
zmutowanych biatek lub biatek zrekombinowanych [20,21],
Oddziatywanie pomiedzy FkpA a substratami jest najpraw-
dopodobniej przejsciowe, gdyz nie wyizolowano stabilnych
kompleksow FkpA-substrat [21]. Z przeprowadzonych do-
Swiadczen wynika, ze FkpA funkcjonuje we wczesnych eta-
pach zwijania periplazmatycznych biatek [21,22],

PERIPLAZMATYCZNE BIALKA OPIEKUNCZE

W periplazmie bakterii gramujemnych nie zostaty ziden-
tyfikowane klasyczne biatka opiekuncze, takie jak DnaK lub
GroEL. Ze wzgledu na brak ATP w periplazmie, pozacy-
toplazmatyczne biatka opiekuncze muszg funkcjonowac w
oparciu o inny mechanizm niz ich cytoplazmatyczne od-
powiedniki, w przypadku ktérych hydroliza ATP napedza
cykle wigzania i uwalniania substratow. Do chwili obecnej
poznano szereg periplazmatycznych biatek zaangazowa-
nych w proces zwijania i oligomeryzacji polipeptydéw.
Ws$réd nich wyrdzniamy biatka opiekuicze specyficzne
wzgledem podjednostek budulcowych powierzchniowych
adhezyn typu ,,chaperone-usher" (np. PapD, FimC, DraB)
[23], biatka opiekuncze funkcjonujagce w niskim pH (HdeA
i HdeB) [24,25] oraz biatko wykazujace og6lng aktywnos$¢
opiekuricza: Skp [1], Ponadto, stwierdzono aktywno$¢ opie-
kuincza u innych biatek biorgcych udziat w biogenezie pe-
riplazmatycznych biatek. Nalezy tu wymieni¢ omawiane
uprzednio PPl-azy SurA i FKkpA, a takze oksydoreduktazy
DsbhC i DsbG i proteaze HtrA, ktérej charakterystyke przed-
stawimy w dalszej czesci pracy [2].

Biatko Skp
Skp (biatko 17 kDa) jest to najlepiej scharakteryzowane

periplazmatyczne biatko opiekunicze. Jego obecno$¢ nie jest
niezbedna do przezycia komorki, jednakze w mutantach
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skp wystepuje obnizony poziom prawidtowo zwinietych
biatek OMP [26]. Bakterie pozbawione dodatkowo genu
htrA, kodujacego proteaze, wykazuja zywotnos¢ jedynie w
temperaturach ponizej 37°C i gromadzg w periplazmie nie-
natywne OMP [27], Szereg badan w uk#tadzie in vivo i in vitro
wskazuje na istotng role Skp we wczesnych etapach szlaku
zwijania biatek btony zewnetrznej (Ryc. 1). Najprawdopo-
dobniej biatko to oddziatuje zOMP zaraz po ich transporcie,
0 czym $wiadczy mozliwos$¢ usieciowania Skp z biatkami
OmpA, LamB i PhoE po periplazmatycznej stronie btony
wewnetrznej [27,28], Skp w uktadzie in vitro tworzy stabil-
ne kompleksy z OmpA, dzigki czemu utrzymuje to biatko
w formie rozpuszczalnej i przeciwdziata jego agregacji lub
przedwczesnemu, btednemu zwijaniu. W procesie zwijania
Skp moze wspotdziata¢ z innym czynnikiem wspomagaja-
cym fatdowanie— lipopolisacharydem (LPS). W obecnosci
LPS-u kompleks Skp-OmpA zostaje przeksztatcony w forme
gotowg do zwijania, z ktorej OmpA jest w stanie wnikng¢
do pecherzykéw fosfolipidowych [29], Wynik ten sugeruje
udziat Skp takze w péznych etapach biogenezy OMP, jed-
nakze brak jest danych in vivo potwierdzajgcych te hipoteze.
Bakterie pozbawione genu skp wykazujg jedynie nieznaczne
obnizenie poziomu prawidtowo zwinietych biatek OMP w
btonie zewnetrznej [26], w zwigzku z tym wykazanie udzia-
tu Skp w etapach biogenezy OMP, zwigzanych z ich oli-
gomeryzacjg i wnikaniem do btony zewnetrznej, wymaga
przeprowadzenia dalszych badan. Skp oddziatuje takze z
biatkami rozpuszczalnymi. Miedzy innymi wydajnie prze-
ciwdziata agregacji lizozymu i fragmentéw jednotancucho-
wych przeciwciat [30,31].

Budowa Skp odpowiada jego biochemicznym wtasno-
$ciom. Jest to biatko rozpuszczalne wystepujagce w formie
trimeru. Jego struktura przypomina ,meduze" z trzema
helikalnymi ,,ramionami" wystajacymi z czesci rdzeniowej
o strukturze p-barytki (Ryc. 2C). Ramiona tworzg komore,
ktora prawdopodobnie zawiera miejsce wigzania substratu.
Rozktad tadunku w czasteczce Skp nie jest rownomierny:
wg obliczen domena rdzeniowa posiada wypadkowy tadu-
nek ujemny, podczas gdy ramiona, a zwtaszcza ich konce i
rejony zewnetrzne, odznaczaja sie pozytywnym tadunkiem.
Whnetrze komory zawiera rejony o charakterze hydrofobo-
wym [31,32], Dipolowy charakter trimeru pozwala mu uzy-
ska¢ prawidtowa orientacje i przytaczy¢ sie do ujemnie na-
tadowanej powierzchni btony wewnetrznej, a takze utatwia
dostarczenie substratu do btony zewnetrznej. ,,Ramiona”
trimeru nie kontaktujg sie ze sobg i sa dos$¢ gietkie, dzieki
czemu substraty o ré6znych rozmiarach mogg sie zmiescic¢
wewnatrz komory [1],

Biatka opiekuncze specyficzne wzgledem biatek struk-
tur adhezyjnych typu ,,chaperone-usher" (superrodzina
PapD)

Organelle adhezyjne sg biatkowymi strukturami wyeks-
ponowanymi poza powierzchnie bakterii. Sq one homopoli-
merami, ztozonymi z jednego typu podjednostki biatkowej
(np. fimbrie Dr, antygen FI) lub heteropolimerami zbudo-
wanymi z kilku réznych typdw podjednostek biatkowych
(pile typu 1, pile P). Podjednostki nie sa zdolne do spon-
tanicznego zwijania sie i nie mogg same uzyskac struktury
zdolnej do tworzenia polimeru; do tego procesu wymagaja
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obecnosci specjalnego biatka opiekuriczego, nalezacego do
superrodziny PapD, selektywnego wzgledem podjednostek
struktur adhezyjnych. Bezposrednio po przeniesieniu do
periplazmy podjednostka tworzy rozpuszczalny kompleks
z biatkiem opiekuficzym (Ryc. 1). Dzieki temu nie dochodzi
do agregacji, proteolizy lub niespecyficznej asocjacji pod-
jednostek. W kompleksie z biatkiem opiekunczym podjed-
nostka uzyskuje strukture gotowg do tworzenia polimeru
[23,33]. Badania struktury krystalicznej komplekséw pod-
jednostka-biatko opiekuncze oraz podjednostka-podjed-
nostka wykazaty, ze podjednostki adhezyn typu ,chape-
rone-usher": pile, fimbrie i uktady amorficzne posiadajg
strukture immunoglobulinopodobng (ang. immunoglobulin-
likefold), w ktérej brakuje jednej nici @ W kompleksie biatko
opiekuncze-podjednostka ten brak jest uzupetniany przez
segment pochodzgcy od biatka opiekunczego, okreslany
jako ni¢ donorowa (Ryc. 1). W funkcjonalnym uktadzie ad-
hezyn funkcje nici donorowej petni wydtuzony odcinek N-
koncowy przylegtej podjednostki [34], Biatko opiekuncze
dostarcza podjednostke do miejsca tworzenia polimeru i w
kontakcie z zewngatrzbtonowym biatkiem kanatotwdrczym
(ang. usher) dochodzi do uwolnienia podjednostki. Zewng-
trzbtonowe biatko kanatotwdrcze umozliwia sktadanie po-
limeru i posredniczy w przeniesieniu podjednostek na po-
wierzchnie komorki [35], Podczas tworzenia polimeru wy-
dtuzony odcinek N-koncowy przybywajacej podjednostki
zastepuje ni¢ donorowag biatka opiekunczego, uzupetniajac
strukture immunoglobulinopodobng w ostatniej podjedno-
stce rosngcego polimeru. Opisany proces nosi nazwe me-
chanizmu wymiany nici donora, jest termodynamicznie
korzystny i najprawdopodobniej stanowi site napedzajgca
proces tworzenia polimeru [23],

Biatka opiekuncze funkcjonujgce w niskim pH

Bakterie enteropatogenne w trakcie przemieszczania
sie w uktadzie pokarmowym ssakéw muszg przetrwaé w
Srodowisku sokow zotgdkowych o warto$ciach pH w za-
kresie 1-3. W zwigzku z tym wyksztatcity one mechanizmy
umozliwiajgce im przezycie nawet kilku godzin w tych nie-
sprzyjajacych warunkach. Polegajg one na wprowadzeniu
zmian metabolicznych, prowadzacych do alkalizacji pe-
riplazmy i cytoplazmy oraz na indukcji biatek petnigcych
funkcje opiekuncze. W periplazmie zidentyfikowano dwa
biatka o charakterze opiekunczym, HdeA i HdeB, funkcjo-
nujace w zakresie pH odpowiadajacym zakwaszeniu soku
zotgdkowego. Oba biatka s§ wymagane do zapewnienia
ochrony komérki bakteryjnej w niskim pH, a bakterie po-
zbawione genu hdeA lub hdeB wykazujg znaczne obnizenie
przezywalnosci w pH ponizej 3. Funkcja HdeA i HdeB po-
lega najprawdopodobniej na zapobieganiu agregacji biatek
w periplazmie w tych warunkach stresowych, ale efektyw-
nos$¢ ich dziatania w tym procesie zalezy od konkretnych
wartosci pH srodowiska. W pH 2 HdeA jest gtéwnym biat-
kiem opiekunczym zaangazowanym w utrzymywanie pe-
riplazmatycznych biatek w formie rozpuszczalnej; w tych
warunkach HdeB jest znacznie mniej wydajne. W pH 3
HdeB funkcjonuje bardziej efektywnie niz HdeA. Jednakze
w przypadku niektorych substratow do skutecznej ochrony
jest wymagane wspoétdziatanie obu biatek Hde. Po alkaliza-
cji otoczenia HdeA i HdeB uwalniajg substraty, ktére moga
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by¢ nastepnie przejete przez biatka opiekuricze lub proteazy
funkcjonujace w fizjologicznym zakresie pH. W warunkach
fizjologicznych HdeA i HdeB nie wykazujg aktywnosci opie-
kunczej. Biatka Hde odznaczajg sie wysoce uporzagdkowang
strukturg, a ich hydrofobowos$¢ powierzchniowa jest nie-
wielka. Wskutek zakwaszenia $rodowiska do wartosci pH
ponizej 3 biatka zmieniajg strukture na nieuporzagdkowana,
a ich hydrofobowo$¢ powierzchniowa znacznie wzrasta.
Dopiero w tej formie uzyskujg zdolno$¢ do wigzania sub-
stratdbw. Ponadto, w $rodowisku o odczynie zblizonym do
neutralnego oba biatka wystepujg w formie dimeru. W wy-
niku obnizenia pH dochodzi do monomeryzacji. W pH 3
proces ten jestjuz zakonczony w przypadku HdeB, podczas
gdy monomeryzacja HdeA jest jeszcze niekompletna. Fakt
ten moze czeSciowo wyjasniac lepsze funkcjonowanie HdeB
niz HdeA w pH 3 [24,25],

SYSTEMY ODPOWIEDZI NA STRES
POZACYTOPLAZMATYCZNY

W sytuacji, gdy w periplazmie pojawi sie nadmierna ilo$¢
btednie zwinietych biatek, dochodzi do indukcji odpowie-
dzi na stres. U Escherichia coli zidentyfikowano trzy systemy
odpowiedzi stresowej, zaangazowane w ochrone i adapta-
cje struktur Sciany komoérkowej w warunkach stresogen-
nych: Cpx, oEoraz BaeSR [36] (Ryc. 3). W przeciwienstwie
do stresu cytoplazmatycznego, gdzie detekcja stresu i od-
powiedZ zachodzg w tym samym przedziale komorkowym,
stres pozacytoplazmatyczny wymaga przekazania sygnatu
w poprzek btony cytoplazmatycznej. W wyniku dziatania
kaskad przekazujgcych sygnat dochodzi do wzmozonej eks-
presji grupy gendw, ktérych produkty sa biatkami wspoma-
gajacymi fatdowanie lub proteazami, a takze gendw, kto-
rych produkty sg zaangazowane w metabolizm lipidow i
lipopolisacharydow. Kazdy z wymienionych systeméw jest
indukowany w odpowiedzi na inny zestaw sygnatéow. Ra-
zem umozliwiaja one prawidtowg biogeneze struktur scia-
ny komorkowej poprzez przeciwdziatanie zaktéceniom w
zwijaniu periplazmatycznych biatek [2].

SYSTEM CPX

Jest to typowy dwusktadnikowy system przekazywania
sygnatu, skiladajacy sie z sensora (CpxA) i regulatora od-
powiedzi (CpxR) (Ryc. 3). CpxA jest kinazg histydynowa
zlokalizowang w bionie wewnetrznej. Sktada sie z domeny
periplazmatycznej oraz sygnatowej domeny cytoplazma-
tycznej, oddzielonych od siebie dwiema transbtonowymi
helisami. Po odebraniu sygnatu stresowego CpxA ulega
autofosforylacji, a nastepnie przenosi reszte fosforanowg na
reszte asparaginianu w N-koncowej domenie CpxR. Ufos-
forylowany CpxR aktywuje transkrypcje gendéw, ktdérych
produktami sg biatka zaangazowane w fizjologie $ciany
komoérkowej. Nalezg do nich: (1) izomerazy peptydylopro-
linowe PpiA, PpiD, (2) oksydoreduktaza DsbA, (3) proteaza
HtrA, (4) biatko opiekuncze Skp. Szlak Cpx jest aktywowa-
ny przez podwyzszenie pH, wzrost cisnienia osmotycznego
srodowiska, jony miedzi, zmieniony sktad btony wewnetrz-
nej i nadprodukcje pewnych biatek sciany komdrkowej (np.
lipoproteiny btony zewnetrznej NIpE lub podjednostek pi-
lin PapE lub PapG) lub w wyniku zaburzen w biogenezie
pili (np. mutacja genu papD) [37]. Dziatanie tego systemu
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Rycina 3. Systemy odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny [1,7,36,44]. Czynniki stresowe oddziatujace na struktury $cia-

ny komérkowej indukuja trzy rézne systemy odpowiedzi: CpxAR, ceoraz BaeSR. W obrebie tych systeméw mozna wyréz-
ni¢ btonowe biatko sensorowe, przekazujgce sygnat z periplazmy (CpxA, RseA, BaeS), oraz odpowiednie cytoplazmatycz-
ne biatko regulacyjne (CpxR, oElub BaeR), odpowiedzialne za wzmozenie ekspresji okre$lonej grupy genéw. Kazdy z tych
systemow jest indukowany przez rézne typy warunkéw stresowych i reaguje na okre$lony zestaw sygnatéw z periplazmy.
W przypadku systemu BaeSR czynnik aktywujacy kinaze BaeS nie jest znany. Wzrost poziomu biatek lub wzrost wartosci
czynnikéw fizycznych zostat oznaczony uko$ng pogrubiong strzatkg. Szczeg6towe opisy mechanizméw dziatania zostaty
umieszczone w tekécie. Oznaczenia skr6tow: BZ —btona zewnetrzna, BW —btona wewnetrzna, RNApol —rdzen polimerazy
RNA, P —reszta fosforanowa.

moze zachodzi¢ indukcja
szlaku Cpx. W zwigzku z
tym proponowana funkcja
inhibitora CpxP polega na
zabezpieczeniu domeny sen-
sorowej CpxA przed przed-
wczesng aktywacja przy
niskim poziomie sygnatéw
stresowych [38].

SYSTEM oE

Jest to system odpowie-
dzi na stres pozacytopla-
zmatyczny zalezny od al-
ternatywnej podjednostki o
polimerazy RNA (0B, indu-
kowany przede wszystkim
przez szok termiczny, za-
ktécenia w zwijaniu biatek
btony zewnetrznej, a takze
przez etanol. W komdrkach
pozbawionych biatek zaan-
gazowanych w biogeneze
OMP (SurA, Skp, FkpA)
lub nadprodukujacych
OMP (zwitaszcza LamB
lub OmpF), obserwuje sie
wzrost ekspresji regulonu
oE[1]. W warunkach fizjolo-
gicznych aktywnos$¢é oEjest
negatywnie regulowana
przez czynnik anty-sigma,
biatko btony wewnetrznej
RseA oraz przez biatko pe-
riplazmatyczne RseB. W
momencie pojawienia sie
sygnatu (btednie zwiniete
OMP) RseA ulega degra-
dacji przez proteaze DegS
oraz proteaze RseP (Yael,
EcfE), co skutkuje uwol-
nieniem oE Umozliwia to
potaczenie sie z rdzeniem
polimerazy RNA ikierowa-
nie transkrypcja wiasnego
regulonu. Proteaza DegS
uwazana jest za sensor
~Wyczuwajacy" obecnosé
btednie zwinietych OMP.
Jest to transhbtonowe biat-
ko, zbudowane z N-kon-
cowej domeny bionowej,
centralnej domeny prote-

jest dodatkowo regulowane przez CpxP, mate periplazma- olitycznej i C-koncowej domeny PDZ eksponowanej do
tyczne biatko. W warunkach fizjologicznych CpxP hamuje periplazmy. W warunkach fizjologicznych aktywnos$¢
dziatanie systemu Cpx poprzez oddziatywanie z peripla- proteolityczna tego biatka jest hamowana przez domeny
zmatyczng sensorowg domeng CpxA. W warunkach streso- PDZ, najprawdopodobniej wskutek bezposredniego od-
wych dochodzi do uwolnienia CpxA, najprawdopodobniej dziatywania miedzy domeng proteolityczng a PDZ. Do-
wskutek hydrolizy CpxP przez proteaze HtrA. CpxP nie jest meny PDZ rozpoznajg takze i wigzg peptydy zawierajgce
czynnikiem niezbednym do przekazywania sygnatu, gdyz C-koncowe sekwencje aminokwasowe Y-X-F. Wskutek
zaréwno przy braku CpxP, jak i przy jego nadprodukcji, tego oddziatywania dochodzi do zmian strukturalnych w
322 www .postepybiochemii.pl



rejonie centrum katalitycznego, prowadzacych do akty-
wacji proteazy [39], Motyw Y-X-F jest charakterystyczny
dla kofAca C poryn blony zewnetrznej i w prawidtowo
zwinietych OMP jest niedostepny, gdyz stanowi czes¢
struktury (3-barytki, zanurzonej w dwuwarstwie lipido-
wej. Pojawienie sie wyeksponowanych sekwencji Y-X-F
Swiadczy wiec o zaburzeniach w biogenezie biatek OMP,
co stanowi sygnat do indukcji systemu oE Aktywna pro-
teaza DegS przecina RseA, ktore jest nastepnie trawione
przez RseP, co prowadzi do uwolnienia z btony komplek-
su oEcytoplazmatyczna domena RseA. Do uwolnienia oE
dochodzi po catkowitym strawieniu cytoplazmatycznego
fragmentu RseA przez cytoplazmatyczng proteaze, np.
ClpXP [1,40]. Dodatkowym elementem regulujgcym in-
dukcje systemu oEjest biatko RseB. Oddziatuje ono z pe-
riplazmatyczng domeng RseA i w ten sposdb hamuje de-
gradacje RseA zarowno przez DegS, jak i przez RseP [41],
Doktadna rola, jakg odgrywa RseB w aktywacji systemu
oE nie zostata jeszcze poznana. Zmutowane bakterie E
coli rseB wykazujg jedynie nieznaczny wzrost ekspresji
genow, Ktore sa zalezne od oE Ponadto, mechanizm pro-
wadzacy do uwolnienia RseA od oddziatywania z RseB
nie zostat wyjasniony. Przeprowadzone badania suge-
ruja, ze ani wzrost temperatury do 50°C, ani obecnos$¢
btednie zwinietych biatek w periplazmie nie zapobiega
wigzaniu RseB do RseA. By¢ moze pojawienie sie innych
czasteczek, np. periplazmatycznych lipidéw, lipoprotein
lub zmodyfikowanego lipolisacharydu jest sygnatem re-
gulujacym aktywno$¢ RseB [41], Regulon oEobejmuje co
najmniej 40 genéw, ktérych produkty sa, miedzy innymi,
biatkami zaangazowanymi w zwijanie biatek $ciany ko-
morkowej (FkpA, DsbC, Skp, SurA) i biogeneze lipolisa-
charydu (HtrM, LpxD, LpxA), proteazami (HtrA, RseP),
biatkami sensorowymi (MdoG, CutC) i regulatorowy-
mi (RseA, RseB) oraz regulatorami transkrypcji (032 0B
[42,43]. Trzeba jednakze zaznaczy¢, ze fizjologiczna rola
wielu gendw regulonu oEnie zostata jeszcze poznana.

SYSTEM BaeSR

Jest to najpdézniej odkryty i najmniej poznany system
odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny. W jego
sktad wchodzg dwa btonowe biatka: kinaza histydynowa
BaeS i regulator odpowiedzi BaeR. System ten zapewnia
bakteriom zwiekszong odporno$¢ na pewne typy tok-
sycznych zwiazkéw, takich jak: nowobiocyna, antybio-
tyki laktamowe, a takze indol, poprzez indukcje syntezy
przynajmniej dwoch typéw pomp usuwajgcych z komaor-
ki trucizny [36]. System BaeSR bezposrednio reguluje
ekspresje trzech regulonéw: arcD, mdtABCD-baeSR oraz
spy. ArcD i MdtABC nalezg do rodziny biatek transpor-
tujagcych (ang. multidrug transporters), odgrwajacej gtow-
ng role w zapewnianiu bakteriom gramujemnym odpor-
nosci na szeroki zakres szkodliwych substancji. Funkcja
biatka Spy, indukowanego podczas sferoplastyzacji, jest
nieznana. Ponadto, nadprodukcja biatka BaeR powoduje
aktywacje okoto 50 innych gendéw, jednakze ich produkty
nie sg bezposrednio zaangazowane w periplazmatyczny
system kontroli jakosci biatek [44],

Kazdy z omawianych systemow odpowiedzi stresowej
petni w periplazmie odrebng funkcje i zasadniczo jest in-
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dukowany przez inny rodzaj sygnatu stresowego. Funk-
cjonowanie tych szlakdw naktada sie jedynie w niewiel-
kim stopniu i prawdopodobnie stuzy lepszej ochronie
bakterii przed skutkami pojawiajgcego sie stresu.

PROTEOLIZA JAKO ELEMENT
SYSTEMU KONTROLI JAKOSCI

Biatka, ktore ulegajg przeniesieniu do przestrzeni peri-
plazmatycznej, muszg szybko uzyskaé prawidtowg struktu-
re lub zwigzac sie z biatkami opiekuriczymi. W przeciwnym
razie moga zwigzac sie z niewtasciwymi partnerami (co cze-
sto jest toksyczne dla komarki) lub ulec agregacji. Procesom
tym przeciwdziatajg enzymy proteolityczne (Ryc. 1). Podob-
nie jak periplazmatyczne biatka opiekuncze, proteazy funk-
cjonujg w oparciu o mechanizmy niezalezne od hydrolizy
ATP i sg rézne od cytoplazmatycznych proteaz, takich jak
Lon lub Cip, ktére wymagaja energii zmagazynowanej w
ATP do swojego dziatania. W periplazmie zidentyfikowano
ponad 10 proteaz, w$rod ktérych wiodaca role w usuwaniu
btednie zwinietych biatek odgrywa HtrA. Doktadna charak-
terystyka biatka HtrA zostata przedstawiona w pracy prze-
gladowej [45], w zwigzku z tym w obecnej pracy skupimy
sie jedynie na udziale HtrA w periplazmatycznym systemie
kontroli jakoSci.

PROTEAZA HtrA

HtrA (DegP, Do) jest proteazg serynowg zlokalizowana
po periplazmatycznej stronie btony wewnetrznej [46]. Jest
to biatko indukowane w warunkach stresowych, obejmu-
jacych szok termiczny [47], stres utleniajgcy [48], stres re-
dukujacy [49] oraz inne czynniki powodujgce powstawa-
nie btednie zwinietych biatek w ostonach komérkowych.
Gtowng funkcjg HtrA jest usuwanie nieodwracalnie uszko-
dzonych biatek. W mutantach htrA dochodzi do stabilizacji
biatek fuzyjnych lub zrekombinowanych, eksportowanych
do periplazmy [50]. Ponadto, nadprodukcja pewnych zmu-
towanych biatek (np. OmpF niezdolnego do insercji do bto-
ny zewnetrznej) jest letalna w komoérkach pozbawionych
HtrA [51]. Komérki bakteryjne E. coli htrA poddane szokowi
termicznemu zawierajg znacznie wyzszy poziom zagrego-
wanych termicznie biatek w poréwnaniu ze szczepem nie-
zmutowanym. Ponadto, brak HtrA znacznie wydtuza czas
usuwania agregatow biatkowych po powrocie bakterii do
warunkéw fizjologicznych. W szczepie niezmutowanym
zagregowane biatka sg usuwane w ciggu 10 minut, podczas
gdy w E. coli htrA agregaty pozostajg nawet po 30-minuto-
wym okresie inkubacji [52],

HtrA jest endoproteazg, hydrolizujgca przede wszystkim
wigzania peptydowe nastepujace po resztach hydrofobowych
aminokwasow Val lub lle [53]. Reszty te najczesciej sg zloka-
lizowane w hydrofobowym rdzeniu zwinietego biatka. W
zwigzku z tym polipeptyd moze stac sie substratem dla HtrA
dopiero po czesSciowym rozwinieciu. Proteaza HtrA zbudo-
wana jest z N-koricowej domeny proteolitycznej i dwéch C-
koAcowych domen PDZ. HtrA rozpoznaje swoje substraty
najprawdopodobniej za pomocg domeny PDZ1 [54],

Ostatnio opublikowane wyniki badan wskazujg, ze
HtrA oprdécz aktywnos$ci proteolitycznej posiada takze
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aktywno$¢ opiekuinczg. Wykazano, ze w niskich tem-
peraturach (28°C i ponizej) HtrA moze uczestniczy¢ w
zwijaniu periplazmatycznej a-amylazy MalS. W wyzszej
temperaturze (37°C i powyzej) przewaza aktywnos$¢ pro-
teolityczna HtrA, a zwijanie MalS jest zalezne od oksy-
doreduktazy DshA [55]. Zaproponowano temperaturoza-
lezny mechanizm przetgczania aktywnos$ci opiekuriczej i
proteolitycznej. W niskich temperaturach aktywnos$¢ pro-
teolityczna HtrA jest bardzo niska, natomiast obecna jest
aktywnos$¢ opiekuncza i biatko to moze uczestniczy¢ w
zwijaniu polipeptydow. W temperaturach powyzej 37°C
dominuje aktywno$¢ proteolityczna i HtrA degraduje
biatka o nieprawidtowej strukturze [56], Brak aktywnoSci
proteolitycznej w niskich temperaturach mozna wyttu-
maczy¢ w oparciu o analize struktury krystalicznej HtrA.
Okazuje sie, ze dostep do centrum katalitycznego jest w
tych warunkach ograniczony przez trzy oddziatujgce ze
sobg petle, ponadto dziura oksyanionu jest niekomplet-
na. Uaktywnienie proteazy wymaga wiec zmian struktu-
ralnych, wywotywanych najprawdopodobniej wzrostem
temperatury [57], Aktywno$¢ opiekuncza HtrA jest nie-
zalezna od jego aktywnoS$ci proteolitycznej. Pozbawienie
HtrA aktywnosci proteolitycznej wskutek mutacji w cen-
trum katalitycznym (HtrAS210A) nie ma wptywu na jego
zdolno$¢ do zwijania MalS in vivo i in vitro [55], Wiazanie
substratu w przypadku aktywnos$ci opiekunczej odbywa
sie w innym rejonie biatka niz w przypadku aktywnosci
proteolitycznej inie wymaga obecnosci domen PDZ. Biat-
ko HtrA pozbawione obu domen PDZ nadal wykazuje
aktywnos$¢ opiekunczg [54],

Zdolnos$¢ HtrA do aktywnego zwijania biatek zostata wy-
kazana in vivo jak dotad jedynie wobec MalS (jedyny fizjolo-
giczny substrat dla HtrA jako biatka opiekuriczego). Wiecej jest
doniesien opisujgcych inng funkcje opiekuncza HtrA —zapo-
bieganie agregaqi biatek o nieprawidtowej strukturze. Wysoki
poziom proteolitycznie nieaktywnego HtrAS210A zapewnia
przezywalno$¢ bakteriom nadprodukujgcym zmutowane bial-
ka Omp (OmpC, OmpF). HtrA nie zwieksza jednak efektyw-
nosci zwijania biatek OMP, lecz zapobiega toksycznosci tych
biatek poprzez ich wigzanie (51,58]. Uzyskane ostatnio wyniki
wskazuja, ze HtrA moze wykazywaé¢ aktywno$¢ opiekurncza
takze w warunkach szoku termicznego. Wysoki poziom HtrA-
S210A znosi fenotyp temperaturowrazliwos$ci mutanta htrA i
rébwnoczesnie skutecznie zapobiega tworzeniu agregatéow
biatek zdenaturowanych termicznie [59], W zwigzku z tym
wydaje sie, ze rola HtrA w ochronie bakterii przed skutkami
szoku termicznego moze polegac nie tylko na degradowaniu
zdenaturowanych biatek, lecz takze na eliminowaniu poli-
peptydéw, wykazujacych tendencje do agregacji, poprzez ich
wigzanie. Dzieki temu nie dochodzi do nasilenia sie procesu
agregacji do poziomu szkodliwego dla komorki.

INNE PROTEAZY

Pozostate proteazy periplazmatyczne i blonowe sg
znacznie mniej poznane i ich fizjologiczne funkcje nie
zostaty w peini okreslone. Potencjalnie zaangazowane w
kontrole jakosci mogg by¢ biatka Prc, Ptr i OmpT, gdyz
proteoliza zrekombinowanych biatek jest znacznie obni-
zona w szczepie htrA prc ptr ompT w stosunku do szczepu
niosgcego mutacje jedynie w genie htrA [60].
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Proteaza Tsp

Tsp (ang. tait specific protease) (Prc) jest to endoproteaza se-
lektywna wzgledem biatek eksponujacych niepolarne odcin-
ki C-koncowe, a zwtaszcza sekwencje: A (lub L)-A (lubY)-A.
Tego typu sekwencje nie wystepuja naturalnie w biatkach,
moga natomiast by¢ do nich dotagczone w wyniku dziatania
systemu znakujacego te polipeptydy, ktére sa produktami
translacji uszkodzonych mRNA. W tym systemie do konAca
C nieprawidtowego biatka sg dotgczane peptydy zawiera-
jace sekwencje AANDENYALAA [61], Dojrzate biatko Tsp
jest polipeptydem sktadajagcym sie z 660 reszt aminokwa-
sowych (75 kDa). W formie natywnej jest ono monomerem
[62], Centrum katalityczne zawiera Ser43) odpowiedzialng
za nukleofilowy atak na wigzanie peptydowe, oraz Lys& i
Asp#l Najprawdopodobniej Tsp przeprowadza hydrolize
wigzania peptydowego w oparciu 0 mechanizm analogiczny
do opisanego dla LexA i peptydaz sygnatowych typu | [63].
Reszty aminokwasowe 217-301 tworzg domene PDZ, ktdra
jest odpowiedzialna za wigzanie sie z C-koncowymi reszta-
mi aminokwasowymi substratu. Poniewaz domena PDZ nie
kontaktuje sie bezposrednio z centrum katalitycznym, zapro-
ponowano dwuetapowy mechanizm proteolizy: (1) substrat
jest najpierw wigzany przez domene PDZ, (2) trawienie na-
stepuje dopiero wtedy, gdy wigzanie peptydowe substratu
jest odpowiednio dostepne dla centrum aktywnego [64],

Tsp jest proteaza istotng dla prawidtowego funkcjono-
wania komorki bakteryjnej, zwtaszcza w warunkach streso-
wych. Bakterie zmutowane w genie prc nie tworzg kolonii
na pozywce bogatej w sol (stres osmotyczny) w 42°C i w
tych warunkach filamentuja. Wykazuja ponadto ostabiong
odpowiedz na stres termiczny i wyciekanie biatek z peri-
plazmy. Tsp jest takze wymagane do dojrzewania biatka
wigzgcego penicyline (PB3), polegajacego na usuwaniu 11-
aminokwasowego odcinka z konica C biatka [64],

Proteaza Ptr

Ptr (Pi, proteaza Ill) jest metaloproteazg, wykazujaca
aktywno$¢ wzgledem niewielkich polipeptydow (np. insu-
liny, glukagonu, fragmentoéw (3-galaktozydazy). Wyniki ba-
dan wskazuja, ze Prc rozpoznaje takze wieksze biatka o nie-
naturalnej strukturze, gdyz jest zdolne do degradacji biatka
fuzyjnego (biatkoA-p-laktamaza) w uktadzie in vivo. Usu-
niecie genu ptr nie powoduje wyraznych zaburzen wzrostu
bakterii; funkcja petniona przez te proteaze moze byé wiec
tatwo przejmowana przez inne biatko [5].

Proteaza OmpT

Jest to proteaza btony zewnetrznej, specyficzna wzgle-
dem wigzan peptydowych tgczacych dwie reszty amino-
kwaséw zasadowych (np. R-R, R-K). Doktadna funkcja bio-
logiczna OmpT nie zostata poznana, sg jednak doniesienia
wskazujgce, ze dostep do centrum katalitycznego OmpT
znajduje sie od strony pozakomdérkowej btony zewnetrznej
[65]. W zwiazku z tym udziat OmpT w periplazmatycz-
nym systemie kontroli jakosci jest dyskusyjny. Uwaza sie
raczej, ze OmpT jest elementem mechanizmu adaptacyjne-
go bakterii podczas patogenezy oraz petni funkcje obronne
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poprzez degradacje przeciwbakteryjnych peptydéw (np.
protaminy) [66].

UWAGI KONCOWE

Prawidtowo funkcjonujgcy pozacytoplazmatyczny system

kontroli jakosci zapewnia bakteriom przezywalno$¢ w stale
zmieniajacych sie warunkach zewnetrznych, zapewnia zdoby-
wanie réznorodnych $rodowisk, umozliwia wirulencje i wy-
tworzenie biofilmu. Mimo tak istotnej roli system ten jest ciagle
stosunkowo mato poznany. Nadal nie sa znane zrédta energii
napedzajace reakqe zwijania biatek sciany komadrkowej lub re-
akcje rozwijania biatek z agregatéw. Doktadne poznanie funk-
gonowania elementéw tego systemu moze dopoméc w zro-
zumieniu mechanizmoéw patogenezy i utatwi¢ opracowanie
skuteczniejszych sposobéw walki ze szkodliwymi bakteriami.
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The extracytoplasmic protein quality control in bacterium
Escherichia coli; the role of proteases and the folding factors
Joanna Skorko-Glonek , Anna Sobiecka-Szkatuta
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ABSTRACT

The proper functioning of extracytoplasmic proteins requires their correct folding after translocation and reaching a proper destination within
the cellular envelope. This process is supervised by the folding factors and proteases, which comprise the protein quality control system. The
coordinated action of its components maintains the proper functioning of the cell under physiological conditions and enables the survival of
bacteria under stress conditions. In the present work we provide the concise characteristics of the protein quality control system within the
cellular envelope with the particular emphasize on the role of proteolysis in maintaining the cellular homeostasis.
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