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Novagen
GeneJuice®

Ekonomicz'ny

» Nizszy koszt pojedynczej
transfekcji w poréwnaniu
do innych odczynnikow

Latwy

e Bardzo prosty protokét do
badan - nie ma potrzeby
wymiany podfoza
Wspotdziata 2 podtozami do
hodowli zawierajgcymi
surowice oraz
pozbawionymi surowicy

Wydajny

* Najlepsza wydajnos¢
transfekeji DNA

» Rzetelne i powtarzalne
wyniki badan

Uniwersalny

» Doskonata wydajhos$¢
zarowno stabilngj jak i
przejsciowej transfekeji
Idealny do wysokowydaijnej
transfekcji (HT) na pt
wielodotkowych

tagodny :

*% Minimalna toksycznos¢ dla
komorek

Merck Sp. z 0.0.

Aleje Jerozolimskie 178
02-486 Warszawa

tel.: 022 53 569 770

fax: 022 53 59 945/703
dzial.handlowy@merck.pF
www.merck.pl

GeneJuice Transfection Reagent

Wysoka wydajnos¢ transfekcji DNA do komoérek ssaczych

Odczynnik do transfekcji GeneJuice® jest fatwy w uzyciu, zapewnia
maksymalng wydajnosc transfekcji oraz minimalna toksyczno$¢.
Wigkszos¢ dostgpnych na rynku odczynnikéw do transfekeji zawiera
lipidy kationowe, ktére moga byc¢ toksyczne dla komorek. Natomiast,
odczynnik GeneJuice” sktada sie z nietoksycznego biatka
komoérkowego oraz niewielkiej ilosci poliaminy.
GenelJuice® jest dostarczany w formie gotowego do uzycia roztworu.
Opakowanie 1-ml wystarcza na przeprowadzenie 500 reakcji
transfekcji w standardowych 35-mm ptytkach.
Odczynnik do transfekcji GeneJuice® moze byé uzywany z
wektorami reporterowymi (pMLuc™), wektorami zawierajacymi
oporno$¢ na antybiotyki (pTK-neo) oraz wektorami ekspresyjnymi

(pTriEX™ oraz pTandem™-1).

innych

**Do ceny nalezy doliczy¢ 22% VAT.
Ceny wazne do 21 XII'2007 r
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na ktérych

Poréwnanie toksycznosci po 48 h od transfekcji (komorki COS-7)

Lipid kationowy
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11 edycja konkursu na najlepszg prace doktorska
z biochemii w 2007 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtasza trzecig edycje konkursu na najlepszg
prace doktorska z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest
przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez wtasciwg rade naukowsa lub rade wydziatu w 2007 roku.
Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 000 zt, ufundowang przez firme Merck,
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2008 roku. Nagrode
przyznaje Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmga Merck.
Zgtoszenia kandydatéw do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-
wanego lub tytutem profesora.
Zgtoszenia w formie listu przewodniego wraz z pracg doktorskg w formacie pdf nalezy przestaé
w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja 2008 roku tylko drogg elektroniczng na adres:
s.pikula@nencki.gov.pl
Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2008 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie na
dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Olsztynie we wrzes$niu 2008 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii". Informa-
cje dotyczace konkursu mozna uzyskaé kierujgc pytania pod nastepujacy adres poczty elektronicznej:
s.pikula@nencki.gov.pl.

profesor Stawomir Pikuta

Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Instytut Biologii Do$wiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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O: TAK DWA SKANERY LASEROWE s

Odpowiedz jest prosta: nowy mikroskop konfokalny Olympus FluoView FV1000 -
pracuje z dwoma skanerami, a nie jak inne podobne systemy, tylko z jednym.

Wprowadzenie dodatkowego skanera stwarza zupeinie nowe mozliwosci w analizie

zywych komorek, rozwiazuje problem utraty danych podczas rejestracji procesow.

W systemach konfokalnych poprzedniej generacji do pobudzania komaérek i do

obserwaciji uzywany byt jeden tylko ukfad skanujacy. Powodowato to, Zze niemozliwe

bylo rejestrowanie szybkiej odpowiedzi komoérek podczas i bezposrednio po

stymulacji. Dwa zsynchronizowane ukfady skanujgce zastosowane w mikroskopie

FV1000 umozliwiajg jednoczesne prowadzenie obserwacji proceséw oraz

dokonywanie stymulacji. Utatwia to wszechstronng, precyzyjng dokumentacje

i analize zjawisk na poziomie komoérkowym, bez utraty istotnych informaciji.

FluoView FV1000 wprowadza nowag jako$¢ w badaniach proceséow
przezyciowych: rejestracje i zrozumienie zjawisk w stopniu
poprzednio nieosiggalnym. Wystarczy tylko chwila pracy

Z naszym nowym systemem, aby to potwierdzic.

Z nami rozwiazanie Paristwa probleméw badawczych
bedzie dwa razy prostsze.

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

Tel. 022 366-00-77 Faks 022 831-04-53
mikroskopy@olympus.pl
www.olympus-europa.com
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SYMBIOS sp. z o.0.

t./f. +58 692 8083

www.symbios.com.pl; symbios@symbios.com.pl O

SYMBIOS

Sprawdz jak dziata aparat Maxwell™

83-010 Straszyn, ul. Modrzewiowa 37

Piomega

16 I

Krok 1- wypozycz kompletny system do automatycznego oczyszczania kwasow

nukleinowych i biatek;

Krok 2 - dokonaj zakupu aparatu - mozliwos¢ zakupu ratalnego!!!
Krok 3- skorzystaj z RABATU na wybrane zestawy do oczyszczania.

Maxwell 16 Systems firmy PROMEGA

Nr kat.: AS1000

ZASTOSOWANIE

Aparat opracowano specjalnie do szybkiej
I wydajnej izolacji ultraczystego genomowego
DNA oraz RNA i biatek fuzyjnych.

Maxwell 16 to aparat do oczyszczania
kwasoéw nukleinowych i biatek z probek
min z

- ludzkiej krwi

- wymazowek oraz bibuty

- tkanek zwierzecych

- tkanek roslinnych

- bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych

URZADZENIA

czas izolacji od 15 minut
oczyszczanie réznego rodzaju prébek
niewielkie rozmiary

nie wymaga komputera do pracy
wysoki stopien czystosci
bezpieczenstwo i wygoda

gotowe zestawy firmy Promega

SPECYFIKACJA TECHNICZNA

wymiary (W xS x G) - 31,4 x 37,4 x 29,5 mm;
waga - 18 Kkg;

czas oczyszczania -15 + 40 min;

liczba probek - do 16;

wielkos¢ probki - 10 * 400 pi;

wyswietlacz - LCD;

zasilanie - 100 + 240V AC. 50 +60 Hz

*STEI
Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit
Maxwell 16 Cell DNA Punfication Kit
Maxwelf* 16 Tissue DNA Purification Kit
Maxwell 16 Total RNA Purification Kit
DNA IQ™ Reference Sample Kit for
Maxwell1? 16
Maxwell® 16 Polyhistidine Protem
Purification Kit
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SPRAWOZDANIE Z XLII

ZJAZDU

POLSKIEGO

TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGDO
SZCZECIN,

Fotografia 1. Panorama Szczecina.

W dniach 18-21 wrze$nia 2007 roku
Szczecin (Fot. 1) goscit uczestnikow
XLII Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Obrady odbywaty
sie w Centrum Kongresowym Uni-
wersytetu Szczecinskiego. Gtownym
sponsorem Zjazdu byta firma Sig-
ma-Aldrich. Uroczysto$¢ inauguracji
poprzedzona zostata posiedzeniem
Zarzadu Gléwnego Towarzystwa w
sktadzie rozszerzonym o przewod-
niczacych oddziatéw terenowych.
Podczas spotkania, ktdremu prze-
wodniczyt Prezes PTBioch. prof. Lech
Wojtczak, powotano m.in. cztonkéw
komisji, ktdre podczas Zjazdu miaty
dokona¢ oceny prac zgtoszonych do
konkurséw o nagrody przyznawane
przez Towarzystwo. Zapoznano sie
takze z przebiegiem przygotowan do
kolejnego zjazdu PTBioch. w Olszty-
nie.

W organizacji Zjazdu uczestniczyty
dwie szczecinskie szkoty wyzsze: Po-
morska Akademia Medyczna i Uni-
wersytet Szczecinski. W sktadzie Ko-
mitetu Organizacyjnego znalezli sie
przedstawiciele obu uczelni (Fot. 2).
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Przewodniczenie pracom Komitetu
Organizacyjnego powierzono prof.
Dariuszowi Chlubkowi (PAM), na-
tomiast funkcje sekretarza petnita dr
Barbara Dotegowska (PAM) (Fot. 3).

Fotografia 2. Organizatorzy Zjazdu.

WRZESNIA

2007 R.

Wrod cztonkdw Komitetu znalezli sie
ponadto: dr hab. Joanna Bober (PAM),
prof. Maria Jastrzebska (PAM), prof.
Zygmunt Machoy (PAM), dr Krzysz-
tof Safronow (PAM), prof. Jolanta Ta-
rasiuk (US) i dr Teresa Wesotowska
(PAM).

Patronat nad Zjazdem objeli: Pre-
zydent Szczecina Pan Piotr Krzysiek
i Prezes Fundacji na Rzecz Nauki Pol-
skiej prof. Maciej Zylicz. Do Komitetu
Honorowego Zjazdu organizatorzy
zaprosili wszystkich Cztonkéw Ho-
norowych Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego: prof. Jerzego Chmie-
lewskiego, prof. Mieczystawa Chorg-
zego, prof. Janine Kwiatkowska-Kor-
czak, prof. Zygmunta Machoya, prof.
Bronistawe Morawiecka, prof. Wio-
dzimierza Ostrowskiego, prof. Kon-
stancje Raczynska-Bojanowsksg, prof.
Davida Shugara, prof. Lecha Wojtcza-
ka i prof. Mariusza M. Zydowo. Poza
nimi, zaproszenie do uczestnictwa w
Komitecie Honorowym przyjeli rekto-
rzy: Pomorskiej Akademii Medycznej
prof. Przemystaw Nowacki, Uniwer-

305



Fotografia 3. Dr Barbara Dotegowska i prof. Da-
riusz Chlubek.

sytetu Szczecinskiego prof. Waldemar
Tarczynski i Akademii Rolniczej w
Szczecinie prof. Jan B. Dawidowski.

Komitet Naukowy Zjazdu zgroma-
dzit organizatoréw poszczeg6lnych
sesji zjazdowych. Znalezli si¢ wsérod
nich: prof. Jolanta Baranska (Warsza-
wa), prof. Jan Barciszewski (Poznan),
prof. Grzegorz Bartosz (L6dz, Rze-
szow), prof. Ewa Birkner (Katowice),
dr hab. Joanna Bober (Szczecin), prof.
Dariusz Chlubek (Szczecin), prof. An-
drzej Ciechanowicz (Szczecin), prof.
Barbara Gawronska-Szklarz (Szcze-
cin), dr hab. Bohdan Gorski (Szcze-
cin), prof. Maria Jastrzebska (Szcze-
cin), prof. Jan Kepczynski (Szczecin),
prof. Liliana Konarska (Warszawa),
prof. Piotr Laidler (Krakéw), prof.
Bogustaw Machalinski (Szczecin),
prof. Zygmunt Machoy (Szczecin),
dr hab. Anna Machoy-Mokrzynska
(Szczecin), dr hab. Przemystaw Mro-
zikiewicz (Poznan), prof. Marek Na-
ruszewicz (Szczecin), dr hab. Grazyna
Nowicka (Warszawa), prof. Ryszard
Olinski (Bydgoszcz), prof. Chrystian
Schmidt (Greifswald), dr Ewa Sta-
chowska (Szczecin), prof. Marta Stry-
jecka-Zimmer (Lublin), prof. Adam
Szewczyk (Warszawa), dr hab. Le-
szek Szmigiero (k6dz), prof. Jan
Szopa-Skdrkowski (Wroctaw), prof.
Julian Swierczynski (Gdansk), prof.
Jolanta Tarasiuk (Szczecin), prof. Ce-
zary Watata (£6dZ) idr Teresa Weso-
towska (Szczecin).

Uroczysto$¢ inauguracji  Zjaz-
du odbyta sie 18 wrzes$nia 2007 r.
0 godz. 17:00, w auli Wydziatu Hu-
manistycznego Uniwersytetu Szcze-
cinskiego. Stowo powitalne skierowat
do obecnych przewodniczacy Komi-
tetu Organizacyjnego prof. Dariusz
Chlubek. Kolejno gtos zabrali: przed-
stawiciel Prezydenta Szczecina, JM
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Rektor Uniwersytetu Szczecifnskiego
prof. Waldemar Tarczynski, Pani
Prorektor ds. Nauki Pomorskiej Aka-
demii Medycznej prof. Barbara Gaw-
ronska-Szklarz i Prezes Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego prof.
Lech Wojtczak, ktéry uhonorowat
laureatow nagréd: im. Jakuba Karola
Parnasa za najlepszg prace dos$wiad-
czalng wykonang w Polsce i opubli-
kowang w 2006 roku oraz im. Bole-
stawa Skarzynskiego za najlepszy ar-
tykut opublikowany w kwartalniku
Postepy Biochemii w 2006 roku. W
pierwszym konkursie nagrody otrzy-
mali: Grzegorz Kudta, Leszek Lipin-
ski, Fanny Caffin, Aleksandra Helak
i Maciej Zylicz za pra-

Aldrich wreczyt prof. Lech Wojtczak
w towarzystwie dr Aleksandra Jan-
kowskiego, dyrektora Firmy.

Nagrode im. Antoniego Dmo-
chowskiego za wybitne osiggniecia
dydaktyczne w dziedzinie biochemii
otrzymat prof. Jerzy Buchowicz za
ksiazke ,,Biotechnologia molekular-
na" wydang przez PWN w 2006 roku.
Nagrody im. Bronistawa Filipowicza
za specjalne zastugi w dziedzinie po-
pularyzacji biochemii w 2007 roku nie
przyznano.

Biochemicy zebrani na inauguracji
zostali takze zaproszeni do Olsztyna,
gdzie w 2008 roku odbedzie sie ko-

ce pt.: ,,High guanine
and cytosine content
increases mMRNA levels
in mammalian cells",
opublikowang w PLoS
Biol., 2006; 4(6): el80.
W konkursie im. Bole-
stawa Skarzynskiego
nagrodzono publika-
cje ,Mitochondrialne
kanaty jonowe" autor-
stwa: Jolanty Skalskiej,
Grazyny Debskiej-

[ sSHIMADZU

Solutions for Science

lejny, XLIIl Zjazd Towa-
rzystwa, organizowany
tym razem wspoélnie z
Towarzystwem Biologii
Komérki. Wyktad inau-
guracyjny pt.: ,Wtasnos¢
intelektualna w naukach
przyrodniczych" wy-
gtoszony przez prof. To-
masza Twardowskiego
zakonczyt oficjalng czes¢
inauguracji.  Nastepnie
goscie Zjazdu wystuchali
koncertu zespotu ,Stare

sinwe 1875

Vielhaber, Marty Glab, Fotografia 4. Mgr lIzabela Sacewicz i Dzwony", wykonujacego

Bogusza
Dominiki  Malinskiej,

Izabeli Koszeli-Piotrowskiej, Piotra
Bednarczyka, Krzysztofa Dotowego i
Adama Szewczyka, opublikowang w
kwartalniku Towarzystwa Postepy
Biochemii vol. 52, nr 2, 2006. Nagro-

Kulawiaka, prof. Lech Wojtczak.

muzyke szantowg i spo-
tkali sie przy "lampce"
wina.

Obrady Zjazdu obejmowaty szero-
ki zakres zagadnien biochemicznych
ujetych w 14 nastepuja-

de za najlepszg prace
w dziedzinie chemii
i biochemii kwaséw
nukleinowych otrzy-
mali: Bartosz Brzezi-
cha, Marcin Schmidt,
Izabela Makatowska,
Artur Jarmotowski,
Joanna Pienkowska i
Zofia Szweykowska-
Kulinska, za prace
pt. ,ldentification of
human tRNA:m5C
methyltransferase ca-
talysing intron-depen-
dent m5C formation
in the first position of | ¢cn'wojrczak.
the anticodon of the

pre-tRNA Leu(CAA)",
opublikowang w Nucleic Acid Rese-
arch 2006; 34(20): 6034-6043. Nagro-
de, ufundowang przez Firme Sigma-

Fotografia 5. Pani Marta Rybicka i prof. OKsydacyjny i

cych sesjach: Biochemia
hemostazy, Biochemia
kliniczna, Biochemia ko-

morek  macierzystych,
Biochemia lipidow,
Biochemia nowotwo-

row, Biochemia roSlin,
Biochemia zywnosci i
zywienia, Bioenergety-
ka, Kwasy nukleinowe,
Metabolizm biopier-
wiastkéw, Molekularne
mechanizmy dziatania
lekéw, Przeptyw infor-
macji w komorce, Stres
Varia.

Wiekszo$¢ sesji podzie-

lona zostata na dwie cze-
§ci: wystgpienia ustne i prezentacje
plakatowe. W sumie wygtoszono 123
referaty i doniesienia oraz zaprezen-
towano 227 posterow. Kilku sesjom
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towarzyszyty wykitady firm sponso-
rujgcych Zjazd.

Podczas Zjazdu wytoniono tra-

otrzymat Andrzej M. Woyda-Ptosz-
czyca z pracowni prof. Wiestawy
Jarmuszkiewicz (UAM) za prezen-
tacje pt. , Regulation of

dycyjnie laureatéw
konkursébw o nagro-
de im. Witodzimie-

rza Mozotowskiego
i nagrode im. Janiny
Opienskiej-Blauth.
Nagrode im. Wtodzi-
mierza Mozotowskie-

go otrzymali: lIzabe-
la Sacewicz (Fot. 4),
Magdalena  Wiktor-

ska, Tomasz Wysoki,
Czestaw S. Cierniew-
ski i Jolanta Niewia-
rowska za prace pt.:

Influence of DNA- Fotografia 6. Dr Valery A. Hurynowich i tkaniu
” prof. Andrey G. Moiseenok z Grodna.

zymes to pi integrin
subunit on tumoral
neovascularisation”. Nagrode im.
Janiny Opienskiej-Blauth otrzymata
Marta Rybicka (Fot. 5) za prace pt.:
»Influence of conjugated linoleic
acid diens (CLA) on the glutathio-
ne peroxidase and catalase activi-
ty in macrophages". Obie nagrody
wreczyt Prezes PTBioch. prof. Lech
Wojtczak podczas uroczystosci za-
mkniecia obrad Zjazdu w dniu 21
wrzes$nia 2007 r. (Fot. 4 i 5).

W trakcie trwania Zjazdu przy-
znano réwniez nagrode Polskiej Sie-
ci Mitochondrialnej. Nagroda ta jest
wyréznieniem dla mtodego bioener-
getyka za szczegOlnie interesujace
przedstawienie wartosciowej pracy
na Sesji Bioenergetycznej na Zjez-
dzie PTBioch. Nagrode w tym roku

the energy-dissipating
systems in Acanthamoeba
castellanii mitochondria
by purine nucleotides™.
Nagrode ufundowata
firma OLYMPUS. Prze-
wodniczagcym  Komisji
byt prof. Lech Wojt-
czak.

ktérego prezentowano rézne for-
my aktywnos$ci Towarzystwa, m.in.
oferte stypendialng dla najzdolniej-
szych mtodych pracownikow nauki
(Fot. 7).

Szczecinski Zjazd PTBioch. prze-
szedt do historii. Wimieniu Komitetu
Organizacyjnego i wiasnym pragne
serdecznie podziekowaé wszystkim,
ktérzy ten Zjazd przygotowywali,
organizowali, wspierali materialnie
i intelektualnie. Przede wszystkim

w .
szcze- |
cin -
| skim

Spo-

bioche- W

mikow %
wzieto udziat ok.
500 o0s6b, wsrdd

nich goscie z Bia-
torusi, Danii, Nie-
miec, Standéw Zjed-
noczonych i Wiel-
kiej Brytanii (Fot.

6). Oprécz udziatu Fotografia 7. Spotkanie nowych cztonkéw PTBioch. z przedstawicielami Zarza-

- du Gtéwnego.
w obradach mie- E

li oni okazje do

spotkania sie przy

okazji bankietu zorganizowanego w
auli Pomorskiej Akademii Medycz-
nej oraz uczestniczenia w rejsie po
wodach érodlagdowych Szczecina. Z
inicjatywy prof. Adama Szewczyka
odbyto sie takze spotkanie nowych
cztonkéw Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego 2z przedstawicie-
lami Zarzadu Gtoéwnego, podczas

dziekuje jednak naszym Gosciom,
ktdrzy zechcieli przyja¢ zaproszenie
do Szczecina i uczestniczy¢ w tym
wyjatkowym wydarzeniu.

Prof. dr hab. n. med.
Dariusz Chlubek
Przewodniczgcy Komitetu
Organizacyjnego

ROZSTRZYGNIECIE KONKURSU
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGDO
Il FIRMY MERCK SP.
NA NAJLEPSZA PRACE DOKTORSKA

Z BIOCHEMII

Zarzad Gtowny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, na podsta-
wie opinii komisji w sktadzie: prof.
Tadeusz Chojnacki, prof. Mieczy-
staw Chorazy, prof. Andrzej Dzugaj,
prof. Teresa Jakubowicz, prof. Piotr
Laidler i prof. Stawomir Pikuta (prze-
wodniczacy), ogtasza, ze wsrod zgto-
szonych na konkurs prac doktorskich
nagrode w wysokosci 4 000 zt otrzy-
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muje Pani dr Anna Wojtowicz-Kra-
wiec za prace p.t. ,Biotechnologiczne
zastosowania proteaz odcinajacych
ubikwityne", wykonang w Zaktadzie
Bioinzynierii Instytutu Biotechnolo-
gii i Antybiotykdw w Warszawie pod
kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja
Ptucienniczaka. Wreczenie nagrody
odbyto sie 13 listopada 2007 r. w War-
szawie.

Z 0.0.

W 2006 ROKU

Prof. Lech Wojtczak

Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Prof. Stawomir Pikuta

Sekretarz Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
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SYLWETKA ANNY WOJTOWICZ-
KRAWIEC

Anna Wodjtowicz-Krawiec ukon-
czyta studia biologiczne na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lubli-
nie. Uzyskata tytut magistra biologii
o0 specjalnosci mikrobiologia za prace
pt. ,Klonowanie i ekspresja petli -
GDKDGDGYISAAEM wiazacej wapn
w Eschenchia coli". Prace magisterska
pod kierunkiem prof. dr hab. Mag-
daleny Fikus wykonata w Instytucie
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akade-
mii Nauk (IBB PAN) w Warszawie.
W 1999 roku rozpoczeta studia dokto-
ranckie w IBB PAN. Prace doktorska
wykonata pod kierunkiem prof. dr
hab. Andrzeja Ptucienniczaka w Insty-
tucie Biotechnologii i Antybiotykéw w
Warszawie. Rozprawa doktorska pt.:
»Biotechnologiczne zastosowania pro-
teaz odcinajacych ubikwityne" zostata
obroniona z wyréznieniem 31.01.2006
roku przed Rada Naukowg I1BB PAN.
Promotorem pracy byt prof. dr hab.
Andrzej Ptucienniczak, recenzentami
prof. dr hab. Monika Hryniewicz (IBB
PAN) oraz prof. dr hab. J6zef Kur (Po-
litechnika Gdanska, Gdansk).

Anna  WAdjtowicz-Krawiec  jest
wspotautorem czterech patentéw i
zgtoszen patentowych oraz dwoch
prac opublikowanych w czasopismach
0 zasiegu miedzynarodowym. Od 2003
roku pracuje w Instytucie Biotechno-
logii i Antybiotykéw w Warszawie w
zespole prof. dr hab. Andrzeja Ptucien-
niczaka i dr Grazyny Plucienniczak.
Od lipca 2006 roku jest adiunktem w
Zaktadzie Bioinzynierii. Bierze udziat
w projektach dotyczacych nowych
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form biatek aktywnych biologicznie,
konstrukcji wektorow ekspresyjnych,
badaniach porownawczych wektoréow
ekspresyjnych bakteryjnych oraz kon-
tynuuje badania nad aktywnoscig pro-
teazy deubikwitylujgcej UBPD2C. W
ramach pracy dydaktycznej sprawuje
opieke nad badaniami studentki wy-
konujgcej prace magisterska.

BIOTECHNOLOGICZNE
ZASTOSOWANIA PROTEAZ
ODCINAJACYCH UBIKWITYNE

STRESZCZENIE PRACY
Anna Wéjtowicz-Krawiec

Zaktad Bioinzynierii, Instytut Biotech-
nologii i Antybiotykéw, ul. Staro$cinska
5, 02-516 Warszawa; tet. (022) 849-60-51
wew. 281, e-mail: wojtowicza@ iba.waw.
pl, a_wojtowicz_15@ hotmail.com

Biatka fuzyjne stanowig bardzo
wazny element wspotczesnej biotech-
nologii. Tworzenie biatek fuzyjnych
ma na celu m. in. uproszczenie proce-
su oczyszczania biatka, podniesienie
odpornos$ci biatka na proteazy, eks-
presje genu kodujacego biatko celem
ustalenia jego konkretnej lokalizacji w
komérce lub wirusie, badanie czasu
aktywnosci lekéw biatkowych.

Ubikwityna jest zbudowana z 76
reszt aminokwasowych o tgcznej masie
8,6 kDa. Biatko to jest elementem uni-
wersalnego systemu modyfikowania
biatek. Zjawisko ubikwitylacji towa-
rzyszy wszystkim nieomal procesom
metabolicznym, od podziatéw i rozni-
cowania sie komérki az po jej Smierc.
Ubikwityna pos$rednio zaangazowana
jest w naprawe DNA, wptywa na ak-
tywno$¢ chromatyny a takze bierze
udziat w transformacji nowotworowej.
Biatko to odgrywa podstawowg role
w proteolizie biatek regulacyjnych o
krotkim czasie pétrwania, a takze bia-
tek o dtuzszym czasie péttrwania [1].
Ubikwitylacja biatek nie zachodzi u
bakterii. Dowiedziono, iz geny biatek
wigczone pod ten sam promotor co
gen kodujacy sekwencje ubikwityny
podlegaja wyzszej ekspresji w Eschen-
chin coli niz geny nierekombinowane.
Dowiedziono takze, ze biatka hybry-
dowe sg silniej stabilizowane oraz ta-
twiej przyjmujg witasciwg konformacje
Il i Ill-rzedowy. Dlatego ubikwityna
jako biatko no$nikowe stosowana jest

od wielu lat w biotechnologii i biologii
molekularnej. Te dziedziny nauki majg
coraz wiekszy wptyw na medycyne Kli-
niczng, diagnostyczng oraz przemyst
farmaceutyczny. Jednak obecnos$¢ ubi-
kwityny w biatkach rekombinowanych,
ktore maja by¢ stosowane jako leki, np.
UBI::ludzki hormon wzrostu, nie jest
pozadana. Do usuniecia czasteczki ubi-
kwityny konieczne jest zastosowanie
bardzo specyficznej proteazy deubi-
kwitylujacej (DUB). Proteazy DUB sg
to enzymy proteolityczne zaliczane do
klasy proteaz cysternowych o wiasci-
wosciach endopeptydaz. Proteazy te
wykazujg wysoce specyficzng aktyw-
nos$¢. Hydrolizujg one wigzania estro-
we, peptydowe i izopeptydowe grupy
karboksylowej reszty glicyny 76 lub
reszt lizynowych (odpowiednio) cza-
steczki ubikwityny [2,3]. Istotng zaleta
fuzji z ubikwityng jest brak potrzeby
zmiany sekwencji biatka docelowego
na jego N-koncu (Ryc. 1).

PROTEAZA DUB

UBIKWITYNA N

MIEJSCE CIECIA
Rycina 1. Przyktadowy schemat biatka hybrydowe-
go zawierajacego ubikwityne.

BIALKO C

Celem niniejszej pracy byto uzy-
skanie duzych ilosci wysoko specy-
ficznej i oczyszczonej deubikwitylu-
jacej proteazy drozdzowej w bakte-
riach E. coli umozliwiajacej odzyska-
nie natywnego ludzkiego hormonu
wzrostu hGH z biatka fuzyjnego
UBI::hGH (otrzymanego w zespole
prof. dr hab. Andrzeja Ptuciennicza-
ka), a takze opracowanie metody re-
akcji trawienia biatek hybrydowych
enzymem deubikwitylujacym. Za-
stosowanie czystego preparatu pro-
teazy ma zasadnicze znaczenie dla
opracowania metody otrzymywania
biatek stosowanych w farmaceuty-
ce. Dotychczasowe badania opieraja
sie gtownie na stosowaniu do odtra-
wiania ubikwityny z biatek hybry-
dowych proteaz znajdujgcych sie w
lizatach drozdzy, bakterii lub retiku-
locytéw [4-6], Stosowanie nieoczysz-
czonego enzymu jest powazng wada
z powodu konieczno$ci powtdrnego
oczyszczania produktu trawionego
lizatem.
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Otrzymanie oczyszczonej i aktyw-
nej proteazy deubikwitylujgcej jest
celem wielu laboratoriow. Utatwito-
by to zastosowanie systemu opartego
na syntezie biatek hybrydowych po-
taczonych z ubikwityng i podniosto
jego uniwersalnos¢ [2,7].

W pierwszym etapie pracy sklono-
wano geny pieciu proteaz pochodza-
cych z drozdzy Saccharomyces cerevisiae
w bakteriach Eschenfchia coli i spraw-
dzono aktywnos$¢ lizatéw bakteryj-
nych zawierajgcych te enzymy. Szcze-
g6towa analiza wydajnosci produkcji
tych biatek, ich rozpuszczalnosci oraz
— €0 najwazniejsze — ich preferen-
cji substratowych doprowadzita do
konkluzji, ze enzymem rokujagcym
najwieksze nadzieje w zastosowaniu
do substratu UBI::hGH jest proteaza
kodowana przez gen UBP1 drozdzy.
W dalszym etapie pracy skupiono sie
na doskonaleniu systemu ekspresji re-
kombinowanej proteazy — pochodnej
UBP1, oczyszczaniu biatka i monito-

rowaniu jego aktywnosci. Wykonano
szereg modyfikacji genu kodujacego
proteaze, miedzy innymi: usuniecie
segmentu kodujacego przypuszczalng
domene transmembranowa proteazy;
zamiane 12 kodonoéw argininowych
(Arg) i 9 kodonbw --------m-memmemee-
leucynowych (Leu)

na inne kodony Arg i

Leu — preferowane w

ipoliklonalne kroélicze skierowane prze-
ciw rejonowi C-koncowemu proteazy
UBP1, ktore postuzg do opracowania
metody oznaczania $ladowych ilosci
proteaz —analog6w proteazy UBP1 w
preparatach nimi traktowanych.

NAKOLL

Przypadku  Diosynte- e —
zy bhiatka w bakteriach
(Ryc. 2);

dalszg eliminacje frag-
mentoéw genu (Ryc. 2);
zamiane natywnej se-
kwencji kodujgcej ubi-
kwityne z drozdzy w
genie hybrydowym
UBIr.UBPI na sekwen-

e

wybioércza 1 /’
AR

UBPD(
UBIKWITYNA
UBI-BIALKO

Kolumna

chromatograficzna z
noénikiem Ni-NTA

cje syntetyczng (zawie- Rycina 3. Schematzastosowania systemu ekspresji genow oraz oczyszczania

rajacg kodony prefero-
wane w E. coli); odkryto
pozytywne znaczenie przypadkowej
mutacji ,,C" w 5'- koncowym odcinku
genu proteazy dajacg w wyniku poje-
dynczg substytucje glutaminy na leu-
cyne w pozycji 754 sekwen-
cji biatka (Ryc. 2). W rezul-
tacie otrzymano duze ilosci

oczyszczonej i specyficznie
aktywnej proteazy deu-
bikwitylujacej — analoga
proteazy z drozdzy UBP1,
ktdra jest zasadniczym en-
zymem koniecznym do
opracowania metody pro-
dukcji ludzkiego hormo-
nu wzrostu. Opracowano
optymalne warunki ho-
dowli bakteryjnej syntety-
zujacej enzym pochodzacy
z drozdzy S. cereoisiae oraz
metody jego oczyszczania.

Uzyskano uniwersalny
system ekspresji gendw i
syntezy biatek oparty na

syntezie biatek hybrydo-

e wych typu: 6xHis::UBI:

B “
== =t - B ————————
T
X —
ZzZza === S——
B
("} ™ a2 - - S ey " L

Biatko. Opracowano me-
tode oczyszczania biatek

Rycina 2. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa genu proteazy hybrydowych przed i po
UBP1 (Varshavsky i Tobias, 1991; Tobias i Varshavsky, 1991). A) Resz- trawieniu zmodyfikowanq

ty nukleotydowe sg ponumerowane z lewej strony sekwencji, reszty
aminokwasowe — z prawej. Podkre$lone kodony argininowe AGA

proteazg UBP1 z wyko-

lub AGG i leucynowe TTA byly zamienione na kodony; CGC lub CGT rzystaniem chromatografii
i CTG, odpowiednio. Kodon CAG (zaznaczony pogrubiong czcionkg) w powinowactwa (Ryc. 3).
pozycji 2260-2262 zmieniony na kodon CTG (mutacja C). Centrum ak-

tywne proteazy zaznaczono kursywga. Konstrukcje genéw UBIr.UBPDC

oraz UBI::UBPD2C (D — oznacza delecje genu, C — mutacje w pozyqi
754 aa) okreslono poprzez podkreslenie oraz zakres$lenie usunietych se-
kwencji 162 pz. lub 294 pz., odpowiednio. B) Schemat konstrukcji no-

Otrzymano przeciwciata
monoklonalne mysie skiero-

wych wariantéw proteazy UBPL (w nawiasach podano dhugosé taicu- Wane przeciw rejonowi N-

cha aa sekwencji proteazy UBP1).
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koncowemu proteazy UBP1

biatek z dotagczonymi sze$cioma resztami histydyny.

Otrzymany wariant proteazy z
drozdzy UBP1 jest obecnie uzywa-
ny do produkcji rekombinantowego
ludzkiego hormonu wzrostu na skale
zabezpieczajacg potrzeby w Polsce.

Podziekowania: Praca doktorska
zostata wykonana w Zaktadzie Bioinzy-
nierii w Instytucie Biotechnologii i Anty-
biotykéw w Warszawie pod kierunkiem
prof, dr hab. Andrzeja Ptucienniczaka
oraz dr Grazyny Ptucienniczak. Dzieku-
je wszystkim, z ktérymi wspdtpracowa-
tam podczas wykonywania tej pracy.
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6. KONFERENCJA

M.

JAKUBA KAROLA PARNASA

~ MOLECULAR MECHANISM OF CELLULAR

KRAKOW,

W dniach 30 maja-2 czerwca 2007
roku odbyty sie w Krakowie obrady 6.
Konferencji im. Jakuba Karola Parna-
sa pt. ,Molecular Mechanism of Cel-
lular Signaling"”. Majace dziesieciolet-
nig juz tradycje Konferencje Parnasa
sq wsp6lnym dzietem cztonkéw Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
i Ukrainskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, ktérych intencjg byto stwo-
rzenie platformy do zblizenia $rodo-
wisk naukowych zaangazowanych w
badania nad szeroko pojetymi zagad-
nieniami sygnalizacji komorkowej w
aspekcie podstawowym i biomedycz-
nym.

Pracom Komitetu Organizacyjnego
6. Miedzynarodowej Konferencji Par-
nasa przewodniczyt ze strony polskiej
- organizator Konferencji - profesor
Piotr Laidler, kierownik Katedry Bio-
chemii Lekarskiej Uniwersytetu Ja-
giellonskiego Collegium Medicum
oraz ze strony ukrainskiej - profesor
Sergiy Komisarenko, prezes Ukraii-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
z Instytutu Biochemicznego im. Palla-
dina w Kijowie.

W Konferencji uczestniczyto okoto
200 0s6b z r6znych panstw, gtdwnie z
Polski i Ukrainy, ale nie zabrakto row-
niez uczonych z Biatorusi, Emiratéw
Arabskich, Grecji, lzraela, Norwegii,
Rosji, Rumunii, Stanéw Zjednoczo-
nych, Szwajcarii, Wielkiej Brytanii i
Wioch. Celem umozliwienia wziecia
udziatu w Konferencji wiekszej liczbie
mtodych uczonych z Ukrainy, Komi-
tet Organizacyjny przyznat stypendia
pieniezne w wysokos$ci pokrywajacej
koszty uczestnictwa oraz pobytu w
Krakowie w czasie trwania Konferen-
cji, dwudziestu, wytonionym w dro-
dze konkursu, uczestnikom z Ukra-
iny.

Patronami honorowymi Konferen-

cji byli: Prezydent Krakowa - profesor
Jacek Majchrowski, JM Rektor Uni-
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wersytetu Jagielloriskiego — profesor
Karol Musiot, Prorektor Uniwersyte-
tu Jagiellonskiego ds. Collegium Me-
dicum — profesor Wiestaw Pawlik
oraz Dziekan Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Jagielloriskiego Colle-
gium Medicum - profesor Wojciech
Nowak. Wsréd honorowych gosci
znalezli sie znani uczeni: profesor Ry-
szard Gryglewski, profesor Aleksan-
der Koj, profesor Janina Kwiatkow-
ska-Korczak, profesor Witodzimierz
S. Ostrowski, profesor Zofia Zielinska
oraz — synowa Profesora Parnasa,
Pani Barbara Parnasowa.

W przygotowaniu Konferencji po-
mocy udzielity firmy: Merck (Main
Sponsor), Ambion, BD Bioscience,
Bank BPH, Immuniq, Perkin-Elmer,
Sarsted oraz instytucje: Wydziat Le-
karski UJ CM, Instytut Biochemii i
Biofizyki PAN, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Uniwersytet Jagiellonski, Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
oraz Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne.

Informacje o Konferencji podaty lo-
kalne media, prasa akademicka (Alma
Mater, Newsletter) oraz poswieco-
ny polskiej nauce portal internetowy
www.naukawpolsce.pl.

Ceremonia otwarcia odbyta sie 30
maja o0 godzinie 17 w Auli Collegium
Novum UJ przy ulicy Gotebiej 24 w
Krakowie. Gosci serdecznie powitali:
w imieniu Komitetu Organizacyjnego
profesor Piotr Laidler i profesor Ser-
giy Komisarenko, a takze Prorektor
Uniwersytetu Jagiellonskiego ds. Col-
legium Medicum, profesor Wiestaw
Pawlik (Fot. 1).

Podczas inauguracyjnego wykitadu
Jakub Karol Parnas - life and creativity
0 zyciu i dziatalnosci naukowej Pro-
fesora Jakuba Karola Parnasa - wiel-
kiego polskiego biochemika - moéwili
prof. prof.: Jolanta Baranska (Parnas

CZERWCA 2007 R.

heritage) (Fot. 2), Janina Kwiatkowska-
Korczak (Parnas life), Andrzej Dzu-
gaj (Parnas' work) i Georgio Semenza
(Parnas in eyes of world). Nastepnie

Fotografia 1. Inauguracja Konferencji. W imieniu
wiadz Uniwersytetu Jagielloriskiego gosci wita Pro-
rektor UJ ds. Collegium Medicum - profesor Wie-
staw Pawlik. Kolejno od lewej siedzg prof. prof.:
Piotr Laidler, Sergiy Komisarenko i Lech Wojtczak.

profesor Wiodzimierz Ostrowski, w
latach 1963-1996 dyrektor Instytutu
Biochemii Lekarskiej (obecnie Katedra
Biochemii Lekarskiej Ul CM) w swo-
im krétkim wystgpieniu Jakub Parnas
and his visit to the oldest departament
of physiological chemistry przedstawit
~watek krakowski" w zyciu Profesora
Parnasa.

Ceremonie otwarcia Konferencji
zakonczyt koncert muzyki klasycznej.
Po wyjsciu z Auli na gosci czekat po-
czestunek i lampka wina.

W programie naukowym Konferen-
cji znalazto sie 5 sesji tematycznych,
ktorych tytuty wraz z nazwiskami ich
organizator6w podajemy ponizej:

1. Receptors and effectors in cell
signaling - Jolanta Baranska (Polska)
i Ernesto Carafoli (Wtochy)

2. Hypoxia and cellular signaling
- Jozef Dulak (Polska) i Maria Czy-
zyk-Krzeska (Stany Zjednoczone)

3. Signalling and immune response
- Sergyi Komisarenko (Ukraina) i Is-
rael Pecht (Izrael)
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4. Defects in signaling and disease

- Piotr Laidler (Polska) i Ludmila
Drobot (Ukraina)

Fotografia 2. Inauguracja Konferencji. Aula Colle-
gium Novum UJ.

5. Signal transduction in nucleus

- Luccio Cocco (Witochy) i Sjur Olsnes
(Norwegia).

Interesujgca tematyka prezentacji
wzbudzata duze zainteresowanie stu-
chaczy, o czym S$wiadczyta wysoka
frekwencja na wszystkich wyktadach
oraz sesjach plakatowych. Materiaty z
Konferencji opublikowane zostaly w
suplemencie do Acta Biochimica Polo-
nica (vol. 54, Suplement 2/2007).

W czasie Konferencji zorganizowa-
no réwniez konkurs na najlepszg pre-
zentacje plakatu. Nagrodzono auto-
row 5 plakatéw: P.1.19, P.1.38, P.1.36,

WYDARZENIA -

KOD GENETYCZNY*

W stosunkowo krétkiej historii
biologii molekularnej byto kilka wy-
darzen, ktére miaty kluczowe zna-
czenie dla postepu w tej dziedzinie.
Bez watpienia jednym z nich byito
rozszyfrowanie kodu genetycznego.
W latach 40-tych ubiegtego wieku
po raz pierwszy wykazano, wbrew
istniejagcym do tego czasu pogladom,
ze to kwas dezoksyrybonukleinowy
(DNA) jest nosnikiem informacji ge-
netycznej umozliwiajgcym jej prze-
kazywanie z pokolenia na pokolenie.
Do wyjasnienia istoty i chemicznych
podstaw tego procesu przyczynito
sie zaproponowanie w 1953 roku mo-
delu struktury DNA, znanego jako
podwojna helisa. Biologia musiata
sie natychmiast zmierzy¢ z nowymi
wyzwaniami. Kluczowym pytaniem
byto w jaki sposob, sekwencja czte-
rech nukleotydow DNA (jezyk kwa-
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P.1.41, P.4.5. Wszyscy autorzy otrzy-
mali pamigtkowe dyplomy, a pierwsi
autorzy réwniez drobne upominki, w
tym monety wybite z okazji 750-lecia
lokacji Krakowa (w dniach Konfe-
rencji Parnasa, Krakéw bawit sie na
licznych imprezach z okazji 750-lecia
lokacji miasta), natomiast pierwszym
autorom, pierwszych dwoch posteréw
(P.1.19 i P.1.38 — Serhiy Havrylov i
Daria Miroshnychenko) —przyznano
stypendia pieniezne w wysokosci po-
krywajacej koszty uczestnictwa oraz
pobytu na tegorocznym, 42. Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego w Szczecinie.

Organizatorzy starali sie dostarczy¢
uczestnikom Konferencji takze innych
— poza przewidzianym programem
naukowym Konferencji — przezy¢;
w tym mozliwo$¢ wybrania sie na
liczne, zorganizowane przez Biuro
Podrézy ,Orbis", wycieczki: zwie-
dzanie Krakowa, zwiedzanie jednej z
najstarszych kopalni soli w Wieliczce,
zwiedzanie Muzeum Auschwitz-Bir-
kenau oraz sptyw Dunajcem. Imprezg
dodatkowg byto réwniez, petne ciepta
i serdecznosci, spotkanie towarzyskie
w Ogrodzie Botanicznym UJ (Fot. 3),
zorganizowane dzieki uprzejmosci
dyrektora Ogrodu, profesora Bogda-
na Zemanka, stwarzajace mozliwos¢

OPINIE -

sow nukleinowych) jest ttumaczona
na sekwencje dwudziestu amino-
kwasow (jezyk biatek). W zwigzku
z tym, w drugiej potowie lat 50-tych
problemy dotyczace struktury kodu
genetycznego staly sie przedmiotem
opracowan teoretycznych, gtdwnie za
sprawg George Gamova, Leslie Orge-
la, Francisa Cricka i innych cztonkéw
ekskluzywnego Tie Club.

Postep w chemicznej syntezie oli-
gonukleotydéw RNA, mozliwy dzie-
ki pracom H.G. Khorany, pozwolit na
uzyskanie pierwszych danych ekspe-
rymentalnych. Przetom nastgpit w
1961 roku w laboratorium Nirenber-
ga. Wykazano wtedy, ze w lizatach
komoérek E. coli, na matrycy poli-U
syntetyzowana jest polifenyloalani-
na. Wczesniejsze rozwazania teore-
tyczne doprowadzity do wniosku,
ze podstawowymi jednostkami kodu
genetycznego (kodonami) sg praw-

petniejszej integracji uczestnikéow w
niepowtarzalnym
pieknej przyrody.

otoczeniu prze-

Fotografia 3. Spotkanie towarzyskie w Ogrodzie
Botanicznym UJ.

Nastepna Konferencja im. Jakuba
Karola Parnasa, na ktorg serdecznie
zapraszajg Polskie Towarzystwo Bio-
chemiczne i Ukraifnskie Towarzystwo
Biochemiczne, odbedzie sie w 2009
roku na Krymie. Wydaje sig, ze wspol-
ne, polsko-ukraifnskie organizowanie,
odbywajacych sie juz od 1996 roku,
Miedzynarodowych Konferencji im.
Jakuba Karola Parnasa bardzo sprzyja
zacie$nieniu wzajemnej polsko-ukra-
inskiej wspotpracy i budowaniu do-
brych relacji miedzy akademickimi
Srodowiskami obu naszych krajow.

Anna Bilska, Piotr Laidler

KOMENTARZE

dopodobnie tréjki nukleotydow.
Tym samym, pierwszy tréjnukleotyd
UUU, zostat rozszyfrowany jako ko-
dujacy fenyloalanine [1], W ciagu
nastepnych pieciu lat (1961-1966), w
serii podobnych eksperymentéw z
uzyciem syntetycznych RNA udato
sie przypisa¢ wszystkie trojki nukle-
otydowe odpowiadajagcym im ami-
nokwasom [2]. Z nielicznymi wyjat-
kami, kod genetyczny opisany przez
M. Nirenberga w 1966 roku okazat
sie by¢ uniwersalny i jednoznaczny
dla wszystkich form zycia. Znacze-
nie jego odkrycia dla rozwoju biolo-
gii mozna poréwnaé¢ ze znaczeniem
uktadu okresowego pierwiastkow w
chemii. Robert W. Holley, Har Go-
bind Khorana oraz Marshall W. Ni-
renberg, ktorzy odegrali kluczowg
role w jego rozszyfrowaniu zostali
w 1968 roku uhonorowani Nagroda
Nobla w dziedzinie fizjologii i medy-
cyny.
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Poczatkowo sadzono, ze kod ge-
netyczny wykorzystywany przez
wspotczesne organizmy jest uniwer-
salny iniezmienny, gdyz jakakolwiek
zmiana w znaczeniu kodon6w pro-
wadzitaby do syntezy biatek o bted-
nych sekwencjach. Ta hipoteza zosta-
fa z biegiem lat zrewidowana w wy-
niku odkry¢ alternatywnych kodow
genetycznych, ktére w nieznacznym
stopniu odbiegajg od pierwotnie opi-
sanego przez Nirenberga schematu
[3]. Odstepstwa te ograniczone sg do
koddw jadrowych waskich grup tak-
sonomicznych oraz mitochondriow
(Tabela). Wyjatki od ogdlnych zasad
kodowania zdefiniowanych przez
standardowy kod genetyczny nie
zmieniajg jednak uniwersalnych cech
kodu genetycznego, ktére wskazujg iz
podstawowy rdzen aparatu biosynte-
zy biatka powstat w obecnym ksztat-
cie przed oddzieleniem sig trzech kro-
lestw organizmow.

W mitochondriach, ktére posia-
daja witasny aparat biosyntezy bial-
ka, kodon AUA koduje metioninge a
nie izoleucyne. U Mycoplasma tryp-
tofan determinowany jest zaréwno
przez UGG jak i przez UAG, ktory
w standardowym Kkodzie genetycz-
nym oznacza zakonczenie translacji.
Kodowanie glutaminy przez termi-
natorowe kodony UAA i UAG ma
miejsce u niektdrych pierwotniakéw
i zielenic.

Zmiana znaczenia kodonéw moze
wystepowa¢ w niektérych przypad-
kach rowniez u organizmoéw wy-
korzystujgcych standardowy kod
genetyczny w wyniku np. supresji
kodondw stop czy zaleznego od ry-
bosomoéw przesuniecia ramki odczy-
tu (ang. frameshift). W odniesieniu do
supresji, kod genetyczny moze zostaé
rozszerzony przez wprowadzenie
niekanonicznych (innych niz podsta-
wowe 20) aminokwas6w w miejsce
zdefiniowane przez kodony termina-
torowe.

ROZSZERZONY KOD GENETYCZNY

W biatkach wystepujacych w przy-
rodzie znajdowanych jest ok. 140 roz-
nych reszt aminokwasowych. Pod-
stawowy zestaw ztozony jest tylko z
20, ktére majg swoje odpowiedniki w
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postaci kodonéw kodu genetycznego
isgwprowadzane do tancuchéw poli-
peptydowych podczas translacji. Ten
zestaw jest uniwersalny dla wszyst-
kich organizméw niezaleznie od ich
ztozono$ci czy $rodowiska, w ktérym
zyja. Ograniczenie pojemnosci kodu
genetycznego, zostato prawdopodob-
nie ustalone na bardzo wczesnych eta-
pach jego ewolucji. Przyjmuje sie, ze
dzisiejszy trzyliterowy kod trojkowy
powstat na bazie dwuliterowego kodu
trojkowego, w ktérym jedynie dwa
pierwsze nukleotydy wykorzystywa-
ne byty do kodowania [4]. Znajduje to
odzwierciedlenie we wspo6tczesnym
kodzie genetycznym, w ktérym wiek-
szos¢ aminokwaséw kodowana jest
przez grupy roznigcych sie jedynie
w trzeciej pozycji kodonow. Pozwala
to na zminimalizowanie szkodliwego
efektu mutacji punktowych.

Kod dwuliterowy pozwalat na za-
kodowanie jedynie 16 réznych reszt
aminokwasowych. W trakcie ewolu-
cji doszto do rozszerzenia zdolnosci
kodowania, co doprowadzito do po-
wstania uniwersalnego trzyliterowego
kodu. Slady tego procesu ewolucyjne-
go zachowane sg do dzisiaj. Niektore
organizmy nie posiadajag aminoacylo-
tRNA syntetaz specyficznych dla reszt
asparaginy i glutaminy. Jednocze$nie
wystepuja u nich specyficzne tRNA,
ktére pozwalajg na swoiste wprowa-
dzanie tych reszt aminokwasowych do
tancuchoéw polipeptydowych.

Synteza Asn-tRNAAni GIn-tRNAGnh
zachodzi w dwustopniowym procesie.
W pierwszym etapie tRNAAi tRNAGn
aminoacylowane sg resztami kwasu
asparaginowego i kwasu glutamino-
wego przy wykorzystaniu odpowied-
nich syntetaz, a nastepnie aminokwa-
sy te przeksztatcane sg w amidy przez
amidotransferazy [5].

W przyrodzie wystepujg jednak
dwa przykiady rozszerzenia zdol-
nosci kodowania wykraczajgce poza
podstawowy kanoniczny zestaw 20
reszt aminokwasowych. Selenocyste-
ina (Sec) i pyrrolizyna (Pyl) sg wsta-
wiane w okre$lonych warunkach, do
tancucha biatkowego w trakcie trans-
lacji w pozycje okre$lone kodonami
stop UGA (selenocysteina) i UAG
(pyrrolizyna). W obydwu przypad-
kach wykorzystywane sg jednak od-
mienne strategie. W komoérkach brak

jest syntetaz specyficznych dla seleno-
cysteiny i podobnie jak Asn-tRNA/An
czy GIn-tRNAGnh opisane powyzej,
Sec-tRNAS) powstaje w dwdch eta-
pach. Aminoacylacja tRNA zachodzi z
wykorzystaniem seryny i specyficznej
dla niej syntetazy. W nastepnym eta-
pie, przytgczona do tRNA seryna jest
substratem dla syntezy selenocyste-
iny [6], Pyrrolizyna przytgczana jest
do swoistego tRNAT1 bezposrednio
przez swoistg dla niej syntetaze [7].

Wiaczanie do biatek selenocyste-
iny i pyrrolizyny jest faktycznym
ewolucyjnym rozszerzeniem stan-
dardowego kodu genetycznego. Dla
obydwu reszt aminokwasowych
istniejg bowiem swoiste tRNAs roz-
poznajgce Scisle okre$lone kodony.
W odréznieniu jednak od kodonow
odpowiedzialnych za wprowadza-
nie innych aminokwaséw ich obec-
nos¢ w sekwencji mRNA nie jest
warunkiem wystarczajgcym dla od-
czytania ich w trakcie translacji jako
odpowiednio Sec i Pyl. Przytgczanie
pyrrolizyny lub selenocysteiny wy-
maga obecnosci elementéw struk-
tury RNA okreslanych jako PYLIS
(ang. pyrrolysine insertion sequence)
i SECIS (ang. selenocysteine insertion
sequence) w otoczeniu odpowiednie-
go kodonu stop [8,9], Przypomina to
supresje kodonow terminatorowych
powszechnie wystepujacg zarow-
no u prokariotow jak i eukariotow
[10]. Ponadto, w przypadku seleno-
cysteiny jej wstawienie do tancucha
polipeptydowego zalezne jest od
aktywnos$ci specyficznego czynnika
elongacyjnego [11].

PODSUMOWANIE

Kod genetyczny rozumiany jako
przypisanie poszczeg6lnych reszt
aminokwasowych do odpowied-
nich trojek nukleotydowych stano-
wi szyfr dla zachodzacej na matrycy
MmRNA biosyntezy biatka. Nie moz-
na jednak w rozwazaniach jego na-
tury i wihasciwosci pomija¢ innych
sktadnik6éw aparatu dekodujgcego.
Juz w 1955 roku w niepublikowa-
nym opracowaniu napisanym dla
Tie Club, Francis Crick przewidziat
istnienie czasteczek adaptorowych
stanowigcych taczniki pomiedzy
tréjnukleotydami matrycy i odpo-
wiadajgcymi im resztami amino-
kwasowymi [12]. Hipoteza ada-
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ptorowa znalazta potwierdzenie w
odkrytych kilka lat p6zniej czastecz-
kach tRNA. Proces dekodowania in-
formacji genetycznej wymaga zatem
wysoce specyficznego mechanizmu,
ktdry wigze reszty aminokwasowe z
wiasciwymi dla nich czagsteczkami
tRNA. Zadanie to spetniajg synteta-
zy aminoacylo-tRNA, ktore katali-

zujg przytgczanie reszt aminokwa-
sowych do 3'-koricdw tRNA. Tym
samym, enzymy te sg faktycznymi
"ttumaczami" kodu genetycznego, a
czynniki determinujace specyficzne
rozpoznanie tRNA przez synteta-
zy sg niekiedy okreslane terminem
drugiego kodu genetycznego [13].
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(Mycoplasma/Spiroplasma); 5 kod mitochondrialny bezkregowcéw; 6. kod jadrowy orzeskéw; 9. kad mitochondrialny szkartupni iorzeskéw; 10. kod jadrowy Euplotes; 11. kod bakteryjny iplastydowy; 12. alternatywny

kod mitochondrialny drozdzy;

21. kd mitochondrialny

14. alternatywny kod mitochondrialny ptazificéw; 15. kod jadrowy Blepharisma; 16. kod mitochondrialny Chlorophycea;

13. kod mitochondrialny Zzachw;

Trematoda; 22. ked mitochondrialny Scenedesmus obHquus\ 23. kad mitochondrialny Thraustochytrium. (Zrédto: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi)
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WIADOMOSCI

Nabér wnioskéw do Polsko-
Norweskiego Funduszu Badan Na-
ukowych rozpoczeta konferencja
inauguracyjna, podczas ktdrej mini-
ster nauki i szkolnictwa wyzszego
z udziatem prof. Michata Seweryn-
skiego i norweskiego ministra edu-
kacji i badan — Oystein DjupedaFa.
Fundusz jest grantem blokowym
wydzielonym z Norweskiego Me-
chanizmu Finansowego (NMF) w
ramach Priorytetu nr 6: Badania Na-
ukowe. Jego celem jest budowa oraz
zacie$nienie wspoOtpracy pomiedzy
polskimi i norweskimi naukowca-
mi zajmujacymi sie szeroko pojeta
ochrong srodowiska i ochrong zdro-
wia. Role Operatora Funduszu petni
Osrodek Przetwarzania Informacji w
Warszawie, do ktorego zadan nale-
zy m.in. bezpos$rednia wspdipraca z
beneficjentami, szczegdlnie w zakre-
sie podpisywania umoéw, refundacji
srodkéw oraz monitoringu i kontroli
projektow.

W sumie na wspdélne polsko-nor-
weskie projekty naukowe przezna-
czono ponad 14,5 min euro. O $rodki
te ubiegac sie mogg zaréwno instytu-
cje prowadzace dziatalno$¢ badawcza
(szkoty wyzsze, jednostki PAN oraz
jednostki badawczo-rozwojowe), jak
rbwniez organizacje pozarzadowe
dziatajagce na rzecz pozytku publicz-
nego. Warunkiem koniecznym jest to,
aby partnerem wiodacym w projek-
cie byta instytucja polska. Tylko ona
moze tez wystapi¢ o przyznanie $rod-
kéw na dofinansowanie projektu.

Beneficjenci Funduszu moga ubie-
ga¢ sie o srodki na dwoch ptaszczy-
znach - na dofinansowanie projektow
badawczych realizowanych w obsza-
rach ochrony srodowiska (np. zacho-
wania réznorodnosci biologicznej, ba-
dan polarnych i alternatywnych zro-
det energii) oraz ochrony zdrowia i
zagadnien takich, jak starzenie sie czy
nowe leki. Na te dziatanie przeznaczo-
ne jest 90 proc. srodkéw. Druga grupa
realizowanych zadan finansowanych
z tych funduszy bedzie organizacja
warsztatow i seminariéw, ktdre moga
przyczyni¢ sie do utatwienia polsko-
norweskiej wspotpracy naukowej (we
wszystkich priorytetowych obszarach
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NMF). Poziom dofinansowania be-
dzie natomiast zaleze¢ od charakteru
Srodkow wiasnych beneficjentow i
moze wynie$¢ 60-90 proc. wartosci
catego projektu. Informacje na temat
funduszu, jak i takze dokumenty oraz
informacje o naborze wnioskéw, moz-
na znalez¢ na stronie funduszu: www.
fbn.opi.org.pl.

POLPHARMA w 2001 r. powotata
do zycia Fundacje Na Rzecz Wspiera-
nia Rozwoju Polskiej Farmacji i Me-
dycyny. Jej celem jest udzielanie wspar-
cia finansowego projektom
badawczym z  zakresu
nauk farmaceutycznych i
medycznych. To pierwsza
tego typu instytucja zatozo-
na przez polska, prywatng
firme farmaceutyczna.

W 2006 r. Fundacja
uruchomita program sty-
pendialny  adresowany

do miodych naukowcdw,
uczestnikow
doktoranckich uczelni me-

dycznych i Centrum Po-

dyplomowego Ksztatcenia Medycz-
nego. Celem programu jest promo-
wanie i nagradzanie najzdolniejszych
doktorantéw z udokumentowanym
dorobkiem naukowym. Nagrodg jest
stypendium naukowe w wysokosci
10 tys. zt finansowane ze $rodkow
Fundacji. Stypendysci wytaniani sg
w drodze konkursu organizowane-
go przez Fundacje raz na

KRAJOWE

z CM UJ (Fot. 2). Decyzjg Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
28.02.2007 r. stypendium doktoranckie
Fundacji zostalo uznane za stypen-
dium naukowe zgodnie z przepisami
o stopniach naukowych itytule nauko-
wym oraz stopniach w zakresie sztuki.
Decyzja Ministerstwa ma znaczenie
nie tylko prestizowe dla Fundacji, ale
takze finansowe dla stypendysty.

Zgodnie z intencjg zatozycieli, Fun-
dacja Na Rzecz Wspierania Rozwoju
Polskiej Farmacji i Medycyny corocz-

nie ogtasza konkurs na naj-
lepsze projekty badawcze w
dziedzinie nauk farmaceu-
tycznych i medycznych. W
marcu 2007 r. rozpoczeto
VI edycje konkursu. Te-
matem VI edycji konkursu
jest:  ,Problem wspéitpra-
cy z pacjentem w leczeniu
oraz profilaktyce choréb
przewlektych: wytypo-
wanie, ocena, propozycje

studidow Fotografia 1. Mgr Marek Nocun. poprawy. Od momentu po-

wstania w 2001 r. Fundacja

przeprowadzita pie¢ edycji
konkursu, na ktéry wptyneto ponad
300 projektéw prac badawczych. W
wyniku postepowania konkursowe-
go granty otrzymato juz 38 zespotow
badawczych. Realizacja wybranych
prac jest finansowana przez Funda-
cie. Srodki finansowe przeznaczone
na dziatalno$¢ statutowg Fundacji w
catosci pochodzg z budzetu Zakla-
dow Farmaceutycznych

dwa lata. Doktorantéw do
udziatu w konkursie re-
komendujg uczelnie, przy
czym kazda ma prawo
zgtoszenia trzech kandy-
datéw. Stypendia przy-
znaje zarzad Fundacji na
wniosek Rady Naukowej.
Na pierwszg edycje kon-

POLPHARMA SA w Sta-
rogardzie Gdanskim. Firma
przekazata na ten cel juz 12
milionéw ztotych.

Projekt Mapa Polski.
W roku 2006 Fundacja na
rzecz rozwoju Nauki Pol-
skiej rozpoczeta badania

kursu wptyneto 17 wnio- rotografia 2. Mgr Dorota zelasz- Nad mobilnoscig mtodych

skdow o stypendium, ktore czyk.
zostaty przeanalizowa-

ne przez Rade Naukowg

Fundacji. Laureatami pierwszej edy-
cji konkursu o stypendium naukowe
Fundacji zostali: Agnieszka Gach i
Marek Nocun z UM w todzi (Fot. 1),
Katarzyna Kocbuch z AM w Gdan-
sku, Aleksandra Szczepankiewicz z
AM w Poznaniu i Dorota Zelaszczyk

naukowcéw. Celem badan

jest analiza obecnej migracji

miodegopokoleniabadaczy:
jej skali, czestotliwosci, dynamiki, kie-
runkéw, przyczyn, skutkdw, etc. FNP
w swych dziataniach na rzecz nauki
pragnie opiera¢ sie na wiarygodnych
analizach i zweryfikowanych danych,
dotyczacych najistotniejszych potrzeb
$rodowisk naukowych. Whnioski ra-

www .postepybiochemii, pl



portu, jako efekt podjetych badan, po-
stuzg lepszemu dopasowaniu progra-
mow Fundacji do oczekiwan mtodych
naukowcow. Raport zostanie opraco-
wany w 2007 r.

Utworzenie Miedzynarodowej
Sieci Uniwersytetow Badawczych
- IRUN. 7 wrze$nia 2007 roku na
Uniwersytecie w Nijmegen w Ho-
landii przedstawiciele Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Katolickiego Uni-
wersytetu im. Petera Pazmanyego w
Budapeszcie, Uniwersytetu Radboud
w Nijmegen, Uniwersytetu Barce-
lonskiego, Uniwersytetu w Duisbur-
gu-Essen, Uniwersytetu w Glasgow,
Uniwersytetu w Miunster, Uniwersy-
tetu w Poitiers i Uniwersytetu Sienen-
skiego podpisali karte zatozycielska
Miedzynarodowej Sieci Uniwersyte-
tow Badawczych (International Re-
search Universities Network). IRUN
zamierza zintensyfikowaé wspétpra-
ce miedzy tworzacymi te organizacje
uczelniami w zakresie prac badaw-
czych, wymiany kadry oraz studen-
téw, jak réwniez nada¢ im charakter
wielostronny. Planowane jest takze
jednoczesne nadawanie tytutdw BA,
MA i PhD przez przynajmniej dwie
uczelnie. W trakcie spotkania zato-
zycielskiego zdecydowano o powo-
taniu Komitetu Nadzorujacego oraz
Sekretariatu IRNU. Zapadty réwniez
decyzje o najblizszych dziataniach tej
organizacji w 2008 roku: Uniwersytet
w Poitiers zorganizuje szkote letnig
dla studentow ,Europa ijej regiony",
a Uniwersytety w Barcelonie i Min-
ster zorganizuja Nano sympozjum.

Polscy naukowcy jako eksperci
w 7 Programie Ramowym. Komisja
Europejska i Krajowy Punkt Kontak-
towy zachecajg naukowcow do reje-
strowania sie w bazie ekspertow oce-
niajacych projekty w 7 PR. Niewielki
udziat Polakéw zmniejsza szanse
na powodzenie polskich wnioskow!
Ekspertem moze zosta¢ kazda osoba
dziatajgca w sferze badawczo-rozwo-
jowej. Podstawowym wymogiem jest
posiadana wiedza i doswiadczenie w
danej dziedzinie oraz znajomos¢ jezy-
ka angielskiego. Do udziatu zaprasza-
ni sa profesorowie, doktorzy (takze
mtodzi pracownicy nauki), przedsie-
biorcy i administratorzy. Eksperci zy-
skujg doswiadczenie nieocenione w
przygotowaniu wiasnych projektow,
poznajg wymogi KE, nawigzujg kon-
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takty pracujac w miedzynarodowej
grupie oraz otrzymujg gratyfikacje fi-
nansowg od KE. Zgtoszenia mogg by¢
dokonywane w trybie ciggtym przez
instytucje i osoby indywidualne w
catym siedmioletnim okresie dziata-
nia 7 PR. Zgtaszajac sie nalezy wypet-
ni¢ formularze zgtoszen dostepne na
stronie CORDIS https://cordis.europa.
eu/emmfp7/index.cfm?fuseaction=wel.
welcome. Wiecej szczeg6tdw na stro-
nie Krajowego Punktu Kontaktowego
7 PR http://www.kpk.gov.pl/7pr/eksper-
ci.html.

Nagrody dla fizykéw z Uniwer-
sytetu Jagiellohskiego. Polskie To-
warzystwo Fizyczne uhonorowato w

stytucie Fizyki UJ, gdzie przed dzie-
sieciu laty prof. Gawlik ze wspditpra-
cownikami podjeli pierwsze w kraju
doswiadczenia nad laserowymi me-
todami ochtadzania i putapkowania
atomow. W 1998 roku powstata w
Krakowie pierwsza polska putapka
magnetooptyczna, w ktérej osiggnie-
to temperature 100 mikrokelwinéw
(0,0001 K). Dzieki powstaniu w 2001
r. Krajowego Laboratorium Fizyki
Atomowej, Molekularnej i Optycznej
przy UMK w Toruniu, mozna byto
rozszerzy¢ zakres tych badan na jesz-
cze nizsze temperatury, w ktérych
mozliwa jest juz kondensacja Bose-
go-Einsteina. Mozna tez byto w nie
wiaczy¢ réwniez inne os$rodki. Dzieki

biezagcym  roku
fizykéw z Uni-
wersytetu Jagiel-
lonskiego przy-
znajagc im swe
doroczne nagro-
dy. PTF przy-
Znaje corocznie
nagrode nauko-
wa im. Wojcie-
cha Rubinowicza
dla wyro6zniania
aktualnych na-
ukowych osig-
gnie¢ fizykow
polskich; nagro-
de przyznaje sie za wyhitne i tworcze
prace badawcze z zakresu fizyki. Na-
grode za rok 2007 i dyplom otrzymat
prof. dr hab. Wojciech Gawlik (Fot.
3) z Instytutu Fizyki Uniwersytetu Ja-
giellonskiego, za osiggniecia z zakre-
su spektroskopii laserowej i fotoniki,
a w szczegoblno$ci za prace, ktére do-
prowadzity do wytworzenia w Polsce
kondensatu Bosego-Einsteina.

Fotografia 3. Prof. dr hab.

Pierwszy w Polsce kondensat Bo-
sego-Einsteina zostat otrzymany 2
marca 2007 roku w Krajowym Labo-
ratorium Fizyki Atomowej, Moleku-
larnej i Optycznej. Osiggneta to grupa
o$miu fizykéw, pod kierunkiem prof.
Wojciecha Gawlika z IF UJ: Wojciech
Gawlik, Andrzej Noga, Jerzy Zacho-
rowski i Michat Zawada (UJ), Franci-
szek Bylicki i Michat Zawada (UMK),
Wiodzimierz Jastrzebski (IF PAN,
Warszawa), Jacek Szczepkowski (Po-
morska Akademia Pedagogiczna,
Stupsk) Marcin Witkowski (Uniwer-
sytet Opolski). Projekt wytworzenia
polskiego kondensatu powstat w In-

Wojciech Gawlik.

temu do zespotu do-
taczyt Wiodzimierz
Jastrzebski z IF
PAN w Warszawie,
ktory jako jedyny
wowczas polski fi-
zyk eksperymento-
wat z kondensatem
za granicg. Duzy
wkiad do projek-
tu w jego wstepnej
fazie wnies$li tez:
Maria Brzozowska
i Tomasz Brzozow-
ski z IFUJ i Pawet
Kruk (pierwotnie z
IFDosw. UW, potem z IF UJ). Badania
finansowal Komitet Badan Nauko-
wych. Mimo uptywu dwunastu lat od
jego odkrycia, kondensat Bosego-Ein-
steina jest badany w zaledwie szes-
nastu krajach; od 2 marca br. Polska
jestjednym z nich —jedynym miedzy
tabg a Pekinem.

Kondensat Bosego-Einsteina to
postulowany teoretycznie przez Sa-
tyendre Natha Bosego i Alberta Ein-
steina w 1924 roku, bardzo egzotycz-
ny stan materii, ktéry moze zostac
osiggniety przez obiekty kwantowe
nalezace do grupy czastek zwanych
bozonami. W czystej formie zaob-
serwowano go dopiero w roku 1995
w doswiadczeniach wykonanych w
USA z rozrzedzonymi atomami. Au-
torzy tych doswiadczen w 2001 roku
otrzymali nagrode Nobla.

Kondensacja Bosego-Einsteina jest
jednym z najwazniejszych zjawisk, w
ktérych przejawia sie falowa natura
atoméw i w ktérych mozemy obser-
wowac efekty kwantowe w skali ma-
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kroskopowej. Niezwyktos¢ kondensatu
polega na tym, ze jest to zbi6r duzej
liczby atoméw (w polskim dos$wiad-
czeniu rzedu 100000) z ktérych wszyst-
kie sg w tym samym stanie o najnizszej
energii i zachowujg sie w identyczny
spos6b. Badania whasnosci kondensatu
umozliwiajg fizykom poznawanie zja-
wisk, takich jak nadciekto$¢ i nadprze-
wodnictwo. Kondensat Bosego-Einste-
ina stwarza tez nadzieje na stworzenie
komputeréw kwantowych, ktore do
niedawna nalezaly do obszaru fanta-

mozna uzyskac¢ na stronie www.vien-
napen.org, w korespondencji z Dyrek-
torem Dybasiem: dybas.viennapen@
ycn.com oraz w kontaktach telefonicz-
nych: +43-1-713-03 83-305 lub faksem:
+43-1-713-5929-550 (301).

Profesor Zygmunt Machoy dokto-
rem honoris causa Pomorskiej Aka-
demii Medycznej. Wspotzatozyciel i
kilkukrotny przewodniczacy Oddzia-
tu PTBiochemicznego w Szczecinie,
niezmordowany  pro-

styki naukowej, a takze
moze pozwoli¢ na ty-
sigckrotne poprawienie
doktadnosci obecnych
zegar6w atomowych,
istotnej dla telekomu-
nikacji i nawigacji (wg
www.UJ).

Stacja naukowa
PAN w Wiedniu za-
prasza. Wg informacji
dyrektora Stacji Na-
ukowej PAN w Wied-
niu, dr hab. Bogusta-
wa Dybasia istniejg
mozliwosci wspot-
pracy w obszarze pol-
sko-austriackich kon-
taktéw naukowych. Stacja Naukowa
PAN miesci sie w dawnym ,Domu
Polskim™ w 3. dzielnicy Wiednia, w
bezposrednim sasiedztwie komplek-
su patacowego Belweder, a takze w
poblizu Dworca Potudniowego (Siid-
bahnhof); tu zwykle przyjezdzajg au-
tobusy i pociagi z Polski.

Gtownym zadaniem Stacji Nauko-
wej PAN w Wiedniu jest populary-
zowanie osiagnie¢ nauki polskiej na
terenie Austrii oraz wspomaganie
polsko-austriackiej wspotpracy na-
ukowej. Stacja dysponuje odpowied-
nim zapleczem lokalowym w gmachu
przy Boerhaavegasse 25, w ktorym
sg odpowiednio wyposazone sale
konferencyjne dla ok. 80 i 30 oso6b i
40 miejsc noclegowych w pokojach
goscinnych. Stacja jest otwarta na pro-
pozycje organizowania imprez o cha-
rakterze naukowym. Pokoje goscinne
z aneksem kuchennym i dostepem do
internetu na terenie Stacji moga by¢
wykorzystane przez polskich (i zagra-
nicznych) uczonych, stypendystéw,
doktorantdw, a takze studentéw, przy
krétszych lub dtuzszych pobytach na
terenie Wiednia. Wiecej informacji
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Fotografia 4. Prof. Zygmunt Machoy.

pagator biochemii, a od
1994 roku Cztonek Ho-
' norowy Towarzystwa,
prof. Zygmunt Machoy
| otrzymat najwyzsza
| godnos¢  akademicka
| w swojej Alma Mater,
w dniu 1 pazdzierni-
| ka podczas uroczystej
| inauguracji roku aka-
| demickiego 2007/2008
(Fot. 4). Laudacje przed-
stawiat prof. Dariusz
Chlubek — wychowa-
nek i nastepca Profeso-
ra (Fot. 5).

Profesor Machoy
jest Wielkopolaninem; urodzit sie
w roku 1924 w Wolsztynie. Zanim
osiggnagt akademickie

odbarwianie niektérych barwnikow
spozywczych przy wspdtudziale tle-
nu powietrza, a stopien doktora ha-
bilitowanego w 1970 r. bronigc roz-
prawy pt. Fizykochemiczne badania
procesu pobierania tlenu przez uktad
oksydazy cytochromowej. Posiada
dwa stopnie specjalizacji w zakresie
analityki chemicznej. W roku 1976
objat kierownictwo Zakiadu Chemii
Fizjologicznej PAM, przemianowa-
nego po6zniej na Zaktad Biochemii
PAM. W 1986 r. uzyskat tytut profe-
sora nadzwyczajnego, a w 1992 tytut
profesora zwyczajnego. Prof. Machoy
byt czynny w zyciu Uczelni. W latach
1981-84 petnit obowiagzki prodziekana
Wydziatu Lekarskiego PAM, a przez
kolejne 3 lata kierowat Wydziatem Le-
karskim jako dziekan. W wyniku Jego
staran w 1987 r. Uczelnia uzyskata
prawa do nadawania stopni doktora
i doktora habilitowanego w zakresie
biologii medycznej. Przez 50 lat petnit
rézne funkcje w komisjach Senackich
PAM. W latach 1996-2006 byt orga-
nizatorem i kierownikiem Studium
Doktoranckiego PAM.

Ujmujac sprawe statystycznie Pro-
fesor jest autorem lub wspdtautorem
ok. 250 publikacji w czasopismach
polsko- i anglojezycznych, w tym
prac oryginalnych i pogladowych, au-

torem lub redaktorem

wyksztatcenie prze-
zyt ponure czasy |l
wojny $wiatowej i lata
okupacji w Polsce.
Majac dystans cza-
sowy do tego okresu
Profesor opowiada
z uSmiechem o tych
nietatwych latach,
dzi$ ocenianych jako
znakomita szkota zy-
cia; byty wstepem do
wyksztatcania trudnej
umiejetnosci zycia w
gromadzie, wspodtpra-
cy i podejmowania
nietatwych decyzji.
Jest absolwentem Wy-
dziatu Matematyki,
Fizyki i Chemii Uniwersytetu Po-
znanskiego, z roku 1951. Od tej pory
jest zwigzany z Pomorskg Akade-
mig Medyczng, cho¢ stopien dokto-
ra i doktora habilitowanego uzyskat
na UAM. W 1962 r. uzyskatl stopien
doktora nauk przyrodniczych na
podstawie rozprawy pt. Kontaktowe

Fotografia 5. Prof. Dariusz Chlubek.

wydawnictw ksigzko-
wych, w tym ,Meta-
bolizm fluoru™, skryptu
»Chemia", podrecznika
,Biochemia", 18 ze-
szytow  Studenckiego
Towarzystwa Nauko-
wego PAM, rozdziatow
w  ksigzkach: ,Szko-
dliwosé zanieczysz-
| czen chemicznych dla
| cztowieka i zwierzat"
| —wydanej przez PAN,
| ,,Bioaccumulation and
| elimination of fluorine
compounds” wydanej
przez ISFR oraz ,Histo-
ria nauczania medycy-
ny w Polsce” wydanej
przez PAU. Profesor Machoy jest
autorem niezliczonej liczby refera-
tow programowych prezentowanych
podczas naukowych spotkan tak w
kraju, jak i poza Polskg. Poczatko-
wo zajmowaty Profesora zagadnie-
nia z dziedziny analityki lekarskiej,
tj. wykorzystanie badan biatka krwi
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i ptynu moézgowo-rdzeniowego w
diagnostyce patologii przebiegaja-
cych z ostrym lub przewlektym pro-
cesem zapalnym uktadu nerwowego.
Przez kolejne lata badat mechanizmy
dziatania enzymoéw tancucha odde-
chowego komérki, ze szczegdlnym
odniesieniem do oksydazy cytochro-
mowej oraz prowadzit lub inicjowat
badania zmian energetycznych towa-
rzyszacych reakcjom biochemicznym.
Uchodzit wodwczas w S$rodowisku
biochemikéw za wielkiego znawce
zagadnienia. Badania te byly konty-
nuacjg oraz rozwinieciem wcze$niej
prowadzonych badan tafcucha odde-
chowego komérki. Badania biopier-
wiastkow, poza fluorem, z uwzgled-
nieniem roli i znaczenia pierwiastkow
chemicznych w organizmach zywych,
zajmowaty Profesora iJego zespot w
latach 1986-2001. Byty i sg to badania
odnoszace sie do réznych tkanek i
organizmow. Dzieki poznawaniu me-
chanizmdéw — korzystnych i szkodli-
wych —dziatania zwigzkéw fluoru w
ro$linach, u zwierzat i ludzi, zostato
stworzone pojecie bhiologicznego za-
grozenia ze strony zwigzkow fluoru
dla réznych organizméw zywych
oraz rozpoczeto w praktyce rolniczej
i medycznej aplikacje teoretycznych
przestanek wynikajacych z badan do-
Swiadczalnych. Problematyka zwig-
zana z bioenergetykyg i przemianami
fluoru zyskata najwieksze uznanie
Srodowisk biochemicznego i lekar-
skiego. Te kierunki badawcze zyskaty
uznanie na arenie miedzynarodowej.

Podejmowana i rozwijana przez
Profesora i Jego Zespot problematyka
badawcza doprowadzita do uksztat-
towania swoistej szkoty analitycznej
dysponujacej réznorodnymi techni-
kami i narzedziami analitycznymi.
W oparciu o doSwiadczenia Katedry
organizowane sg w niej okresowo
warsztaty problemowe dostepne dla
uczestnikdéw spoza Szczecina. Proble-
matyka naukowa, zajmujaca bez resz-
ty Katedre Biochemii i Chemii PAM
zainteresowata wiele laboratoriow i
klinik nie tylko w PAM i uczelniach
Szczecina, ale badania nad oddziaty-
waniem fluoru rozwinety sie w pozo-
statych akademiach medycznych w
Polsce oraz w niektérych uczelniach
rolniczych itechnicznych kraju.

Szeroko pojeta i zakrojona na
znaczng skale krajowa i miedzyna-
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rodowa publikacja osiggnie¢ badan
nad naturg fluoru stanowita odpo-
wiedz uczonych tej miary co Profesor
Machoy na oczekiwania ekologéw i
Swiata lekarskiego w sprawie prze-
ciwdziatania degradacji $rodowiska
naturalnego przez postepujace uprze-
mystowienie oraz wskazywaty na
zagrozenie zdrowia i zycia wskutek
stosowania pochodnych fluorowych
w medycynie, stomatologii i rolnic-
twie. Wymiernym skutkiem realizacji
badan byta chociazby zmiana techno-
logii produkcji nawozéw fosforowych
w Zaktadach Chemicznych ,,Police",
emitera niebezpiecznych ilosci fluoru
do atmosfery.

Promocja problematyki badaw-
czej i merytorycznych nowosci uzy-
skanych przez Profesora i Jego Ze-
sp6t miata miejsce podczas spotkan
naukowych organizowanych przez
Profesora lub w kooperacji z inny-
mi partnerami. Organizowane przez
szczecinski Oddziat PTBioch. konfe-
rencje pod nazwg Dni Biochemiczne
PAM, niemal cyklicznie przygotowy-
wane przez Zespo6t Profesora sympo-
zja fluorowe, specjalistyczne sesje
w programach krajowych zjazdéw
biochemicznych, zorganizowana z
wielkg determinacjg w Szczecinie,
w roku 2000, Swiatowa konferencja
ISFR stanowity platformy, na ktérych
naukowcy rozmaitych specjalnosci
dyskutowali uzyskane wyniki badan
doswiadczalnych i klinicznych oraz

chemicznego (1961), chemicznego,
toksykologicznego jest naturalnym
nastepstwem wyksztatcenia i zainte-
resowan naukowych Profesora. Od
roku 1986 jest cztonkiem Interna-
tional Society for Fluoride Research
(ISFR), byt drugim i pierwszym wi-
ceprzewodniczagcym Towarzystwa
w latach 1996-1998 i 1998-2000, a
przez kolejne dwa lata kierowat
ISFR. Brat czynny udzial w pracach
Rady Redakcyjnej Environmental
Sciences (Japonia), ,Hungarian Flu-
oride", ,,Fluoride” (USA).

Katedra pod rzadami Profesora
Machoya rozwijata sie bujnie. Nadal
osiggniecia jej pracownikdéw, dzisiaj
mtodych i bardzo mtodych, realizacja
programéw naukowych wydaje sie
by¢ pod czujnym, acz raczej tagodnym,
bardziej ojcowskim niz kierowniczym,
okiem Profesora. Sprawy kierownicze
bowiem przejat wychowanek Profeso-
ra, najmtodszy z grona samodzielnych
pracownikéw, pan profesor Dariusz
Chlubek. Profesor wypromowat bli-
sko 30 doktorow; z tej grupy Profesor
doczekat sie czworga doktoréw habi-
litowanych. Aktualnie, trzej z nich, z
tytutami naukowymi ,,profesora”, kie-
rujg Katedrami i Klinikg w Pomorskiej
Akademii Medycznej.

Zachodniopomorski Nobel. Lau-
reatem Zachodniopomorskiego Nobla
w naukach medycznych za 2006 r.
zostat profesor Marek Drozdzik z Po-

zalety uzytych se-
lektywnych technik i
metod analitycznych.
Naukowcy o szcze-

gélnym autorytecie
naukowym przede
wszystkim nagta-

$niali odpowiednim
stuzbom administra-
cyjnym miasta i pan-
stwa problemy eko-
logiczne i zdrowotne
wynikajagce z coraz
bardziej zaawanso-
wanych badan.

Fotografia 6. Prof. Marek Drozdzik.

Pan prof. Zyg-
munt Machoy jest
Cztowiekiem bardzo aktywnym.
Przynalezno$¢ do towarzystw na-
ukowych, petnione w nich funkcje
sg wyktadnikiem Jego zaangazowa-
nia w sprawy nauki i jej promocje.
Przynalezno$¢ do towarzystw bio-

morskiej Akademii
Medycznej (Fot. 6).
Otrzymat go za po-
szukiwanie czynni-
kéw genetycznych
wplywajacych na
skutecznos¢ ibezpie-
czenstwo farmako-
terapii, szczegdlnie
lekami immunosu-
presyjnymi i immu-
nomodulujgcymi
u chorych po prze-
szczepieniu  narzg-
dow oraz z reumato-
idalnym zapaleniem
stawow. Wyniki jego
badan przyczyniajg
sie do indywidualizacji leczenia pacjen-
téw, prowadzgc tym samym do wzro-
stu skutecznosci ibezpieczenstwa lecze-
nia. W niektorych przypadkach dziatan
niepozadanych badania te mogg miec
tez znaczenie diagnostyczne.
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Profesor Marek Drozdzik jest kie-
rownikiem Katedry Farmakologii
oraz Zaktadu Farmakologii Doswiad-
czalnej i Klinicznej PAM, a takze pro-
dziekanem Wydziatu Lekarskiego
ds. studentéw zagranicznych. Jego
zainteresowania naukowe obejmuja
farmakokinetyke lekéw w stanach
patologicznych oraz wzajemne od-
dziatywanie lekéw. Prowadzi row-
niez badania nad w}aSciwosciami
farmakologicznymi surowcéw po-
chodzenia naturalnego oraz zajmuje
sie zagadnieniami terapii genowej i
farmakogenetyki. Profesor Drozdzik
jest absolwentem PAM. Jego Kkarie-
ra naukowa jest zwigzana z Akade-
mig oraz Uniwersytetem Nawarra w
Hiszpanii i Uniwersytetem Pensylwa-
nia w USA. Jest autorem 120 publika-
cji naukowych i promotorem pieciu
przewoddw doktorskich. Prowadzit
badania w ramach 12 grantéw KBN,
jest takze laureatem Nagrody Prezesa
Rady Ministrow. Zachodniopomor-
skie Noble to prestizowe wyréznienia
za szczeg6lne osiggniecia naukowe.
Przyznawano je juz po raz siédmy,
w tym roku w sze$ciu kategoriach:
w naukach podstawowych, huma-
nistycznych, medycznych, technicz-
nych, rolniczych i naukach o morzu.
W tej ostatniej kategorii przyznano je
po raz pierwszy w uznaniu rozwoju
tej dziedziny wiedzy.

Odkrycie naukowcoéw z PAM.
Skuteczno$¢ chemioterapii raka pier-
si zalezy od zmian w genach. W nu-
merze majowym ,Breast Cancer Re-
search Treatment" ukazata sie praca
opisujgca niezwykle wazne dla dobo-
ru skutecznej chemioterapii raka pier-
si odkrycie naukowcoéw z Miedzyna-
rodowego Centrum Nowotworéow
Dziedzicznych Pomorskiej Akademii
Medycznej. Jako pierwszy w S$wie-
cie zesp6t pod kierunkiem prof. Jana
Lubinskiego (Fot. 7) wykazat brak
skutecznos$ci chemioterapii przedope-
racyjnej z uzyciem taksanéw (zastoso-
wanym lekiem byt docetaxel) w lecze-
niu kobiet z rakiem piersi bedacych
nosicielkami mutacji genu BRCAL
Doktor Tomasz Byrski dokonat ana-
lizy skutecznosci schematéw leczenia
przedoperacyjnego w grupie okoto
3500 chorych w wieku ponizej 51.
roku zycia z 20 szpitali z wiekszosci
regionéw Polski. U okoto 800 z nich
stopien zaawansowania raka piersi w
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chwili rozpoznania byt tak znaczny,
ze pacjentki zostaty zakwalifikowane
do przedoperacyjnej chemioterapii.
Okazato sie, ze w grupie kobiet z mu-
tacja BRCAL skuteczne byty tylko te
rodzaje chemioterapii, w ktérych nie
stosowano taksanéw. U wiekszosci
pacjentek z rakiem piersi i mutacja
genu BRCAL chemiotera-

pia z uzyciem taksanow W
nie powodowata zmniej-
szania sie masy guza.
Taksany nalezg do lekéw,
ktérych stosowanie wia-

ze sie z wystepowaniem
istotnych powiktan, np.
neutropenii, reakcji nad-
wrazliwosci i polineuro-
patii. W Swietle opisane-

go odkrycia, jak rowniez
danych
nych z badan na liniach
komdérkowych oraz ob-

serwacji leczenia rakow jajnika wyda-
je sie wysoce celowe, by pacjentkom
z mutacja BRCA1l przedstawi¢ do
wyboru opcje leczenia neoadjuwan-
towego raka piersi chemioterapig bez
udziatu taksandéw. Taka procedura
jest zgodna z najnowszym stanowi-
skiem Polskiej Unii Onkologii. Okoto
6% chorych z rakiem piersi zdiagno-
zowanym przed 51. rokiem

eksperymental- Fotografia 7. Prof. Jan Lubinski.

—European Research Council (ERC).
Konkurs EURYI jest dwuetapowy;
na poziomie krajowym procedura
selekcyjna koordynowana jest przez
organizacje cztonkowska (w Polsce
przez FNP), a przebieg konkursu na
poziomie europejskim nadzoruje ESF.
Wytoniony w polskim konkursie, dr
Maciej Wojtkowski
(Fot. 8) z Instytutu
Fizyki Uniwersytetu
Mikotaja Koperni-
ka konkurowat z 112
kandydatami z roéz-
nych krajow europej-
skich. 51 oséb, w tym
dr Wojtkowskiego, za-
proszono na rozmowy
kwalifikacyjne, ktore
. zadecydowaly o wer-

dykcie komisji przy-

znajacej nagrody. W

tym roku, oprécz Po-
laka, nagrody otrzymato 19 mtodych
naukowcéw: Francuzi (5), Niemcy,
Szwajcarzy (a 4), Holendrzy (3) oraz
po jednym naukowcu z Turcji, Czech
i Szwecji. Wysoko$¢ przyznanych na-
grod waha sie od 900 tys. do nieco po-
nad 1 200 min euro, wyptacanych w
ciggu 5-ciu lat trwania projektu. Cat-
kowita warto$¢ nagrody przyznana
polskiemu laureatowi

zycia to kobiety bedace
nosicielkami mutacji genu
BRCAL. W celu wykrycia
mutacji BRCAL1 u wszyst-
kich pacjentek z rakiem
piersi nalezy wykona¢ test
DNA, najlepiej z krwi ob- S
wodowej, refundowany
przez NFZ (wg opracowa-
nia prof. J. Lubinskiego, ze
strony www.PAM).

Doktor Maciej Wojt-

kowski laureatem presti-
zowej Nagrody dla Mtio-

dego Naukowca (EURYI)- Fotografia 8. Dr Maciej Wojtkowski

Celem nagrody EURYI,

utworzonej z inicjatywy

European Heads of Research Councils
(EuroHORCs) i we wspotpracy z Eu-
ropean Science Foundation (ESF) jest
zachecanie wyjatkowo uzdolnionych,
miodych uczonych z catego Swiata do
pracy na rzecz naukowego rozwoju
Europy. Tegoroczna edycja EURYI
odbyta sie po raz ostatni ze wzgledu
na uruchomienie podobnego pro-
gramu przez nowopowstatg Euro-
pejska Rade ds. Badan Naukowych

wynosi 1 224 92391
euro.

32-letni dr Wojt-
kowski, fizyk me-
dyczny, konstruktor
tomografu do bada-
nia siatkéwki oka,
ma ogromny wkiad
w rozw0j metod ba-
dan okulistycznych.
Pracowat w Massa-
chusetts Institute of
Technology; odbyt
takze staze na Uni-
wersytecie w Wiedniu
oraz na Uniwersytecie
w Kent w Cantenbury;
jest stypendystg programoéw START
oraz POWROTY/Homing FNP;
otrzymat tez stypendium ,Polityki".
Posiada doSwiadczenie w projektach
finansowanych wspdlnie przez Ko-
mitet Badan Naukowych i National
Institute of Heath (NIH). Stopien na-
ukowy doktora otrzymat na Uniwer-
sytecie Mikotaja Kopernika w 2003
r. Laureat w ramach nagrodzonego
projektu zamierza zbadaé rozwo6j me-
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tod umozliwiajacych otrzymanie, w
nieinwazyjny i bezkontaktowy spo-
sob, nowych informacji o strukturze
i czynnos$ci organizméw zywych za
pomoca Swiatta. Punktem wyjscia in-
terdyscyplinarnego projektu badaw-
czego dr Wojtkowskiego jest rozwoj
nowych metod obrazo-
wania opartych na tomo-
grafii optycznej z uzyciem
Swiatta czeSciowo spdjne-
go. Tomografia optyczna
OCT (Optical Coherence
Tomography) pozwala na
rekonstruowanie trojwy-
miarowej struktury tkan-
ki z rozdzielczoscig rze-
du mikrometrow, ktora
umozliwia szczeg6towg
analize struktur. Otrzy-
mywane obrazy moga
by¢ analizowane automa- jawier.
tycznie przez komputer i

dzieki temu mozliwa jest

ocena postepu zmian patologicznych
badanych struktur. Dzieki dotych-
czasowym pracom dr Wojtkowskie-
go, te nowatorskg metode mozna juz
teraz zastosowa¢ do oceny postepu
zmian patologicznych siatkéwki, w
takich schorzeniach jak: jaskra, zwy-
rodnienie plamki, otwory w plam-
ce, odwarstwienia siatkéwki, btony
przedsiatkbwkowe i innych. Autor
proponuje w swoim projekcie dodat-
kowe potgczenie OCT z mikroskopig
fluorescencyjna; moze to umozliwié
otrzymywanie informacji o czynnosci
i strukturze badanych obiektéw hiolo-
gicznych w skali komérkowej.

Wyktady popularnonaukowe
przeznaczone dla szerokiego kregu
stuchaczy organizuje Polska Aka-
demia Nauk wspdlnie z Towarzy-
stwem Naukowym Warszawskim
od pazdziernika 2003 r. Inicjatywa ta
— to z jednej strony przypomnienie
pieknej tradycji dziatajacej przed laty

LISTY DO REDAKCJI

Polifenole, nowotwory
i chemoprewencja

Zwiagzki o charakterze polifenoli
wystepuja powszechnie w wielu ja-
dalnych owocach i warzywach. Oce-
nia sie, ze codzienna dieta cztowieka
moze zawieraé od 1-2 g tych substan-
cji. Do tej zréznicowanej grupy roslin-
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Wszechnicy PAN, z drugiej — re-
aktywowanie sprawdzonych form
upowszechniania wiedzy 0 nauce.
Wyktady otwarte Wszechnicy odby-
wajg sie w drugg Srode miesigca (z
wytgczeniem dni ustawowo wolnych
od pracy) o godz. 17.30 w Sali Lustrza-
nej w Patacu Staszica przy ul.
Nowy

Swiat 72 w Warszawie. Do
wygtaszania  wyktadow za-
praszani sg znakomici na-
ukowcy i ludzie kultury z
wielu o$rodkow krajowych i
zagranicznych.

Pierwszg nagrode na do-
rocznym Europejskim Forum
Zylnym (EVF) w Stambule
zdobyli prof. Arkadiusz Ja-

Fotografia 9. Prof. Arkadiusz wien (Fot. 9) i dr Pawel Brazis

(Fot. 10). Praca Polakow p.t.

»,Haemodynamic assessment
of iliac veins and the- —
ir relationship with
the  sapheno-femo-
ral junction" zostata
uznana za najlepsza
spos$rod blisko 100
zgtoszonych do kon-
kursu. Ich praca do-
tyczyta oceny prze-
ptywédw w uktadzie
zylnym konczyny
dolnej u chorych z
przewlektymi zabu-
rzeniami  zylnymi.
Nad zagadnieniem tym pracowali
rok. Odkryli, ze doktadna ocena prze-
ptywu zylnego juz w obrebie miedni-
cy oddziatuje na przeptyw w obrebie
konczyn dolnych. Do tej pory konczy-
ny dolne badano tylko do pachwiny.
Gdanscy specjalisci udowodnili, ze po-
szerzone badania moga pomoc w dia-
gnozowaniu i leczeniu zylakéw nég u
chorych na catym $wiecie. W ramach
nagrody obu naukowcow zaproszono

nych fenoli, obok wielu innych, nalezg
kwasy fenolowe i pochodne stilbenu.
Zwigzki te wykazuja nie tylko zrézni-
cowang budowe, ale takze aktywnos¢
biologiczng. Wiekszos$¢ z nich zaliczy¢
mozna do przeciwutleniaczy (antyok-
sydantéw). Szczeg6lnie interesujace
sg ich witasciwosci zwigzane z moz-
liwoscig prewencji i/lub wspomaga-
nej terapii chorob okreslanych jako

Fotografia 10. Dr Pawet Brazis.

do udziatu w Amerykanskim Forum
Zylnym, ktore odbedzie sie w USA w
lutym 2008 roku. Bedzie to dla nich
okazja do zapoznania zgromadzonych
naukowcow z tematyka i zatozeniami
swojej pracy. Prof. Jawien kieruje Ka-
tedrg i Klinikg Chirurgii Og6lnej CM
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu, a dr Pawet Brazis jest asysten-
tem w Katedrze i Zaktadzie Anatomii
Prawidtowej tej uczelni.

Pawetl Walewski, dziennikarz ty-
godnika Polityka, zdobyt pierwsze
miejsce w prestizowym konkursie Best
Cancer Reporter Award 2007. Konkurs,
jako inicjatywa European School of On-
cology (ESO) z roku 2006, promuje ar-
tykuty dziennikarskie, pomagajace zro-
zumie¢ doswiadczenia ludzi chorych
na raka, i przypominajg, ze szanse i
jakos¢ przezycia w wielkiej mierze zale-
73 od zastosowania skutecznych metod
wczesnego wykrycia, leczenia i rehabi-
litacji. Jurorzy
zwracali uwage
na dociekliwos$¢
dziennikarzy,
umiejetnosé
propagowania
wiedzy o poste-
pach w onkolo-
gii i umieszcza-
nia w artyku-
tach informacji
spotecznie
przydatnych.
Ocenie jury
podlegata umiejetno$¢ zachowania
wrazliwosci dziennikarza wobec pa-
cjentairodziny chorego, podejmowanie
skutecznej proby uswiadamiania chorej
osobie, ze zycie nie zatrzymuje sie w
chwili poznania lekarskiej diagnozy.
ESO uznata, ze pan Pawel Walewski
ma cechy warunkujace spetnianie ocze-
kiwan pacjentéw ijury.

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej

degeneracyjne, przede wszystkim
nowotworéw. Postep w zrozumie-
niu molekularnych mechanizméw
rozwoju nowotworéw z jednej stro-
ny i brak sukcesdw w zmniejszaniu
wskaznikow $miertelnosci z powodu
nowotwordow z drugiej, wskazuje, ze
jedyng alternatywg leczenia ostatnich
stadiéw choroby jest kontrola tego
procesu. Jak wskazuje pordownanie
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analizy $miertelnosci z powodu cho-
réb uktadu krazenia (Ryc. 1), z da-
nymi dotyczacymi nowotworéw, ta

Choroby serca
i ukladu krazenia

kancerogenu 7,12-dimetylbenz[a]an-
tracenu z dAdo. Ta obserwacja jest
istotna w konteks$cie danych wskazu-
jacych, ze wiasnie te
addukty sa odpowie-
dzialne za mutacje A-
T w onkogenie H-ras
stwierdzane w indu-
kowanych przez ten
zwigzek brodawcza-
kach w skorze mysiej.

Roslinne fenole in-

Rycina 1. Smiertelno$¢ z powodu choréb serca i uktadu krazenia oraz nowo-

geruja takze w etap
promocji, charaktery-
zujacy sie sie klonal-

1007
000 4
0

tworéw w USA w latach 1975-2001. Przestawione dane odnosza sig do grupy NYM rozrostem zaini-
wiekowej ponizej 85 lat i obrazuja ilo§¢ zgon6éw na 100 000 mieszkancéw (za cjowanych komorek.

Jamel A et al. Cancer Statistics , 2005. CA; A Cancer Journal for Clinicians 55;

10-30).

pierwsza przynajmniej w USA, ulegta
znacznemu zmniejszeniu, m.in. dzie-
ki skutecznej profilaktyce polegajacej
np. na stosowaniu statyn obnizaja-
cych poziom cholesterolu.

W odniesieniu do nowotwordéw
tego rodzaju podejscie, okreslane jako
chemoprewencja, zostato zapropono-
wane juz na poczatku lat 70. ubiegtego
wieku jako postepowanie majace na
celu zahamowanie, odwroécenie lub
opOznienie procesu kancerogenezy
poprzez interwencje na mozliwie naj-
wczesniejszych jego etapach. W tym
celu moga by¢ wykorzystane zwigz-
ki syntetyczne np. niesteroidowe leki
przeciwzapalne lub pochodzenia na-
turalnego. Szczeg6lne zainteresowa-
nie budza sktadniki diety. Badania
prowadzone w zespole Katedry Bio-
chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu wykazaty,
ze roslinne kwasy fenolowe, protoka-
techowy, chlorogenowy i taninowy, a
takze pochodne stilbenu, resweratrol i
jego analogi mogg ingerowac zar6wno
w inicjacje, jak i w promoqge kancero-
genezy w modelowych uktadach do-
Swiadczalnych. W odniesieniu do tego
pierwszego etapu, jest to zwigzane z
hamowaniem drog aktywacji kancero-
gendéw, indukcja enzymow detoksyka-
cyjnych i/lub zmniejszaniem poziomu
uszkodzehA DNA. Szczegdlnie aktyw-
ny w tym wzgledzie okazat sie wyste-
pujacy w wielu owocach jagodowych
kwas taninowy oraz resweratrol, beda-
cy podobnie jak kwas taninowy sktad-
nikiem m.in. czerwonego wina. Kwas
taninowy hamowat niemalze catkowi-
cie tworzenie adduktéw modelowego
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Zaréwno kwasy feno-
lowe jak i pochodne
stilbenu  zmniejszajg
aktywnos$¢ i ekspresje uwazanych za
markery promocji enzymoéw takich
jak PKC i bedacych odpowiedzig na
procesy zapalne czynnikéw trans-
krypcyjnych NFkB i AP-1 oraz kon-
trolowanych przez nie genéw COX-2
i INOS. Resweratrol, pochodna stilbe-
nu (frans-3,5,4'-trihydroxystilben) jest
od 10 lat przedmiotem intensywnych
badan wielu zespotéw. Zwiazek ten
wydaje sie by¢ bardzo obiecujacym
czynnikiem chemoprewencyjnym.
Istotnym jego ograniczeniem jest niska
biodostepno$é. Badane przez wspo-
mniany wyzej zesp6t we wspoipracy z
US Department of Agriculture Univer-
sity of Minnesota, naturalne analogi,
szczegOlnie pterostilben (3,5-dimetho-
xy-4'-hydroxystilbene) wykazujg taka
sama, a nawet wiekszg aktywnos$¢ w
odniesieniu do niektérych parame-
trow, ale charakteryzujg sie wiekszg
biodostepnoscig. Szczegolnie wyrazne
réznice stwierdzano w hamowaniu
aktywnos$ci cytochromu P450 1Al i
1B1. Pterostilben réwniez w wiekszym
stopniu niz resweratrol hamowat akty-
wacje NFkB i AP-1. Dieta to nie tylko
pojedyncze sktadniki, ale cala matryca
dostarczajgca wielu zwigzkow aktyw-
nych w jednym produkcie (patrz Po-
stepy Biochemii 53: 103-105 i 174-181,
2007). Badania realizowane w ramach
zakoniczonego w tym roku wieloosrod-
kowego grantu zamawianego MNiSW,
koordynowanego przez prof. Grajka z
Akademii Rolniczej w Poznaniu, wy-
kazaty, ze tradycyjne sktadniki pol-
skiej diety zawierajg znaczacy poziom
antyoksydantéw o duzej aktywnosci
biologicznej (podsumowaniem tych

badan jest ksigzka ,,Przeciwutleniacze
w zywnosci: Aspekty zdrowotne, tech-
nologiczne, molekularne i analitycz-
ne" wydana przez WNT). Szczegdlnie
interesujacy okazat sie spozywany po-
wszechnie burak ¢wiktowy, w ktdrym
wystepujg z6He i czerwone barwniki
betalainowe. Wtasciwosci antyoksyda-
cyjne tych zwigzkow zostaty niedaw-
no odkryte. Burak jest takze zrédtem
betainy (trimetylglyciny). Coraz wie-
cej danych wskazuje, ze zwigzek ten
moze chroni¢ przed dziataniem wielu
czynnikéw patogennych. Badania wy-
konane w ramach grantu, m.in. przez
zespoty Katedry Biochemii Farmaceu-
tycznej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu (UMP) i Katedre Techno-
logii Lekow i Biochemii Politechniki
Gdanskiej (PG) wykazaty, ze sok z bu-
raka moze zapobiega¢ uszkodzeniom
watroby i efektom kardiotoksycznym
wywotanym dziataniem cytostaty-
kéw. Dziatanie ochronne w stosun-
ku do watroby stwierdzone takze w
eksperymentach z sokiem z aronii i
nieklarownym sokiem z jabtek. Ten
ostatni jest dobrym przykiadem na
to, jak wiasciwa technologia przetwa-
rzania moze wzhogaci¢ lub pozbawié
produkt zwigzkéw aktywnych. W
przypadku jabtek sg nimi polimerycz-
ne procyjanidyny, ktore jak sie wydaje
moga by¢ szczegdlnie skutecznie w za-
pobieganiu nowotworom jelita grube-
go. Zwigzki te sg obecne wytgcznie w
soku nieklarowanym.

Przedstawione dane wskazujg, ze
przynajmniej niektére z badanych
przez polskie zespoty badawcze fenoli
moga by¢ wykorzystane jako proto-
typy nowych czynnikéw chemopre-
wencyjnych i/lub terapeutycznych. W
powigzaniu za$ z wilasciwg matrycg
zywieniowg moga by¢ skutecznym
narzedziem prewencji nowotworow, a
takze przyczynia¢ sie do zmniejszenia
niekorzystnych ubocznych skutkow
terapii. Niektore z omawianych zwigz-
kéw beda przedmiotem dalszych
badan w ramach tworzgcej sie sieci
EUROPREVENT, ktorej powstanie
zostato ,,sprowokowane" znacznym
op6znieniem Europy w tej dziedzinie
w poréwnaniu z USA. Do udzialu w
tej sieci zostaty zaproszone wspomnia-
ne w tej notatce zespoty UMP i PG.

Prof. Wanda Baer-Dubowska
Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu
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Wprowadzanie biomolekut
do komorek zwierzecych

STRESZCZENIE

astosowanie kultur komérkowych w badaniach naukowych umozliwito poznanie wie-

lu proceséw metabolicznych. Natomiast technologia wprowadzania makromolekut (w
szczegdlnosci DNA) do komoérek pozwolita na analize funkcji genéw i sekwencji niekodu-
jacych. Obecnie procedury transfekcji staty sie powszechnie dostepne dla badaczy. Artykut
ten przybliza zaréwno podstawowe, klasyczne techniki transfekcji oraz najnowsze osiagnie-
cia z tej dziedziny.

WPROWADZENIE

Postep nauki pozwalajacy na hodowle komorek zwierzecych w warunkach
laboratoryjnych (in vitro) umozliwia ptynne przejscie pomiedzy badaniami bio-
chemicznymi a doSwiadczeniami na zwierzetach. Eksperymenty prowadzone
na liniach komorkowych zachowujg catoksztatt wptywu kontekstu metabolizmu
komdérkowego na badany proces przy jednoczesnym ograniczeniu oddziatywa-
nia czynnikow egzogennych. Technologia hodowli linii komérkowych pozwo-
lita na gwattowny postep nauk biomedycznych gdyz stanowi tanszg i etycznie
dopuszczalng alternatywe wielu badan na zwierzetach.

Technika przyzyciowego wprowadzania do wnetrza komdrek biomolekut
(DNA, oligonukleotydow, RNA i biatek — m.in. przeciwciat) umozliwia bada-
nie wielu proceséw (Rye. 1). Najczesciej wprowadza sie DNA w postaci wekto-
row plazmidowych do ekspresji gendw kodujgcych biatka. Mozna w ten sposob
uzyskac¢ nadekspresje genu kodujacego natywne biatko o modyfikacjach potran-
slacyjnych typu ssaczego (gdy systemy prokariotyczne czy drozdzowe nie dajg
satysfakcjonujacych rezultatow), analizowaé procesy regulacji transkrypcji sto-
sujac systemy reporterowe lub badaé¢ subkomdrkowa lokalizacje biatek, oddzia-
tywania makromolekut czy tez rekombinacje.

GLOWNE TECHNIKI TRANSFEKCJI

Prace nad transfekcjg DNA do komérek rozpoczeto juz pod koniec lat sze$é-
dziesigtych ubiegtego wieku. Pierwotne techniki opieraty si¢ na mechanicznym
wprowadzaniu DNA do komérek poprzez mikroiniekcje [1], zeskrobywanie
komorek z podtoza oraz ich rozbijanie ultradzwiekami [2]. Pierwszymi techni-
kami, charakteryzujgcymi sie zadawalajgcg wydajnoscia i powtarzalnoscia, byty
procedury strgcania DNA solami fosforanowymi wapnia i kompleksacji z czga-
steczkami DEAE-dekstranu, ktére zostaty wyparte przez zastosowanie liposo-
moéw ztozonych z lipidow kationowych [3], Inne techniki, takie jak elektropora-
cja, mikroiniekcja i mikrowstrzeliwanie wymagajg kosztownego sprzetu. Dlate-
go optymalng alternatywa sg kompleksacje z substancjami organicznymi (m.in.
lipidy kationowe, biatka, poliaminy), ktére nalezg do aktualnie najpowszechniej
stosowanych gdyz cechuja sie wysoka powtarzalnoscig i wydajnoscia.

Elektrotransfekcja czyli transfekcja komdrek przy uzyciu impulséw pola elek-
trycznego (zwana takze elektroporacja) zostata wynaleziona przez Neumann i
wsp. [4], Pozwala ona na wprowadzenie obcych makroczasteczek do komérek
ssakow, owadow, rosdlin, pierwotniakéw, a takze bakterii i grzybéw. Mechanizm
elektrotranslokacji DNA przez btone komdrkowa nie zostat doktadnie poznany,
dlatego tez parametry impulséw elektrycznych okre$la sie doSwiadczalnie. Ist-
nieje wiele hipotez dotyczacych mechanizmu wprowadzania DNA do komdrek
poprzez elektroporacje. Ostatnie badania sugerujg, ze DNA wnika do komdrek
podczas trwania impulsu lub zespotu impulséw elektrycznych. Pole elektryczne
powoduje powstanie w btonie komdrkowej poréw, przez ktére DNA wnika do
komérki na drodze migracji elektroforetycznej [5]. Technika ta wymaga zastoso-
wania drogiego zasilacza umozliwiajgcego wygenerowanie impulsu lub zespotu
impulséw o S$cisle okreslonej charakterystyce (m.in. napiecie impulsu od 5 do

Postepy Biochemii 53 (4) 2007

Marcin Schmidt
Agnieszka Olejnik-Schmidt

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zyw-
nosci, Akademia Rolnicza im. Augusta Ciesz-
kowskiego, Poznan

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Akademia Rolnicza im. Augusta
Cieszkowskiego, ul. Wojska Polskiego 48,
60-627 Poznan; tet. (061) 846 60 24, e-mail:
mschmidt@ au.poznan.pl

Stowa kluczowe: transfekcja, Genejuice

Wykaz skrétéw: CPP (ang. cell-penetrating pro-
teins/peptides) — zastosowanie biatek i pepty-
déw zdolnych wprowadza¢ makroczasteczki
do komoérek; HIV-1 — wirus niedoboru od-
pornosci cztowieka; HSV — wirus opryszczki
pospolitej; L-T-Ag — duzy antygen T; PEG —
glikol polietylenowy; PNA (ang. Peptide Nuc-
leic Acid) — kwas peptydonukleinowy; SV40
—Simian Virus 40

ARTYKUL SPONSOROWANY PRZEZ FIRME

Merck sp z o.0., ul. Aleje Jerozolimskie 178,
02-486 Warszawa, http://www.merck.pl,
http:/ / www.merckbiosciences.co.uk

' MERCK

321


mailto:mschmidt@au.poznan.pl
http://www.merck.pl
http://www.merckbiosciences.co.uk

DNA RNA Biatko

Rycina 1. Technika wprowadzania do komarki réznych makroczasteczek: DNA,
RNA i biatek (strzatki o linii przerywanej) umozliwia badanie wielu proceséw
komérkowych. Wprowadzone do komorki DNA ulec moze rekombinacji z geno-
mem (1) lub transkrypcji (2). Powstajace lub wprowadzone RNA moze wyciszac
geny (RNAI, 3) albo przej$¢ procesy dojrzewania (4) i postuzy¢ jako matryca do
syntezy biatek w procesie translacji (5). Wprowadzone do komérki biatko, podob-
nie jak powstajace w niej (5) wykazuje natywnga aktywnos$¢ i moze ulec transloka-
cji (6) do jemu wiasciwego przedziatu komdrkowego.

3000 V, czas trwania od 0,01 ms do 10 s, ksztatt impulsu
wyktadniczy lub prostokatny).

Jedng z pierwszych ,.chemicznych"” metod transfekcji
komorek zwierzecych byta technika stragcania DNA solami
fosforanowymi wapnia. Jest to technika szeroko stosowana
ze wzgledu na dostepnos$¢ i niska cene odczynnikéw. Kom-
pleksy DNA-CaP04przygotowywane sg poprzez potacze-
nie roztworu CaCl2i DNA z buforowang solg fizjologiczng
(HBS, ang. HEPES buffered saline). Powstatg zawiesineg stron-
téw soli fosforanowych wapnia i DNA nanosi sie na komor-
ki i inkubuje z nimi od 4 do 16 godzin [6]. Stronty pobierane
sq przez komorki na drodze endo- i fagocytozy, a fosforan
wapnia jest czynnikiem chronigcym DNA przed nukleaza-
mi [7], Technika ta daje zadawalajgce rezultaty przy trans-
fekcji transformowanych komorek przyczepnozaleznych,
jednak trudno$¢ w uzyskaniu powtarzalnych wynikow
sktonita badaczy do stosowania techniki wykorzystujgcej
DEAE-dekstran.

Metoda kompleksacji DNA z wysokoczgsteczkowymi po-
likationami DEAE-dekstranu [8] zyskata duzg popularnos$é
ze wzgledu na prostote wykonania, jednak ze wzgledu na
wysoka toksyczno$¢ tego czynnika ograniczone jest spek-
trum komdrek wzgledem, ktérych mozna go uzyé. Kom-
pleksy DEAE-dekstran-DNA adsorbujg do powierzchni
komorki dzieki przycigganiu elektrostatycznemu i wnikaja
do wnetrza komorki prawdpodobnie na drodze endocytozy
[9]. Metoda ta byta stosowana gtdwnie dla uzyskania cza-
sowej transfekcji (ang. transient transfection). Aby zwiegkszy¢
wydajnos$¢ transfekcji kompleksami DNA-CaP04i DEAE-
dekstran-DNA procedury te rozszerzono dodatkowo o etap
szoku DMSO lub glicerolem [10].

Innymi kationowymi polimerami testowanymi do wpro-
wadzania kwasow nukleinowych do komoérek byty polili-
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zyna i poliornityna [11], polibren [12] oraz polietylenimina
[13] jednak nie zdobyty one powszechnego uznania. Spo-
§rod syntetycznych polimeréw kationowych jedynie den-
dramery sg praktycznie stosowane.

Dendramery to syntetyczne wielokrotnie rozgatezione
polimery bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie [14]. Kon-
ce rozgatezionych struktur posiadajg dodatnie tadunki od-
powiadajgce za oddziatywania z kwasami nukleinowymi,
ktore po kompleksacji z nimi chronione sg przed nukleaza-
mi [15]. Sposdb, w jaki dendripleksy wnikajg do komorek
nie zostat jeszcze poznany, zaktada sie jednak, ze proces ten
zachodzi na drodze podobnej do endocytozy [16]. Dendra-
mery posiadajg zdolno$¢ buforujaca, dzieki czemu docho-
dzi do hamowania lizosomalnych nukleaz [17].

Najobszerniejszg grupg odczynnikéw stosowanych obec-
nie do transfekcji sa zwigzki lipidowe, ktére charakteryzuja
sie od 100- do 1000-krotnie wyzszg wydajno$ciag wprowa-
dzania kwaséw nukleinowych do komérek niz kompleksy
z fosforanem wapnia czy DEAE-dekstranem [18]. Lipofek-
cjaumozliwia wprowadzanie do komorek czasteczek DNA
0 roznej wielkosci (od oligonukleotydéw do sztucznych
chromosomoéw drozdzowych), RNA czy biatek. W trakcie
formowania lipoplekséw kwasy nukleinowe zamykane sg
wewnatrz powstajacych liposoméw lub przyczepiajg sie do
ich powierzchni [19]. Lipopleksy wnikajg do komorki na
drodze endocytozy [20]. Wiekszo$¢ protokotow obejmuje
kompleksacje liposomoéw z plazmidowym DNA w okre$lo-
nej proporcji, po ktérej kompleksy te naktadane sg na ko-
moérki umieszczone, najczeéciej, w pozywce pozbawionej
surowicy. Po okoto 1 do 8 godzin inkubacji pozywka z lipo-
pleksami wymieniana jest na petng pozywke [21]. Wydaj-
nos¢ lipofekcji w duzej mierze uzalezniona jest od typu lipi-
dow (ilosci dodatnich tadunkoéw lipidu kationowego, typu
potgczenia pomiedzy hydrofobowg i kationowg sktadowg
czasteczki oraz strukturg reszty hydrofobowej [22]), sktadu
lipidowego liposomu ijego typu, a takze obecnosci surowi-
cy w pozywce [23]. Lipofekcja pozwala na transfekcje szero-
kiego spektrum komérek (w poréwnaniu do DNA-CaP04i
DEAE-dekstran-DNA), w tym takze komérek pierwotnych
oraz umozliwia przeprowadzenie zar6wno czasowej jak i
stabilnej transfekcji.

Jednym z najnowszych podej$¢ do zagadnienia transfek-
cji komarek jest zastosowanie biatek i peptydéw zdolnych
wprowadzaé makroczasteczki do komérek (CPP, ang. cell-pe-
netrating proteins/peptides). Umozliwiajg one wprowadzanie do
komérek peptydow, biatek, kwasow nukleinowych, kwasow
peptydonukleinowych (PNA), polisacharydéw i nanocza-
steczek [24]. Jednym z pierwszych opisanych biatek o tych
wiasciwosciach byt aktywator transkrypcji Tat HIV-1, ktéry
wprowadzony do pozywki hodowlanej wydajnie wnika do
wielu typéw komérek [25-26], Podobne wiasciwosci wykazuje
czynnik transkrypcyjny Antp (ang. Antennapedia homeodomain)
z Drosophila melanogaster (jego fragment zostat nazwany pene-
tratyng) [27], biatko VP22 HSV [28], peptydy MPG [29] i MPGa
[30] bedace peptydami fuzyjnymi fragmentow gp4l HIV-1iL-
T-AgSV40, M918 [31], poliargininowe [32] i polilizynowe [33],
Pep-1 [34], Pep-2 [35], S413PV [36], magainina 2 [37], buforyna
2 [38] i apidecyna [39]. Generowane sg takze syntetyczne CPP
przy zastosowaniu techniki phage display [40].
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Swojg zdolno$¢ do translokacji przez btone komoérkowa
CPP zawdzieczajg krotkim sekwencjom, ponizej 20 reszt
aminokwasowych, bogatym w zasadowe reszty boczne [41-
42], Biatka te wnikajg do komdrek na drodze réznych me-
chanizméw. Niektdre pobierane sg przez komérki w proce-
sie makropinocytozy lub endocytozy, po ktérym nastepuje
uwolnienie makromolekuty z endosomu do cytoplazmy.
Inny model przewiduje powstanie oddziatywan elektro-
statycznych itworzenia wigzan wodorowych z elementami
btony komaérkowej prowadzacymi do utworzenia porow
lub przejsciowej destabilizacji btony [43-45].

ODCZYNNIKI DO TRANSFEKCJI Z RODZINY ,,JUICE"

Zastosowanie CPP do transfekcji komdrek zwierzecych
jest na etapie badan rozwojowych. W sprzedazy dostepne
sg jednak inne czynniki stuzace do transfekcji zawieraja-
ce komponenty biatkowe. Jednym z nich jest Genejuice™
Transfection Reagent (Merck-Novagen®), ktdéry jest mie-
szaning nietoksycznego biatka komdrkowego i syntetycz-
nej poliaminy [46]. W takich odczynnikach do transfekcji
wykorzystywane sg kationowe biatka wigzagce DNA, m.in.
histony (np. HI). Moga one by¢ uzyte w postaci natywne-
go biatka izolowanego z grasicy cielecej lub watroby albo
uzyskane w procesie nadekspresji w E.coli w postaci biatka

Tabela. 1. Linie komé6rkowe wydajnie transfekowane odczynnikiem Genejuice™ Transfection Reagent. Komérki przetestowane w
transfekcji odczynnikiem Ribojuice™ siRNA Transfection Reagent i Proteojuice™ Protein Transfection Reagent oznaczono, odpo-

wiednio, gwiazdka iplusem [49],

fuzyjnego z sygnatem lokalizacji jadrowej L-T-Ag SV40 [47].
Biatka histonowe powodujg kondensacje DNA, chronig je
przed nukleazami iwydajnie wprowadzaja je do jadra dzie-
ki wiasnemu sygnatowi lokalizacji jgdrowej [48]. Unikalny
sktad odczynnika Genejuice™ Transfection Reagent powo-
duje, ze posiada on cechy przewyzszajace inne dotychcza-
sowo dostepne odczynniki lipidowe. Charakteryzuje sie on
wysokg wydajnoscig transfekcji DNA zaré6wno w przypad-
ku przejsciowych jak i stabilnych transfekcji. Wykazuje bar-
dzo niskg toksyczno$¢, dzieki czemu umozliwia transfekcje
szerokiego spektrum komorek, a w tym rowniez komérek
pierwotnych (Tab. 1). Pozwala na prowadzenie transfekcji
w obecnosci surowicy, przez co moze by¢ stosowany nawet
wobec bardzo wrazliwych komoérek. Protokét wykonania
transfekcji jest prosty, nie wymaga wymiany pozywki po
transfekcji i moze by¢ adoptowany do transfekcji w wie-
lodotkowych ptytkach w technologiach ,high throughput".
Wyjatkowa charakterystyka Genejuice™ Transfection Re-
agent powoduje, ze jest on stosowany przez szeroka grupe
uzytkownikéw, dzieki czemu z oryginalnych publikacji (li-
sta dostepna na stronie internetowej producenta) uzyskac
mozna informacje o zoptymalizowanych warunkach trans-
fekcji dla wielu linii [49].

Do transfekcji DNA do komdrek owadzich zostat opraco-
wany specjalny odczynnik zwany Insect Genejuice™ Trans-
fection Reagent (Merck-
Novagen®).Oparty jeston
na unikalnej formule lipi-
dowej zoptymalizowanej
do niezwykle wydajnego

| Linie komérkowe: Komérki pierwotne: 1 wprowadzania DNA do
117 Cc33A H 1299 JEG-3 PK15 kom6rki miesni gladkich komérek Sf9, Sf21, HiFi-
121 Caco-2 H295R Jurkat Plat-E aorty* ve i in. Charakteryzuje
1321N1 Caki-1 H36CE2 K562 PsS-1 astrocyty sie on niezwykle niska
gstrc;;ytoma gallpan-l HQEC% KB R2C a;giodblasty toksycznoscig i funkcjo-
10T1 alu-1 HCC1937 L57-3-11 QT-6 chondrocyty Eni 4
nalnosciag zaréwno w
293T Calu-6 HCC-BR116  L-6+ Ratla komérki chromochlonne b ,&1. iak i b
3T3 NIH CCL-131 HCC-EV L-929 RAW 264.7+ kom6rki nabtonkowe: obecnosct jax 1 przy bra-
3T3 Swiss CFPAC-1 H9c2 LNCaP RBL-2H3 gruczotu sutkowego ku surowicy w pozywce
3T3-L1 Chang Liver HCT-116 MA-10 RMP-41 prostaty podczas transfekcji. Od-
A204 CHO* HEK293*+ McA-RH7777  SAOS-2 tchawicy czynnik ten idealnie na-
A431 CHO-7 HEK293MD- MCF-7*+ sc-1 _ fibroblasty daje sie do kotransfekcji
A498 CHO-IR 2 MCF-10-2A Schneider line2  keratynocyty* komérek owadéw la-
A549*+ CHO-K1+ HEK293A MDA MB468  SG3 mioblasty . P
ACHN CHO-T HEK293T MDCK SK-N-MC CJ179 zmld_em transferowym
alpha TC1-6  COS-1 HEK 293- MEF SK-N-SH makrofagi wyprowadzone ze zlinearyzowanym wi-
AR 42) COS-7*+ TLR3 Melanocyty SKOV3 z monocytow rusowym DNA w celu
:R44?—Bl3 gf/_ll _II—_|LE:4293- r':JAG_632A* :\Tvcislcn konstrukeji = rekombino-
s4. -1+ euro + . A z
AtT-20 Daudi HEK-b2 Neuroblastom  SW-480 wanych bakUIOW”.u.SOW
B16-F10 DDTI MF-2  HEK-CXCR2 NIH 293T SW-837 oraz do transfekcji na
B50 DT40 HEK-m3 NIH 3T3*+ THP-1 duzg skale komorek Sf9
BALB/3T3 DU145 HeLa*+ NPK T3M4 w hodowlach zawiesino-
BC-2 EA HelLa T4 NT2/D1 TREX-SERT biatek z uzyciem wekto-
BC3 ECV304 Hep 3B2.1-7 OV-1063 tsA201 , Kich iak DIEX™ i
BCBL EL4 HePG2*+ OVCAR3 U2-0S row takich jak plEx™ 1
BHK EPC Hepa 1-6 P4 U373 pBIEX™ [50],
BHK-21*+ ES-E14TG2a  HS578T P19 U937
C3H/10T1/2 EVSCC17M Ht-29 PC12+ ucb Rodzina odczynnik()w
C6 Fish ES HTB-37 PA317 Vero LJuice" obejmuje takze
c2Cc12 GOF18 HTB-45 PAM212 WE-38 reagenty dedvkowane do
Huh-7 Phoenix XR-1 9 y y L
HUVEC transfekowania  komo-
1c21 rek siRNA (Ribojuice™
IEC-6 SiRNA Transfection Re-
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agent, Merck-Novagen®) i biatkami (Proteojuice™ Protein
Transfection Reagent, Merck-Novagen®).

Technologia RNAi umozliwia selektywne potranskryp-
cyjne wyciszanie genéw w komdrce [51], ktdre mozna
uzyska¢ wprowadzajagc do komorki plazmidowy wektor
ekspresyjny kodujacy siRNA lub poprzez ich bezposred-
nig transfekcje siRNA. Do realizacji tego drugiego podej-
$cia doswiadczalnego mozna z powodzeniem zastosowac
odczynnik Ribojuice™ siRNA Transfection Reagent, ktory
podobnie jak Genejuice™ Transfection Reagent charaktery-
zuje sie wysoka wydajnoscia transfekcji, stabilnoscig i niska
toksyczno$cig. Stosujac ten odczynnik mozna transfekowac
siRNA do komarek pierwotnych (Tab. 1) w pozywce zawie-
rajacej surowice. Dodatkowg zaletg jest jego kompatybilnos¢
z Genejuice™ Transfection Reagent, dzieki czemu mozna
przeprowadzaé kotransfekcje DNA i siRNA do komérek w
tym samym czasie [52].

Bezposrednie wprowadzanie biatek do komérek umoz-
liwia analize, w natywnym $rodowisku wnetrza komorki,
oddziatywan biatko-biatko, proceséw sygnalizacyjnych,
degradacji czy regulacji ekspresji genéw przez czynniki
transkrypcyjne. Proteojuice™ Protein Transfection Reagent
jest odczynnikiem do wydajnego wprowadzania natyw-
nych biatek i peptydéw do szerokiego spektrum komorek
ssakdéw (Tab.l). Odczynnik ten tgczy sie niekowalencyjnie
z biatkiem chronigc je przed endosomalnymi proteazami,
dzieki czemu w nienaruszonej formie wprowadzane jest
do komorki, gdzie ulega witasciwej sobie lokalizacji. Po
wprowadzeniu badanego biatka do komoérek moga one
by¢ analizowane przyzyciowo np. przy uzyciu mikrosko-
pu. Proteojuice™ Protein Transfection Reagent umozliwia
transfekcje peptydéw, zaréwno matych (np. histony, ok.
11 kDa) jak i duzych biatek (np. przeciwciata, ok. 150 kDa),
oraz multimerycznych komplekséw (np. tetramer R-galak-
tozydazy, 465 kDa). Wprowadzane biatko moze by¢ wcze-
$niej chemicznie wyznakowane fluorochromem (np. FITC,
Cy3, AlexaFluor488). Takie podejscie eksperymentalne jest
szczegoOlnie przydatne, gdy analizie poddaje sie toksyczne
biatka lub proces apoptozy —w tych przypadkach poziom
ekspresji biatek z plazmidowego DNA bardzo czesto jest
niewystarczajacy dla przeprowadzenia obserwacji [53].

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA
WYDAJINOSC TRANSFEKCJI

Planujagc doswiadczenie z wykorzystaniem transfekcji
poza doborem wiasciwej techniki nalezy wzig¢ pod uwage
takze takie czynniki jak czystos¢ wprowadzanej molekuty,
charakterystyke linii komoérkowej bedacej przedmiotem ba-
dan atakze proces optymalizacji procesu transfekcji.

Jakos$¢ plazmidowego DNA uzywanego do transfekcji
jest krytycznym czynnikiem. Preparat taki powinien by¢
wolny od biatek, RNA, oligosacharydow, chemicznych za-
nieczyszczen (np. soli, fenolu) a przede wszystkim endo-
toksyn E. coli. Jednym z wyktadnikow czystoSci preparatu
DNA jest stosunek absorbcji ABY A2 ktdrego warto$é po-
winna by¢ rowna lub wieksza od 1,8 [54], Oczyszczone pla-
zmidowe DNA powinno by¢ wytrgcone etanolem (procedu-
ra ta poza oczyszczaniem dodatkowo sterylizuje preparat),
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po czym rozpuszczone w sterylnej wodzie lub buforze TE
(Tris-EDTA). Do jego izolacji mozna zastosowaé klasyczng
lize alkaliczng, po ktérej preparat oczyszczany jest poprzez
strgcanie PEG i fenolize [55] lub wirowanie w gradiencie
CsCI2 [54]. Jednak najprostszg, wysoce powtarzalng i wy-
dajng metoda jest zastosowanie kolumn do oczyszczania
plazmidowego DNA przy zastosowaniu chromatografii
anionowymiennej takich jak UltraMobius™ Plasmid Kit
(Merck-Novagen®), ktory gwarantuje usuniecie endotoksyn
do poziomu ponizej 20 EU/mg plazmidowego DNA [56].
Podobnie jak plazmidowe DNA, inne czasteczki wprowa-
dzane do komoérek na drodze transfekcji powinny by¢ moz-
liwie jak najwyzszej czystosci.

Niezaleznie od $rodka uzytego do transfekcji na wydaj-
nos¢ tego procesu wptywajg takie czynniki jak kondycja ko-
marek, stopien porostu powierzchni (tzw. konfluencja, od
40% do 80%) i numer pasazu (najlepiej, aby hodowla miata
ponizej 50 pasazy). Komoérki przeznaczone do transfekcji
powinny by¢ w fazie logarytmicznego wzrostu. Zaleca sie
dokonanie pasazu na 24 godziny przed transfekcjg. Opty-
malna gesto$¢ komorek w momencie transfekcji jest cechag
indywidualng kazdej linii i nalezy ja okresli¢ doswiadczal-
nie. Dla zapewnienia wysokiej wydajnosci transfekcji ko-
marki muszg by¢ wolne od zanieczyszczenia bakteriami (w
szczego6lnosci z rodziny Mycoplasmataceae) i grzybami.

Podczas optymalizacji procesu transfekcji nalezy roz-
patrywaé takie czynniki jak gesto$¢ komorek, ilos¢ wpro-
wadzanej makroczgsteczki (np. DNA) i jej stosunek wobec
czynnika do transfekcji oraz diugos¢ inkubacji komérek
z transfekowanymi kompleksami. W miare mozliwosci
(wrazliwosci komorek) zaleca sie prowadzenie transfekcji
W pozywce pozbawionej surowicy iantybiotykéw. Jako pa-
rametry wyjsciowe nalezy przyja¢ procedure proponowang
przez producenta odczynnika do transfekcji. W przypadku
transfekcji DNA i siRNA komorki poddaje sie analizie ok.
24-72 godzin po transfekcji, natomiast wprowadzajac biatko
analize nalezy przeprowadzi¢ w przeciggu 2-5 godzin.

Transfekcja stata sie rutynowga technikg badawczg sto-
sowang w wielu laboratoriach. Obecnie zyskuje ona takze
coraz wieksze zainteresowanie klinicystow pracujgcych nad
terapiami genowymi. Stanowi ona realng alternatywe dla
wektorow wirusowych, ktdre moga wywotywaé procesy
zapalne, stanowi¢ zagrozenie dla pacjentéw z obnizong od-
pornosScig, a z punktu widzenia przemystu farmaceutycz-
nego sg trudne do produkcji na duza skale i ktopotliwe w
kontroli jakosci.

PISMIENNICTWO

1. Mueller G, Graessmann A, Graessmann G (1978) Mapping of early
SV40 specific functions by microinjection of different early viral DNA
fragments. Cell 15: 579-585

2. Fechheimer M, Boylan JF, Parker S, Sisken JE, Patel GL, Zimmer SG
(1987) Transfection of mammalian cells with plasmid DNA by scrape
loading and sonication loading. Proc Natl Acad Sci USA 84: 8463-
8467

3. Feigner PL, Gadek TR, Holm M, Roman R, Chan HW, Wenz M,
Northrop JP, Ringold GM, Danielsen M (1987). Lipofection: a highly
efficient, lipid-mediated DN A-transfection procedure. Proc Natl Acad
Sci USA 84: 7413-7417

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Neumann E, Schaefer-Rider M, Wang Y, Hofschneider PH (1982) Gene
transfer into mouse lyoma cells by electroporation in high electric
fields. EMBOJ 1:841-845

Sukharev SI, Klenchin VA, Serov SM, Chemomordik LV, Chizmad-
zhev YA (1992) Electroporation and electrophoretic DNA transfer into
cells. BiophysJ 63:1320-1327

Song W, Lahiri DK (1995) Efficient transfection of DNA by mixing cells
in suspension with calcium phosphate. Nucleic Acids Res 23: 3609-
3611

Batard P, Jordan M, Wurm F (2001) Transfer of high copy number
plasmid into mammalian cells by calcium phosphate transfection.
Gene 270: 61-68.

Schenbom ET, Goiffon V (2000) DEAE-dextran transfection of mam-
malian cultured cells. Methods Mol Biol 130:147-153

Yang YW, Yang JC (1997) Studies of DEAE-dextran-mediated gene
transfer. Biotechnol Appl Biochem 25:47-51

Lopata MA, Cleveland DW, Sollner-Webb B (1984) High-level transient
expression of achloramphenicol acetyl transferase gene by DEAE-dex-
tran mediated DNA transfection coupled with a dimethyl sulfoxide or
glycerol shock treatment. Nucleic Acids Res 12:5707-5717

Dong Y, Skoultchi Al, Pollard JW (1993) Efficient DNA transfection of
quiescent mammalian cells using poly-L-omithine. Nucleic Acids Res
21: 771-772

Aubin RA, Weinfeld M, Mirzayans R, Paterson MC (1994) Polybrene/
DMSO-assisted gene transfer. Generating stable transfectants with
nanogram amounts of DNA. Mol Biotechnol 1: 29-48

Akinc A, Thomas M, Klibanov AM, Langer R (2005) Exploring poly-
ethylenimine-mediated DNA transfection and the proton sponge hy-
pothesis. JGene Med 7: 657-663

Ramaswamy C, Sakthivel T, Wilderspin AF, Florence AT (2003) Dend-
riplexes and their characterisation. Int JPharm 254:17-21

Bielinska AU, Kukowska-Latallo JF, Baker JR Jr (1997) The interaction
of plasmid DNA with polyamidoamine dendrimers: mechanism of
complex formation and analysis of alterations induced in nuclease sen-
sitivity and transcriptional activity of the complexed DNA. Biochim
Biophys Acta 1353:180-190

Manunta M, Tan PH, Sagoo P, Kashe K, George AJT (2004) Gene de-
livery by dendrimers operates via a cholesterol dependent pathway.
Nucleic Acids Res 32: 2730-2739

Dufes C, Uchegbu IF, Schatzlein AG (2005) Dendrimers in gene deliv-
ery. Adv Drug Deliv Rev 57: 2177-2202

Malone RW, Feigner PL, Verma IM (1989) Cationic liposome-medi-
ated RNA transfection. Proc Nat Acad Sci USA 86: 6077-6081

Gershon H, Ghirlando R, Guttman SB, Minsky A (1993) Mode of for-
mation and structural features of DNA-cationic liposome complexes
used for transfection. Biochemistry 32: 7143-7151

Zuhom IS, Kalicharan R, Hoekstra D (2002) Lipoplex-mediated trans-
fection of mammalian cells occurs through the cholesteroldependent
clathrin-mediated pathway of endocytosis. J Biol Chem 277: 18021-
18028

Farhood H, Serbina N, Huang L (1995) The role of dioleoyl phospha-
tidylethanolamine in cationic liposome mediated gene transfer. Bio-
chim Biophys Acta 1235: 289-295

Ryhanen SJ, Saily MJ, Paukku T, Borocci S, Mancini G, Holopainen
JM, Kinnunen PKJ (2003) Surface charge density determines the effi-
ciency of cationic gemini surfactant based lipofection. Biophysical J 84:
578-587

Zhao DD, Watarai S, Lee JT, Kouchi S, Ohmori H, Yasuda T (1997)
Gene transfection by cationic liposomes: comparison of the transfec-
tion efficiency of liposomes prepared from various positively charged
lipids. Acta Med Okayama 51:149-154

Henriques ST, Melo MN, Castanho MA (2006) Cell-penetrating pep-
tides and antimicrobial peptides: how different are they? Biochem J
399:1-7

Green M, Loewenstein PM (1988) Autonomous functional domains of
chemically synthesized human immunodeficiency virus tat trans-acti-
vator protein. Cell 55:1179-1188

Post"py Biochemii 53 (4) 2007

26.

Frankel AD, Pabo CO (1988) Cellular uptake of the tat protein from
human Immunodeficiency virus. Cell 55:1189-1193

27.Joliot AH, Triller A, Volovitch M, Pemelle C, Prochiantz A (1991)

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

3

38.

39.

40.

4

=

4

N

43.

4

45.

46.

~

>

alpha-2,8-Polysialic acid is the neuronal surface receptor of antenna-
pedia homeobox peptide. New Biol 3:1121-1134

Elliott G, O'Hare P (1997) Intercellular trafficking and protein delivery
by a herpesvirus structural protein. Cell 88: 223-233

Morris MC, Vidal P, Chaloin L, Heitz F, Divita G (1997) A new peptide
vector for efficient delivery of oligonucleotides into mammalian cells.
Nucleic Acids Res 25: 2730-2736

Veldhoen S, Laufer SD, Trampe A, Restle T (2006) Cellular delivery of
small interfering RNA by a non-covalently attached cell-penetrating
peptide: quantitative analysis of uptake and biological effect. Nucleic
Acids Res 34: 6561-6573

El-Andaloussi S,Johansson HJ, Holm T, Langel U (2007) A Novel Cell-
penetrating Peptide, M918, for Efficient Delivery of Proteins and Pep-
tide Nucleic Acids. Mol Ther 15:1820-1826

Wu RP, Youngblood DS, Hassinger JN, Lovejoy CE, Nelson MH,
Iversen PL, Moulton HM (2007) Cell-penetrating peptides as trans-
porters for morpholino oligomers: effects of amino acid composition
on intracellular delivery and cytotoxicity. Nucleic Acids Res 35: 5182-
5191

Ryser HJ, Drummond I, Shen WC (1982) The cellular uptake of horse-
radish peroxidase and its poly (lysine) conjugate by cultured fibro-
blasts is qualitatively similar despite a 900-fold difference in rate. J Cell
Physiol 113:167-178

Morris MC, Depollier J, Mery J, Heitz F, Divita G (2001) A peptide
carrier for the delivery of biologically active proteins into mammalian
cells. Nat Biotechnol 19:1173-1176

Morris MC, Gros E, Aldrian-Herrada G, Choob M, Archdeacon J,
Heitz F, Divita G (2007) A non-covalent peptide-based carrier for in
vivo delivery of DNA mimics. Nucleic Acids Res 35: €49

Hariton-Gazal E, Feder R, Mor A, Graessmann A, Brack-Wemer R,
Jans D, Gilon C, Loyter A (2002) Targeting of nonkaryophilic cell-per-
meable peptides into the nuclei of intact cells by covalently attached
nuclear localization signals. Biochemistry 41: 9208-9214

Zasloff M (1987) Magainins, a class of antimicrobial peptides from
Xenopus skin: isolation, characterization of two active forms, and
partial cDNA sequence of a precursor. Proc Natl Acad Sci USA 84:
5449-5453

Park CB, Kim MS, Kim SC (1996) A novel antimicrobial peptide from
Bufo bufo gargarizans. Biochem Biophys Res Commun 218: 408-413
Casteels P, Ampe C, Jacobs F, Vaeck M, Tempst P (1989) Apidaecins:
antibacterial peptides from honeybees. EMBO J 8: 2387-2391

Nomura T, Kawamura M, Shibata H, Abe Y, Ohkawa A, Mukai Y,
Sugita T, Imai S, Nagano K, Okamoto T, Tsutsumi Y, Kamada H, Nak-

agawa S, Tsunoda S (2007) Creation of a novel cell penetrating peptide,
using a random 18mer peptides library. Pharmazie 62:569-573

.Schwarze SR, Dowdy SF (2000) In vivo protein transduction: intracel-

lular delivery of biologically active proteins, compounds and DNA.
Trends Pharmacol Sci 21:45-48

.Lindgren M, Hallbrink M, Prochiantz A, Langel U (2000) Cell-pen-

etrating peptides. Trends Pharmacol Sci 21: 99-103

Veldhoen S, Laufer SD, Trampe A, Restle T (2006) Cellular delivery of
small interfering RNA by a non-covalently attached cell-penetrating
peptide: quantitative analysis of uptake and biological effect. Nucleic
Acids Res 34: 6561-6573

Torchilin VP (2007) Targeted pharmaceutical nanocarriers for cancer
therapy and imaging. AAPSJ9: Article 15

Henriques ST, Melo MN, Castanho MA (2006) Cell-penetrating pep-
tides and antimicrobial peptides: how different are they? Biochem J
399:1-7

Chukwurah GA, Hill VJ, Dickson JG (2006) Genejuice mediated trans-
fection of plasmid vectors into C2C12, Sol8, and 293T cell lines. inNo-
vations 24:11-13

325



47.United States Patent nr 5744335, Process of transfecting a cell with a
polynucleotide mixed with an amphipathic compound and a DNA-
binding protein

48. Balicki D, Putnam CD, Scaria PV, Beutler E (2002) Structure and func-
tion correlation in histone H2A peptide-mediated gene transfer. Proc

53. Hayes S (2003) Protein delivery into mammalian cells using Proteoju-
ice Protein Transfection Reagent. inNovations 17:13-16

54. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor,
NY

Natl Acad Sci USA 99: 7467-7471
49.http:// www.novagen.com/transfection
50. Insect Cell Expression Brochure (220021-2007), Novagen, Merck

51. Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, Yalcin A, Weber K, Tuschl T
(2001) Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in
cultured mammalian cells. Nature 411:494-498

55. Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA,
Struhl K (1994) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons Inc.

56. Hendriks R, Wehsling M, Lantos A, Berg J, McCormick M (2000) Mo-
bius 1000 Plasmid Kits for convenient isolation of ultrapure plasmid
DNA. inNovations 11:1-3

52.Hayes S, Bruggink F (2002) Targeted suppression of gene expression
using siRNA and Ribojuice siRNA Transfection Reagent, inNovations
14: 9-11

Biomolecules transfection into animal cells

Marcin Schmidt®, Agnieszka Olejnik-Schmidt

Department of Biotechnology and Food Microbiology, August Cieszkowski University of Agriculture, Wojska Polskiego 48 Str., 60-627 Poznan,
Poland

mschmidt@au.poznan.pl
Key words: transfection, Genejuice

ABSTRACT

In vitro cell culture technology allowed examining many metabolic processes. Transfection tool of macromolecules (especially DNA) into
cells permits testing gene and noncoding sequences function. Transfection procedures are widely available for researchers nowadays. This
paper describes mostly used transfection techniques as well as the latest achievements in the field.
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Polska rekombinowana proteinaza K

STRESZCZENIE

en kodujacy proteinaze K zostat zamplifikowany i sklonowany do dwéch drozdzowych
Gsysteméw ekspresji biatek w Pichia pastoris i Hansemila polymorpha. Rekombinowany
enzym zostat wyprodukowany w 25 L bioreaktorze, oczyszczony z uzyciem chromatografii
jonowymiennej i zageszczony w procesie ultrafiltracji. Wykazano, ze wtasnosci wyproduko-
wanej rekombinowanej proteinazy K i enzyméw komercyjnie dostepnych sg identyczne.

WPROWADZENIE

Proteinaza K jest alkaliczng proteazg wyizolowana z hodowli ple$ni Tritira-
chium album Limber [1]. Litera ,,K" oznacza zdolno$¢ enzymu do hydrolizy na-
tywnej keratyny. Proteinaza K nalezy do rodziny proteinaz subtylizynowych
(S8). tancuch polipeptydowy proteinazy K skiada sie z 278 reszt aminokwa-
sowych, posiada mase molekularng 28 930 Da i pi = 8,9 [1]. Proteinaza K jest
endopeptydazg zawierajacg centrum aktywne zbudowane z triady katalicznej,
tworzonej przez Asp39, His69 i Ser224. Enzym uzyskuje peitng aktywnos$é¢ w
obecnosci jonow Ca2+[1,2] i w zakresie pH od 7,5 do 12,0. Proteinaza K ulega
autohydrolizie w niskich stezeniach (~ 0.01 mg/ml), ale wykazuje wysokg sta-
bilnos¢ w stezonych preparatach, gdzie jej stezenie przekracza 1 mg/ml [2,3].
Enzym ten hydrolizuje biatka stosunkowo niespecyficznie preferujac, podobnie
jak inne proteazy z rodziny subtylizyny, reszty aminokwaséw aromatycznych i
hydrofobowych w pozycji PI.

Proteinaza K jest biatkiem sekrecyjnym produkowanym przez Thtirachium album
Limber podczas wzrostu na podtozach zawierajacych keratyne lub inne biatko, jako
jedyne zrodto azotu. W procesie oczyszczania enzym jest wytrgcany z medium po
separacji grzybni z uzyciem siarczanu amonu, a nastepnie poddany oczyszczaniu z
uzyciem chromatografii jonowymiennej na DEAE-cellulozie. Zageszczony enzym
jest krystalizowany w roztworze wodnym zawierajgcym jony Ca2+[1].

Proteinaza K jest enzymem aktywnym zaréwno w niskich, jak i wysokich
temperaturach (<70°C), w $Srodowisku zwigzkdw denaturujgcych, detergentéw,
takich jak mocznik, SDS (do 0,5%) i Triton X-100. W zwigzku z tym, Ze prote-
inaza K nie posiada aktywnosci nukleolitycznych oraz z fatwoscig hydrolizuje
biatka natywne i zdenaturowane stosuje sie jg powszechnie w celu degradacji
biatek w procesach izolacji i oczyszczania DNA i RNA [3/4].

MATERIALY | METODY

KLONOWANIE GENU KODUJACEGO PROTEINAZE K

Gen kodujacy proteinaze K zostat zamplifikowany technikg PCR z uzyciem
dwach par specyficznych starteréw z wykluczeniem sekwencji intronu z DNA
szczepu T. album pochodzacego z kolekcji japoriskiej. Gen ten zostat nastepnie
wklonowany do plazmidu ekspresyjnego pPICzaA (Invitrogen) oraz pMOX/
FAD (A&A Biotechnology). Zlinearyzowane plazmidy pPI1Z-PJl i pMOX/FAD-
PJ1 niosgce gen rekombinowanej proteinazy K zostaly uzyte do transformacji
szczepow odpowiednio P. pastoris (DSM 70382) oraz H. polymorpha (DSM 70276).
W celu okre$lenia wydajnosci ekspresji proteinazy K iselekcji wydajnego produ-
centa enzymu, uzyskane kolonie rekombinantdw przesiano na podtoza ptynne
zawierajace metanol lub gliceryne.

OCZYSZCZANIE PROTEINAZY K

Fiodowle rekombinowanych szczepéw przeprowadzono w 25 litrowym biore-
aktorze (New Brunswick Scientific) wypetnionym pozywkg zawierajgcg podioze
YNB, niezbedne aminokwasy oraz metanol lub glicerol. Flodowle prowadzono
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Rycina 1. Poréwnanie aktywnosci komercyjnie dostepnych Rycina 2. Poréwnanie aktywnosci w réznych temperaturach
preparatéw proteinazy K z proteinaza K firmy A&A Biotech- komercyjnych preparatéw proteinazy K z proteinazg K fir-
nology. Test aktywnosci przeprowadzono réznymi iloSciami my A&A Biotechnology. Test aktywno$ci przeprowadzono
enzymu w 50°C w buforze 10 mM Tris-HCI z uzyciem 2% z uzyciem 2 pg proteinazy w temperaturze 25, 50 i 70°C, w
azo-kazeiny. Reakcje zatrzymywano po 15 min z uzyciem buforze 10 mM Tris-HCI z uzyciem 2% azo-kazeiny. Reakcje
25% TCA. zatrzymywano po 15 min z uzyciem 25% TCA.

E.coli
Tkanka  pGEM3f(+ Krew

M A B A B A B
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Rycina 3. WyniKki izolacji chromosomalnego DNA z uzyciem zestawoéw
firmy A&A Biotechnology oraz proteinazy K firmy A&A Biotechnolo-
gy (Sciezki A) i komercyjnej rekombinowanej proteinazy K (Sciezki B).
DNA izolowano z: tkanki (zestaw Genomie Mini AX Tissue); hodowli
E. coli zawierajacej plazmidowe DNA (zestaw Mini AX Bacteria); z krwi
(zestaw Genomie Mini AX Blood); hodowli drozdzy P. pastoris (zestaw
Genomie Mini AX Yeast). M| - DNA faga Lambda ; M2 - marker wiel-
kosci fragmentéw DNA - DNA faga lambda trawione restryktaza Avail
(A&A Biotechnology).

w 30°C przy silnym napowietrzaniu. Maksymalna produko-

uzyciem azo-kazeiny (SigmaAl-
drich). Preparat rekombinowanej
proteinazy K testowano réwniez
w izolacji genomowego DNA z
tkanek, krwi, hodowli baktrii E.
coli i drozdzy P. pastoris z uzy-
ciem odpowiednich zestawow
A&A Biotechnology (Ryc. 3).

WYNIKI

Wykazano, ze wyprodukowa-
na w dwéch systemach drozdzo-
wych i oczyszczona rekombi-
nowana proteinaza K wykazuje
wiasnosci identyczne z wiasno-
$ciami komercyjnie dostepnych
preparatéw. W tescie 1 (Ryc. 1)
wykazano, ze aktywnos$¢ spe-
cyficzna uzyskanego preparatu
rekombinowanej proteinazy K
nie odbiega od aktywnosci pro-
teinaz K dostepnych na rynku.
Réwniez termostabilno$¢ re-
kombinowanej proteinazy K jest
identyczna z termostabilnoscia
preparatdw innych producen-
tow (Ryc. 2). llos¢ oraz jakos¢
genomowego DNA izolowane-
go z uzyciem rekombinowanej
proteinazy K jest taka sama, jak

wana ilo$¢ rekombinowanej proteinazy K byta obserwowana
po 4-5 dniach hodowli. Enzym z hodowli oczyszczano po
separacji komorek z uzyciem chromatografii jonowymiennej,
dializowano i zageszczano na drodze diafiltracji, ultrafiltracji
i precypitaciji.

TESTY AKTYWNOSCI

Aktywnos$¢ oraz termostabilno$¢ w uzyskiwanych pre-
paratach rekombinowanej proteinazy K poréwnywano
wzgledem innych dostepnych komercyjnych preparatéw z

w przypadku zastosowania w procesie izolacji komercyjnie
dostepnych enzyméw (Ryc. 3).
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Biologia chemiczna —nowa dyscyplina nauki

STRESZCZENIE

Biologia chemiczna jest nowg gatezig nauki charakteryzujaca sie globalnym opisem pro-
cesow zachodzacych w organizmach zywych. Obejmuje synteze nowych potaczen che-
micznych dla badan systeméw biologicznych a takze wyszukiwanie matoczagsteczkowych
zwigzkdéw chemicznych wystepujacych w przyrodzie, wyré6zniajacych sie olbrzymim po-
tencjatem regulujgcym procesy komdrkowe. Sitg biologii chemicznej jest réwnocennos¢ jej
podstawowych cztonéw: syntezy chemicznej, komputerowych metod obliczeniowych oraz
biologii systeméw.

WPROWADZENIE

Biologia chemiczna jest jedng z wielu gatezi nauki charakteryzujacych sie od-
chodzeniem od redukcjonistycznego na rzecz holistycznego podejscia w opisie
zjawisk.

Biologia chemiczna ma swoje historyczne a takze filozoficzne korzenie w wielu
naukach pogranicza chemii i biologii, takich jak chemia medyczna, chemia supra-
molekularna, chemia bioorganiczna, genetyka czy biochemia. Jej poczatki siegaja
lat 50-tych ubiegtego wieku i sg zwigzane miedzy innymi z L. Paulingiem.

Biologia chemiczna opiera sie na przekonaniu, ze poznanie i zrozumienie
chemicznych mechanizmédw proceséw biologicznych da mozliwos$¢ sterowania
nimi w okreslony i przewidywalny sposéb.

Biologia chemiczna obejmuje synteze nowych potgczen chemicznych dla ba-
dan systemow biologicznych a takze wyszukiwanie naturalnych zwigzkéw ni-
skoczgsteczkowych istotnych dla jakosci zdrowia cztowieka, regulujacych pro-
cesy komdérkowe [1].

Miarg sity biologii chemicznej jest réwnocennos¢ jej trzech cztondw: synte-
zy chemicznej, komputerowych metod obliczeniowych oraz biologii systemoéw.
Kazdy z nich reprezentuje oddzielng dziedzine wiedzy z wiasnymi prawami
[2-4].

Biologia chemiczna obejmuje cztery gtéwne kierunki badawcze:

1. synteze chemiczng i biologiczng (biologia syntetyczna),

2. badania chemicznych podstaw mechanizmow biologii systemoéw przy pomo-
cy narzedzi zardwno biologicznych i chemicznych,

3. pogtebianie wiedzy biologicznej polegajace na wykorzystaniu technik che-
micznych do poszerzenia obszaru biologii systemow,

4. przesuwanie granic wykorzystania chemii poprzez biologie, pokazujac atrak-
cyjnosc¢ biologicznej réznorodnoséci dla badaiA chemicznych.

W polu zainteresowan biologii chemicznej jest poszukiwanie nowych lekdéw,
znajdowanie lepszych narzedzi diagnostycznych i terapeutycznych, zrozumie-
nie elementéw biologii strukturalnej, transdukcja sygnatéw a takze inspiracja do
rozwoju nowych kierunkéw w chemii [4-6], Biologia chemiczna wykorzystuje
metody chemii do manipulacji czagsteczkami biologicznymi i pozwala wykorzy-
stywacé nie tylko materiaty dostepne w przyrodzie.

Biologia chemiczna opiera sie na wielkim potencjale chemii do otrzymywania
nowych potaczeri i nieznanych wcze$niej zwigzkow chemicznych. Wykorzystu-
je oryginalne strategie syntezy inspirowane ztozonoscig struktury naturalnych
zwigzkow chemicznych, a przede wszystkim szlakami biosyntezy obserwowa-
nymi w organizmach zywych. Wykazuje, ze zwigzki chemiczne o niewielkim
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podobienstwie do potgczen naturalnych moga mieé bardzo
duzg aktywno$¢ biologiczng.

Biologia chemiczna wykorzystuje synteze, analize struk-
tury i funkcji do badan mechanizméw chemicznych w celu
uzyskania odpowiedzi na podstawowe pytania biologiczne.
Tworzy biologia chemiczna narzedzia chemo-informatycz-
ne oraz réznorodne bazy danych matych zwigzkéw che-
micznych i makroczasteczek. Gromadzi informacje o ich
funkcjach, wtasciwos$ciach oraz metodach ich uzyskiwania,
a takze o szlakach metabolicznych, ich wzajemnych zalez-
nosciach, regulacji i kompleksowych oddziatywaniach. Ist-
nieje olbrzymia potrzeba gromadzenia oraz przetwarzania
informacji dotyczacych genomdw, proteomdéw oraz meta-
boloméw, w celu poznania i zrozumienia struktury bialek,
a takze ich funkcji komorkowych.

DNA, RNA lub biatka syntezowane sg w komérce, a
takze in vitro, wykorzystujagc metody biologii molekularnej
lub inzynierii genetycznej. Mozna je otrzymywac réwniez
w uktadach komdrkowych i za posrednictwem wiruséw
wg regut podobnych do tych funkcjonujacych w komérce
zywej. Wielorakie wzajemne oddziatywania réznych grup
zwigzkoéw chemicznych w komoérce decydujg o mechani-
zmach jej funkcjonowania. Niskoczgsteczkowe zwigzki che-
miczne wigza sie do DNA iwplywaja na jego aktywnos¢, ale
rowniez DNA jest ,,matryca" dla syntezy matych zwigzkow
chemicznych. Matoczasteczkowe ryboprzetgczniki wpty-
wajg na aktywno$¢ RNA. Takze niektére antybiotyki wigza
sie do RNA wywierajgc na tej drodze ,inhibitorowy" efekt
biologiczny. O ile synteza nowych potgczen chemicznych
stuzgcych miedzy innymi jako sondy strukturalne jest waz-
nym zadaniem chemii organicznej, to synteza naturalnych
sktadnikéw komarki zywej jest sitg motoryczng w biologii
chemicznej.

Wspolnym elementem obszaréw biologii chemicznej jest
systematyczna manipulacja matymi czgsteczkami w celu
rozwigzywania podstawowych problemoéw hiologicznych
przez wspotdziatajgcych specjalistdw z réznych dziedzin
badawczych wykorzystujagcych dowolne techniki chemii i
biologii.

Biologia chemiczna pokazuje réwniez, w jaki sposéb na-
rzedzia chemii (mate czasteczki oraz zaawansowane meto-
dy ich analizy) moga by¢ stosowane do poznania ztozonych
probleméw biologicznych, takich jak mechanizmy powsta-
wania chordb, regulacja szlakdw metabolicznych oraz rola
réznych bioczasteczek w regulacji funkcji komdrkowych.
Korzystng strong stosowania matych potgczen jest ich zdol-
no$¢ do modulacji aktywnosci okreSlonych makroczaste-
czek w zaleznos$ci od dawki oraz mozliwosci ,,wytgczania"
tylko jednej z kilku réznych funkcji badanego biatka.

W przeciwienstwie do biochemii, genetyki czy biologii mo-
lekularnej, gdzie mutageneza decyduje o powstaniu nowej
wersji danego organizmu (mutanta) lub komérki, badania
biologii chemicznej, wykorzystujac swoiscie adresowane mate
czasteczki, moduluja dziatanie uktadow in vitro i in vivo [7],

Biologia chemiczna to multidyscyplinarna gatagz nauki
wymagajaca od chemikdw, biologéw, informatykéw, pro-
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gramistow oraz inzynierdw umiejetnosci tgczenia ich kom-
petencji i wiedzy dla osiggniecia maksymalnej efektywno-
§ci w rozwigzywaniu interesujagcych i waznych problemdw
przyrody. Wywiera istotny wptyw zmieniajacy postawy ba-
daczy, zachecajac do swobodnego stawiania pytan o prze-
bieg danego procesu biologicznego.

DWA SWIATY: CHEMIA | BIOLOGIA

Chemia i biologia wydajg sie by¢ dwoma odrebnymi
przestrzeniami badawczymi z nie do konca sprecyzowa-
nymi réznicami i niekiedy negatywnie wptywajgcymi na
siebie nawzajem. Pomimo zauwazalnych réznic miedzy
chemig i biologig, rowniez kulturowych, wtasnie jezyk che-
mii wydaje sie¢ wspdlny dla nich oraz innych nauk o zyciu.
Jezyk chemiczny jest pomostem tgczacym nauki fizyczne i
biologiczne. Ma takze swoje piekno [8-10],

Chemia i biologia sg postrzegane jako odrebne dyscy-
pliny akademickie. Faktyczne relacje miedzy chemig i bio-
logig przekraczajg formalne granice miedzy nimi, ktére nie
pozwalajg wytoni¢ z nich jednej dyscypliny. W postrzega-
niu biologii jako nauki badajacej procesy zyciowe, a che-
mii jako sposobu opisu zachowan czgsteczek, rola chemii
w procesach biologicznych nie jest ewidentna. Rdéznica
miedzy chemig i biologig nie zasadza sie na technikach ba-
dawczych, ale moze by¢ widoczna w podejsciu badaczy do
rozwigzywania roznych probleméw badawczych [8,10].
Coraz czesciej wykorzystuje sie chemiczne narzedzia do
badania procesow biologicznych na poziomie genu, ko-
morki czy organizmu. Wydaje sie, ze biolog bedzie zada-
wal pytania o powstanie wszechSwiata oraz jego istnienie
w obecnym ksztatcie. Dla chemikéw wazne bedg pytania
0 zasady i prawa tlumaczace obserwacje badawcze. Nie
oznacza to bynajmniej, ze biolodzy nie rozumiejg zasad fi-
zyki, a chemicy nie wierzg w ewolucje. Systemy biologicz-
ne podlegajg ewolucji, a uktady chemiczne mozna opisa¢
prawami fizyki [10].

Chemia ze wzgledu na swoje naturalne zainteresowanie
oddziatywaniami miedzyczasteczkowymi stara sie rozwia-
zywac problemy biologiczne stosujac syntetyczne analogi
zwigzkoéw naturalnych (modele) poczawszy od zwigzkéw
matoczgsteczkowych do wielkich, takich jak DNA i biat-
ka. Jako przyktad badan modelowych w obszarze biolo-
gii chemicznej, mozna przywotaé¢ oddzialywania zwigzku
chemicznego obdarzonego tadunkiem dodatnim (kation) z
elektronami n oraz badania wptywu efektdw sterycznych i
wigzania wodorowego na proces replikacji DNA.

Mozna zapytaé, jakie istotne problemy chemia skupia-
jaca sie na problemach biologii rozwigzuje obecnie lub na
jakie podstawowe pytania szuka odpowiedzi? Chciataby
ona pozna¢ podstawy chemiczne funkcjonowania komorki,
molekularne mechanizmy mys$lenia oraz pamieci, projek-
towac czasteczki majgce okreslone funkcje oraz dynamike
molekularng, tworzy¢ materiaty niezbedne dla medycyny
linnych dziatéw przemystu [7], Interesujgce wydaje sie py-
tanie, jak powstato zycie na ziemi, a takze jak wykorzystac
mozliwe permutacje wszystkich pierwiastkbw. Chemia
jest mocna swym potencjatem syntetycznym. Z jej pomoca
mozna stworzy¢ rézne obiekty, realizowa¢ nowe zadania
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nieznane w przesztosci. Dzieki swoim narzedziom i jezy-
kowi jest olbrzymim zrédtem wiedzy i faktéw, ktére musi
opisywac i interpretowaé niezwykle ostroznie, gdyz nie do
niej nalezy ostatnie stowo w opisie proceséw biologicznych.
Jednakze bez informacji z tego obszaru ta ostatnia konkluzja
nigdy nie zostanie wypowiedziana.

Biologia postrzegana do niedawna jako luzna federacja
botaniki, zoologii, genetyki a takze muzeéw przyrodni-
czych, obecnie staje sie bardziej catosciowa. Dla biologii
ewolucyjnej, behawioralnej i fizjologii komérkowej wspd6ling
ptaszczyzng sg geny i biatka, ich lokalizacje i funkcje, ktore
mozna $ledzi¢ w procesie ewolucji [11,12],

Wiedza o molekularnych podstawach organizméw zy-
wych jaka zostata zgromadzona w XX wieku jest dowo-
dem wielkiego postepu nauki. Po zaproponowaniu modelu
podwojnej helisy dla DNA w 1953 roku, biologia moleku-
larna zaproponowata gtebszg analize wielu zjawisk biolo-
gicznych. Wydawato sie, ze genetyka zostata zredukowana
do chemii makroczasteczek a biologia stanie sie takg samg
dziedzing nauki jak fizyka czy chemia.

Na pograniczu chemii i biologii od dawna umiejscawia
sie biochemie. Poszukuje ona zrozumienia mechanizmoéw
oddziatywania i funkcjonowania makroczasteczek na po-
ziomie atomowym. Szuka odpowiedzi na pytania, co jest li-
gandem, co substratem, a co jest kofaktorem, jaki jest wptyw
Srodowiska na przebieg reakcji, jaki jest mechanizm reakcji
katalitycznej. Na tym pograniczu chemii i biologii powstaty
takze inne dyscypliny badawcze. Nalezy tu wymieni¢ che-
mie biologiczng, ekologie chemiczna, chemie bioorganiczng
i ostatnio powstatg biologie chemiczna.

Chemia biologiczna obejmuje prawie wszystkie obsza-
ry badan biologicznych dotyczacych biatek, DNA, RNA
oraz zwigzkow niskoczagsteczkowych. Chemia bioorga-
niczna powstata jako nauka interdyscyplinarna w okresie
kiedy wydawato sie, ze czasteczki przypominajace wta-
sciwosciami enzymy moga funkcjonowac jako katalizato-
ry a nawet je zastepowac. Oczekiwanie takie byto uza-
sadnione, poniewaz niektére enzymy byto trudno wyod-
rebni¢, mutageneza nie byta jeszcze wtedy optymalnym
rozwigzaniem, a techniki inzynierii genetycznej nie byly
wowczas powszechnie dostepne. Rozwdj fancuchowej re-
akcji polimerazy (PCR) i klonowania zredukowaty zapo-
trzebowanie na mimetyki enzymoéw, poniewaz techniki
sztucznej ewolucji biatek wykazujgcych okre$lone witasci-
wosci sg tatwiejsze niz synteza zwigzkoéw podobnych do
enzymoéw. Chemia bioorganiczna rozwija sie w kierunku
poznania mechanizmu rozpoznawania oraz chemii su-
pramolekularnej.

CELE BIOLOGII CHEMICZNEJ

Poczatkow tej dyscypliny naukowej mozna sie doszukac,
jak juz wspomnieliSmy w wieku XIX, chociaz jej burzliwy
rozwoj rozpoczat sie na poczatku lat 80-tych poprzedniego
wieku. Niezwykle ciekawymi obserwacjami byty:

—hydroliza DNA pod wptywem matych czasteczek,
— kataliza reakcji chemicznych przez przeciwciata,
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—wigczanie nienaturalnych aminokwaséw do naturalnych
peptydow (mutanty biatkowe),

—wykorzystanie matych czasteczek do $ledzenia szlakow
metabolicznych,

—chemiczna modyfikacja powierzchni komérkowych,

—klonowanie receptoréw produktow naturalnych,

— dostepnos$¢ analogéw ATP do badan specyficznosci ki-
naz biatkowych,

— synteza nowych zwigzkéw wigzacych hormony dla ba-
dan funkcji i specyficznosci jadrowych receptoréow hor-
monoéw,

— wykorzystanie modyfikacji kwaséw rybonukleinowych
do badan ich struktury i wkasciwosci,

—synteza chemicznych induktoréw sygnalizacji komorko-
wej,

— synteza matych czasteczek swoiscie wigzacych sie do
DNA.

Do strategicznych celéw biologii chemicznej nalezy:

1. poznanie naturalnych, niskoczasteczkowych sktadni-
kéw komorki oraz ich wptywu na biopolimery w celu stwo-
rzenia dobrych podstaw do badan klinicznych. Zadania te
sg zasadne ze wzgleddw aplikacyjnych, sg ambitne nauko-
wo i niezwykle trudne, ale przede wszystkim wazne dla
spoteczenstwa [4].

2. wykorzystanie syntezy chemicznej do poznawania i
wyjasniania szlakow metabolicznych kluczowych dla ko-
morki oraz rozpoznania biologii chordob. Synteza i wyko-
rzystanie matych czasteczek w badaniach funkcji genomow
przyspieszy przekazywanie odpowiedniej wiedzy w celu
opracowania nowych skutecznych lekéw.

3. wykorzystanie syntezy chemicznej i masowych testé

komorkowych oraz na zwierzetach, potagczonych z analiza-
mi obliczeniowymi umozliwiajagcymi biologom opracowa-
nie nowych metod diagnostycznych, a chemikom zrozu-
mienie swoistego wptywu wiasciwosci sktadnikow komor-
kowych na procesy biologiczne. Chociaz mozna zauwazy¢
pewne analogie do procesow poszukiwania nowych lekéw
w przemys$le farmaceutycznym i biotechnologii, to biologia
chemiczna jest skoncentrowana dodatkowo na podstawo-
wych problemach waznych dla chemii oraz biologii.

4. charakterystyka funkcji regulatorowych matych cza-

steczek w pojedynczych szlakach metabolicznych. Dziedzi-
na ta jest komplementarna do tzw. forward genetics, gdzie
dany szlak moze by¢ wiaczany i wytgczany w okre$lonym
czasie.

Ukierunkowanie chemii na biologie zaobserwowano
rowniez pot wieku temu kiedy to klasyczna biochemia de
facto przeksztatcita sie w biologie molekularng. Obecny
lawinowy rozwdj badan w obszarze nauk biologicznych
przejawiajgcy sie poznaniem sekwencji genomow, narodzi-
nami genomiki i proteomiki, szybkim rozwojem biologii
komoérki oraz rozpoznaniem koniecznosci prowadzenia ba-
dan iloSciowych transkryptomu, proteomu i metabolomu,
stworzyt olbrzymie zapotrzebowanie na wieksze zaangazo-
wanie chemii, ktdra ma wtasne narzedzia i wielki potencjat
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badawczy do rozwigzywania waznych problemoéw biologii.
Czes¢ problemow dotyczgca chemii procesdw zyciowych w
dalszym ciagu pozostaje bez odpowiedzi.

MODELE BIOLOGICZNE

Obecnie w biologii coraz powszechniejszy jest poglad,
ze poznanie zalezno$ci miedzy strukturg i funkcja jest
odlegte. Konieczne jest uwzglednienie lokalizacji danego
procesu w przestrzeni energetycznej komérki. Oddziaty-
wania miedzy makroczasteczkami nie sg jednak tak proste
jak dopasowanie klucza do zamka, poniewaz uzyskanie
wzajemnej komplementarno$ci miedzy miejscem wigzania
(centrum aktywacyjne) oraz czasteczka docelowg zalezy
od konformacyjnej dynamiki molekularnej czgsteczek od-
dziatlywujacych i rozpuszczalnika. Wtasnie biologia che-
miczna analizuje reakcje zachodzace w skomplikowanej
przestrzeni energetycznej. Probuje okresli¢, w jaki sposob
czasteczka peptydu znajduje swojg trajektorie w szerokiej
panoramie energetycznej, konczacg sie na dnie lejka ener-
getycznego odpowiadajgcego poprawnej konformacji biat-
ka [10,11],

Wydaje sie oczywiste, ze komoérkowe oddziatywania
kwasoéw nukleinowych i biatek nie moga by¢ dobrze pozna-
ne z pomocag nawet tak mocnego oreza badawczego jakim sg
mikromacierze. Biologia chemiczna moze natomiast dostar-
czyé nowych obserwacji oraz ich $miatej interpretacji, ktore
pozwolg na zrozumienie mechanizméw biologicznych.

Gtoéwny dogmat biologii molekularnej zaktada przeptyw in-
formacji genetycznej zakodowanej w makroczgsteczkach bio-
logicznych, od kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) przez
kwas rybonukleinowy (RNA) do biatka (Ryc. 1). Jednakze do
petnego funkqg'onowania (zycia) komorka potrzebuje réwniez
mniejszych czasteczek, bez ktoérych nie mozna wyobrazi¢ so-
bie takich kluczowych zjawisk jak powstanie zycia, pamiec,
Swiadomos$¢, rozpoznawanie, przekazywanie sygnatoéw, zro-
zumienie szlakdw metabolicznych oraz zwalczanie chorob.

Biologia chemiczna dostarcza in-
formacji wtasnie o matych czastecz-
kach i dlatego stanowi brakujace
ogniwo w gtéwnym dogmacie.

regulatorowe
_~ RNA -

s ~ Ciagle nie do konca znane sg
biatka podstawowe procesy biologii, ta-
kie jak tworzenie struktury prze-
strzennej aktywnych biatek, kod
genetyczny funkcji biologicznych,
czy swoisty mechanizm rozpo-
znawania. Sg to faktycznie pro-
blemy chemiczne. Wydaje sie, ze
biologia molekularna nadmiernie podkre$la niekiedy, ze
niektére mechanizmy biologiczne sg w istocie poznane,
chociaz z chemicznego punktu widzenia im gtebiej roz-
poznawany jest problem tym wiecej i doktadniej ujaw-
nia sie roznorodnos$é form oddziatlywania czasteczek, czy
doprecyzowania jezyka ich opisu. Istota funkcjonowania
komorki zywej jest niewatpliwie zagadnieniem moleku-
larnym, nie majacym wiele wspdlnego z biologisa.

Rycina. 1. Mechanizm zarza-
dzania ,zyciem" [14],
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Rycina. 2. Nowe kierunki badawcze tworzace przestrzen biologii chemicznej.

Biologia systemow jest to potgczenie teorii, modelowa-
nia komputerowego i eksperymentéw wieloobiektowych,
ktore doprowadzito do przetomu w zrozumieniu szlakow
sygnatowych, biologii rozwoju, fizjologii komorki oraz po-
wigzah metabolicznych (Ryc. 2). Jednakze pomimo olbrzy-
miego postepu w zrozumieniu biologii brak jest catosciowej
wiedzy, w jaki sposdb np. mate czasteczki wptywajg na
systemy biologiczne. Potrzeba nowych narzedzi, ktére beda
integrowaty bioinformatyczne i chemoinformatyczne bazy
danych, dostarczaty nowych symulacji szlakéw biologicz-
nych oraz nowych algorytmdéw niezbednych do osiggniecia
systemowego zrozumienia wptywu matych czasteczek na
systemy biologiczne. Takie podejscie oferuje chemoinfor-
matyka, ktéra koncentruje sie na uzyskiwaniu i analizie
informacji z chemicznych baz danych ijest obecnie czescig
programow poszukiwania nowych lekow oraz gtdwna bazg
badan systemdw biologicznych modulowanych chemicz-
nie. Podobnie jak bazy danych w genomice i proteomice
ksztattuja nasze wyobhrazenie o biologii i medycynie, nowe
chemo-banki majg olbrzymi potencjat moderujagcy myslenie
chemikow i biologéw. Bedg torowaty droge nowym strate-
giom biologii chemicznej, czyli racjonalnego modulowania
funkcji wszystkich biatek za pomocg matych czasteczek.
Petna integracja baz danych eksperymentalnych, chemicz-
nych, biologicznych oraz obliczeniowych tworzy spdjny ob-
szar chemicznej biologii systeméw [12].

PERSPEKTYWY

Biologia chemiczna pozwala na realng ocene wptywu
nowych zwigzkéw chemicznych na zmiany w profilu ge-
nomowym (genomika) oraz proteomu (proteomika) prowa-
dzac do zmian w systemach biologicznych i selektywnosci
np. inhibitoréw kinaz (Ryc. 3). Biologia chemiczna wyko-
rzystujac mate czasteczki wyselekcjonowane w procesie
poszukiwania leku nie tylko przyspiesza osiggniecie eta-
pu klinicznego, ale takze racjonalizuje wysitki dziatania na
poszczegolnych etapach (Ryc. 3). W ten spos6b sondy ni-
skoczgsteczkowe mogg byé wykorzystane do planowania
dobrych modeli czasteczkowych stuzgcych poszukiwaniu
nowych lekow.

Potwierdzajg to przyktady dobrze znane w nauce, np. od-

krycie podwojnej helisy DNA. Jest ono rezultatem bardzo
zaawansowanej analizy stereochemicznej, obserwacji Erwi-
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nukleotydowej genomu cztowieka, $wiadczg jedno-
znacznie o decydujagcym wkiadzie chemii w zrozu-
mieniu proceséw biologicznych [13]. Poznanie struk-
tury genoméw (genom cztowieka — ok. 3 miliardy
nukleotydéw) Swiadczy nie tylko o olbrzymim po-
tencjale poznawczym, ale jestjednym z najwiekszych
i pieknych sukcesdw chemii. Wskazuje rowniez, ze
chemicy byli gtdwnymi aktorami tego wydarzenia,
a poznanie sekwencji genomu cztowieka oraz innych
genomow jest wielkim tryumfem chemii [13].Biologia
chemiczna, jako wynik kreatywnego oddziatywania
miedzy chemig i biologia oferuje wszechstronne tech-
niki doswiadczalne do poznawania nowych faktéw

<X i zdobywania informacji, niezbednych do szybkiego
A

Badanie kliniczne

R /
AL

przebycia drogi od genu do leku.
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ABSTRACT

Chemical biology is a new branch of science characteristic with global description of biological processes occurring within the cell. It covers
synthesis of new chemical compounds for systems biology studies and search for natural small molecular weight chemical compounds with
high cellular regulatory potential. Chemical biology power is based on 3 pillars as chemical synthesis, computer calculations and systems

biology.
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STRESZCZENIE

ho¢ mechanizm replikacji HCV jest wcigz stabo poznany, wykazano, ze w sktad aktyw-
Cnego kompleksu replikacyjnego wirusa wchodza pewne frakcje btonowe. Analiza bio-
chemiczna btonowych elementéw kompleksu replikacyjnego pokazata, iz sg one odporne na
dziatanie detergentéw niejonowych w niskich temperaturach oraz zawierajg kaweoline-2,
co stanowi cechy charakterystyczne dla tratw lipidowych. Dalsze analizy wykazaty, iz tra-
twy lipidowe chronig pozostate elementy kompleksu replikacyjnego HCV przed degradacja.
Oprécz organizacji aktywnego kompleksu replikacyjnego HCV, tratwy lipidowe moga réw-
niez posredniczy¢ w HCV-zaleznej modulacji proceséw komérkowych, prowadzac miedzy
innymi do zaburzen antywirusowych mechanizméw obronnych komérki, a tym samym do
przetrwania zakazenia. Zalezno$¢ replikacji HCV od tratw lipidowych stanowi potencjalne
zrodto nowych strategii antywirusowych.

WPROWADZENIE

W 1989 roku zespét badawczy Michaela Houghtona odkryt, przy uzyciu me-
tod rekombinacji DNA, nowy czynnik zakaZzny, ktdry nazwano wirusem zapa-
lenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus) [1], HCV jest gtdwnym czyn-
nikiem etiologicznym, powodujacym przewlekte wirusowe zapalenie watroby
u cztowieka (CHC, ang. chronic hepatitis C), ktére w konsekwencji u 4% do 20%
pacjentéw prowadzi do rozwoju marsko$ci watroby w ciggu 20 lat. Uwaza sie, iz
ryzyko wykrycia u tych oséb raka pierwotnego watroby (HCC, ang. hepatocarci-
noma), w poréwnaniu z populacja ludzi zdrowych, wzrasta od 1% do 5% na rok
[2], Najnowsze dane wskazuja, iz 170 miliondw o0s6b na $wiecie jest zakazonych
wirusem zapalenia watroby typu C, a liczba ta caty czas ro$nie, co w przysztosci
moze grozi¢ globalna epidemia [3].

Wirus zapalenia watroby typu C nalezy do rodziny Flaviviridae. Jego genom
stanowi pojedyncza, dodatnia (+) ni¢ RNA, o dtugosci 9.5 tysigca nukleotydow,
ktora zawiera otwartg ramke odczytu (ORF, ang. open reading frame), o dtugo-
§ci 9 tysiecy nukleotydow [2,4], Na koncach 3' i 5 ORF HCV jest ograniczona
przez sekwencje, ktére nie podlegaja translacji (UTR, ang. untranslated region).
Sekwencja UTR na koncu 5' zawiera strukture IRES (ang. internal ribosome entry
site), ktdra, taczac sie bezposrednio z podjednostkag 40S rybosomu, stuzy jako
inicjator procesu translacji [5]. Pojedyncza dodatnia (+) ni¢ RNA jest zawarta w
nukleokapsydzie, a cato$¢ otacza, zawierajaca lipidy, otoczka biatkowa [2,4,6].

Chociaz gtownym miejscem replikacji HCV w organizmie cztowieka sg hepa-
tocyty, to jednojadrzaste komorki krwi (PBMC, ang. peripheral blood mononuclear
cells), komorki nabtonka jelita cienkiego oraz centralny uktad nerwowy stanowig
pozawatrobowy rezerwuar wirusa [7]. Do wewngtrzkomorkowych struktur bto-
nowych, zaangazowanych w cykl zyciowy HCV, naleza; siateczka $rédplazma-
tyczna (ER), aparat Golgiego, lizosomy i endosomy. W obrebie aparatu Golgiego
znajduja sie charakterystyczne frakcje btonowe, okreslane mianem tratw lipi-
dowych, petnigce istotng funkcje w cyklu zyciowym wirusa zapalenia watroby
typu C [8,9].

Celem niniejszej pracy jest podsumowanie aktualnego stanu wiedzy na te-
mat roli tratw lipidowych w cyklu zyciowym wirusa zapalenia watroby typu C,
ze szczegbélnym uwzglednieniem ich udziatu w formowaniu aktywnych kom-
pleksow replikacyjnych oraz analiza modyfikacji proteomu tratw lipidowych
komorek, zawierajagcych replikon HCV. Zalezno$¢ miedzy tratwami lipidowy-
mi a zakazeniem HCV zostata przedyskutowana w kontekscie mechanizmow,
umozliwiajacych utrzymanie wirusa w zakazonym organizmie, jak rowniez jako
potencjalne Zr6dto nowych strategii terapeutycznych.
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UDZIAL TRATW LIPIDOWYCH W FORMOWANIU
KOMPLEKSU REPLIKACYJNEGO WIRUSA
ZAPALENIA WATROBY TYPU C

DOSTEPNE MODELE BADAWCZE

Szczeg6towy mechanizm replikacji wirusa zapalenia
watroby typu C nie zostat dotagd poznany. Przeszkode sta-
nowit brak odpowiednich systemoéw zwierzecych oraz linii
komaérkowych, gdzie HCV maégtby efektywnie replikowac

[6],

Zwierzecym modelem badawczym, umozliwiajagcym
analize wiremii, odpowiedzi biochemicznej, serologicznej
oraz zmian histopatologicznych w watrobie jest szympans.
Zakazenie u szympansdw charakteryzuje sie znacznie ta-
godniejszym przebiegiem wirusowego zapalenia watroby
typu C, niz ma to miejsce w organizmie cztowieka. Istot-
nym ograniczeniem sg rowniez kwestie etyczne oraz wy-
sokie koszty badan [6,10], Do alternatywnych modeli zwie-
rzecych, wykorzystywanych w badaniach nad HCV, naleza
transgeniczne myszy oraz ryjowki (Tupaia belangeri chinen-
sis) [11].

Cennych informacji na temat cyklu zyciowego wirusa za-
palenia watroby typu C dostarczaty analogie z pokrewny-
mi wirusami RNA oraz systemy, pozwalajace na ekspresje
pojedynczych biatek wirusowych [12] lub funkcjonalnych
pseudoczastek wirusa [13]. Szansg na znaczny postep w
tej dziedzinie stalo sie wprowadzenie linii komdrkowych
ludzkiego raka watroby —Huh-7 (ang. Human hepatoma cell
line), umozliwiajagcych wydajng replikacje genomu wirusa
[6,7], Przetomem w badaniach okazaty sie prace Lohman-
n'a i wspétautorow, ktérzy skonstruowali, przy uzyciu me-
tod molekularnych, bicystronowy, subgenomowy replikon
HCV i wprowadzili go do linii komérkowych Huh-7 [14].
Po dalszych modyfikacjach opracowano system pozwala-
jacy na ciagty replikacje wirusa oraz produkcje zakaznych
czgstek HCV (HCVcc), zdolnych do namnazania sie w kul-
turze komorkowej [15-17] i do zakazania szympanséw i my-
szy [18].

Udoskonalenie powyzszych systeméw pozwala doktad-
niej pokaza¢ dynamike zakazenia zachodzacg in vivo, co jest
istotne przede wszystkim dla rozwoju badan nad zastoso-
waniem nowych, skuteczniejszych lekéw antywirusowych.

CYKL REPLIKACYJNY HCV - WPROWADZENIE

Podobnie jak u pokrewnych wirus6w RNA, replikacja
HCV ma miejsce w cytoplazmie. Wirus wnika do wnetrza
komorki na drodze endocytozy, czemu towarzyszy wia-
zanie sie jego glikoprotein powierzchniowych —EIl i E2 z
receptorem obecnym na powierzchni komérki docelowej.
Cho¢ za wigzanie z komorka gospodarza odpowiada gli-
koproteina E2, wykazano, iz jej fuzja z btong komérki do-
celowej wymaga obecnosci biatka EI [6]. Obecnie najwiecej
uwagi posSwieca sie trzem receptorom, ktére prawdopo-
dobnie sg odpowiedzialne za wnikanie wirusa do wnetrza
komorki. Sg nimi: czasteczka CD81 [19], receptor LDL [20]
oraz receptor resztkowy klasy B (ang. human scavenger recep-
tor class B type I, SR-BI) [21], ktory wykazuje nasilong asocja-
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cje z tratwami lipidowymi w komdrkach Huh-7, zawieraja-
cych replikon HCV [22]. Po wniknieciu wirusa do komorki
dochodzi do usuniecia otoczki i uwolnienia jego genomu w
postaci dodatniej nici RNA [7],

Genom HCV stanowi matryce do syntezy ujemnej (-) nici
RNA, ktdra stuzy do syntezy ,,potomnych"” genoméw wiru-
sa. Enzymem katalizujgcym oba te etapy jest RNA - zalezna
RNA polimeraza, NS5B [23]. ,,Potomne"” dodatnie (+) nici
RNA sg upakowywane w nukleokapsyd jako genom lub
stuzg jako matryca w kolejnej rundzie syntezy biatek wiru-
sowych [7],

Pierwotnym produktem translacji dodatniej (+) nici RNA
jest, sktadajgca sie z 3000 aminokwasow, poliproteina. Po-
liproteina ta jest zrédtem 10 niestrukturalnych istruktural-
nych biatek wirusowych, ktérych powstawaniem kierujg
komoérkowe i wirusowe proteazy. W czesci aminokonco-
wej poliproteiny znajduja sie prekursory biatek struktural-
nych: tworzgcego nukleokapsyd biatka rdzeniowego (biat-
ko C, ang. core protein), glikoprotein powierzchniowych EIl
i E2 oraz biatka p7, ktére prawdopodobnie peini funkcje
kanatu jonowego. Pozostata cze$¢ poliproteiny obejmu-
je prekursory biatek niestrukturalnych: NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A i NS5B. Za dojrzewanie biatek strukturalnych
odpowiadajg sygnalazy komérki gospodarza. Uwalnia-
niem funkcjonalnych biatek niestrukturalnych, reguluja-
cych proces translacji i replikacji wirusa, kierujag enzymy
wirusowe. Hydroliza wigzania miedzy NS2 i NS3 jest
katalizowana przez metaloproteinaze wirusowg (NS2-3).
Natomiast proteinaza typu serynowego (NS3) jest odpo-
wiedzialna za dojrzewanie pozostatych niestrukturalnych
biatek HCV [24], Wigzania NS3-NS4A oraz NS5A-NS5B
hydrolizowane sg przez nig znacznie szybciej niz pozo-
state, co prowadzi do powstania kompleksu biatkowego
NS4A-NS4B-NS5A [25],

Powstanie otoczki biatkowo-lipidowej to ostatni etap
dojrzewania czastki wirusa, ktora nastepnie jest uwalniana
z komoérki przez paczkowanie. Formowanie wirionow HCV
odbywa sie prawdopodobnie w siateczce $rédplazmatycz-
nej [7],

MIEJSCE REPLIKACII HCV W ZAKAZONEJ KOMORCE

Cykl zyciowy wirusoéw, ktérych genom stanowi RNA o
dodatniej polarnosci, jest $cisle zwigzany z btonami komoér-
kowymi. Wiekszo$¢ z tych wiruséw, jak: poliowirusy [26],
wirus Kunjin [27], arteriwirusy [28], wirus mozaiki stoktosy
(BMV) [29], modyfikuje architekture btonowa zakazonej ko-
morki, w celu organizacji odrebnych struktur btonowych.
Istnienie takich struktur zapewnia koncentracje elementow
wirusowych oraz komérkowych, niezbednych przy formo-
waniu aktywnych komplekséw replikacyjnych i stanowi
korzystng dla patogenu ochrone [26-30].

W przypadku wirusa zapalenia watroby typu C istnienie
odrebnych struktur btonowych, uwazanych za wkasciwe
miejsce replikacji, zostato potwierdzone w hodowlach ludz-
kich linii komérkowych, zawierajgcych replikon HCV [31].
Autorzy publikacji anglojezycznych stosujg wobec tych
specyficznych struktur btonowych okre$lenie ,,speckle - like

335



structure™. Cho¢ nie istnieje polski odpowiednik tej nazwy,
to w bezposrednim ttumaczeniu brzmi ona jako ,struktury
przypominajace cetki" [9,31]. Interesujace jest to, iz morfo-
logicznie podobne zmiany odkryto w hepatocytach szym-
pansow, zakazonych HCV, gdzie nazwano je ,,sponge-like
inclusion”, czyli ,,ggbczaste inkluzje" [10].

Powyzsze obserwacje sugerujg, ze w skiad kompleksu
replikacyjnego wirusa zapalenia watroby typu C, oprécz
niestrukturalnych biatek wirusowych (NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B), wchodza pewne frakcje btonowe. Analiza
biochemiczna btonowych elementéw kompleksu replika-
cyjnego HCV wykazata, iz sg one odporne na dziatanie de-
tergentéw niejonowych (Triton X-100, Nonidet P-40) w tem-
peraturze 4°C. Natomiast w wyniku dziatania Tritonu X-100
w temperaturze 37°C oraz p-oktyloglukozy w temperaturze
4°C kompleks replikacyjny ulega degradacji [8], co, wraz z
udowodniong obecnoscig kaweoliny-2 [9], jest charaktery-
styczne dla tratw lipidowych i $wiadczy o ich udziale w re-
plikacji wirusa zapalenia watroby typu C.

ZNACZENIE TRATW LIPIDOWYCH W REPLIKACJI HCV

Wiele czynnikéw zakaznych (wirusy, bakterie, pasozyty)
wykorzystuje tratwy lipidowe, czyli bogate w cholesterol
i sfingolipidy domeny bton komérkowych [32], jako miej-
sce kolonizacji komdrki gospodarza. Tratwy lipidowe biorg
udziat w cyklu zyciowym wirusa grypy [33], wirusa zespo-
tu nabytego niedoboru odpornosci typu | (HIV-1) [34], wi-
ruséw Ebola i Marburg [35], gdzie miedzy innymi stanowig
platformy, posredniczgce we wnikaniu czgstek wirusowych
do komorki docelowej oraz w formowaniu nowych wirio-
néw [33-35].

Rola tratw lipidowych w replikacji HCV polega gtownie
na ochronie pozostatych elementow kompleksu replika-
cyjnego wirusa przed degradacja [9], Zauwazono, iz RNA
oraz niestrukturalne biatka wirusowe, wchodzgce w skiad
aktywnego kompleksu replikacyjnego HCV, sg odporne na
dziatanie nukleaz i proteaz. Stajg si¢ one wrazliwe na dzia-
tanie tych enzymoéw dopiero po zastosowaniu czynnikow
niszczacych strukture tratw lipidowych (Tritonu X-100 w
temperaturze 37°C) [8].

Pokrycie kompleksu replikacyjnego wirusa przez tratwy
lipidowe czyni go niedostepnym dla innych czasteczek wi-
rusowego RNA, ktére w wyniku tego nie moga stuzy¢ jako
matryca do syntezy RNA HCV. Natomiast potomne nici
RNA moga stanowi¢ matryce w kolejnej rundzie replikacyj-
nej [36],

LOKALIZACJA BIALEK WIRUSOWYCH
W ZAKAZONEJ KOMORCE

Uzycie metod immunofluorescencyjnych oraz mikro-
skopii elektronowej pozwolito na zlokalizowanie nie-
strukturalnych biatek wirusa w siateczce $rodplazma-
tycznej oraz aparacie Golgiego zakazonej komorki. Uwa-
za sie, iz ER jest jedynie miejscem syntezy strukturalnych
i niestrukturalnych biatek HCV [9], Natomiast aktywny
kompleks replikacyjny wirusa jest zwigzany gtdwnie z
aparatem Golgiego, zawierajgcym struktury tratw lipido-
wych [37],
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Obecnos¢ ,,speckle-like structure™ oraz rekrutacja nie-
strukturalnych biatek wirusowych do tratw lipidowych
zostata zaobserwowana w systemach, umozliwiajgcych
synteze RNA HCV. Potwierdza to dodatnia korelacja mie-
dzy iloscig ,,speckle-like structure” w zakazonej komorce,
iloscig niestrukturalnych biatek wirusowych zwigzanych
z tratwami lipidowymi, a aktywnoscig replikacyjng HCV.
Jest to rowniez kolejnym dowodem, iz ,,speckle-like structu-
re" to wtasciwe miejsce replikacji wirusa [9,38]. Obserwa-
cje te sg sprzeczne z doniesieniami innych badaczy, kté-
rzy wykazali, iz niestrukturalne biatka HCV sg zwigzane
gtownie z siateczkg $rédplazmatyczng [39]. Przypuszcza
sie, iz te odmienne wyniki sg zwigzane z réznicami w ak-
tywnosci replikacyjnej wirusa w komdrkach, ktore byty
wykorzystywane przez kazdg z grup badawczych [9].

RNA HCV oraz mniej niz 5% niestrukturalnych biatek
wirusowych, obecnych w zakazonej komorce, jest odpor-
nych na dziatanie nukleaz i proteaz oraz hierze bezposredni
udziat w procesie replikacji [40,41]. Ze wzgledu na wysoka
stabilno$¢ tych biatek replikacja wirusa nie zalezy od ich
syntezy [25], Pozostata cze$¢ niestrukturalnych biatek HCV
(>95%) jest prawdopodobnie wymagana przy formowaniu
kompleksu replikacyjnego, badz zaangazowana jest w pro-
ces translacji ORF HCV [40,41],

FORMOWANIE KOMPLEKSU REPLIKACYJNEGO HCV

Kluczowa role w formowaniu kompleksu replikacyj-
nego (RC, ang. replication complex) HCV odgrywa hydro-
fobowe biatko NS4B [42], Jego wtasciwosci kotwiczace
umozliwiajg potgczenie kompleksu biatkowego NS4A-
NS4B-NS5A z tratwami lipidowymi, co inicjuje tworze-
nie kompleksu replikacyjnego wirusa w ich obrebie [38],
Pozostate niestrukturalne biatka wirusowe (NS3, NS4A,
NS5A, NS5B) nie posiadajg takich witasciwos$ci. Stanowia
one jednak wazne elementy kompleksu replikacyjnego
wirusa, co sugeruje, iz oddziatywania miedzy niestruktu-
ralnymi biatkami wirusowymi, a takze pewnymi btono-
wymi biatkami gospodarza sg niezbedne przy organizacji
RC HCV. NS4A peini funkcje kofaktora proteinazy sery-
nowej NS3, ktéry pozwala na rekrutacje NS3 do tratw li-
pidowych [43], Poniewaz biatko NS5B (polimeraza RNA),
w wyniku aktywnos$ci enzymatycznej wirusowej prote-
azy, zostaje oddzielone od NS4A-NS4B-NS5A, jego pota-
czenie z kompleksem replikacyjnym wymaga obecnosci
dodatkowych czynnikéw biatkowych. Role te odgrywa
btonowe biatko komérkowe hVAP-33 (ang. human vesicle
associated protein), ktéorego domena N-konncowa wigze sie
z NS5B, a C-koncowa z NS5A. Wystepuje ono w struk-
turach btonowych opornych na dziatanie detergentéw
niejonowych (DRM, ang. detergent resistant membrane),
co wraz z jego zdolnoscig wigzania biatek wirusowych,
jest kolejnym dowodem na formowanie kompleksu repli-
kacyjnego wirusa w obrebie tratw lipidowych (Ryc. 1).
Biatko hVAP- 33 zostato takze zidentyfikowane we frak-
cjach btonowych wrazliwych na dziatanie detergentéw
niejonowych (DSM, ang. detergent sensitive membrane),
obecnych w siateczce $rodplazmatycznej, gdzie znajduje
sie ono prawdopodobnie w miejscu syntezy NS5A i NS5B
[38,44].
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hVAP-33

TRATWY LIPIDOWE

Rycina 1. Model aktywnego kompleksu replikacyjnego HCV, opracowany na podstawie prac [38,44].

NS5A jest fosfoproteing o masie 56 kDa, ktora rowniez
wystepuje w postaci hiperfosforylowanej (58 kDa). Wyni-
ki badan zaprezentowane przez Evans'a i wspo6tautorow
pokazaty, iz poziom fosforylacji NS5A wptywa na zdol-
nos$¢ jego wigzania sie z biatkiem hVAP-33, a tym samym
reguluje aktywnos$¢ replikacyjng wirusa. Zaobserwowa-
no, iz hiperfosforylacja uniemozliwia biatku NS5A pota-
czenie sie z hVAP-33, co jest koniecznym warunkiem po-
wstania aktywnego kompleksu replikacyjnego HCV [45],

Kolejnym biatkiem komérkowym niezbednym w proce-
sie replikacji i translacji HCV jest biatko wigzace trakt po-
lipirymidynowy (PTB, z ang. polypyrimidine-tract-binding
protein). Wigze sie ono z obecnymi na koncach 3' i 5' geno-
mu wirusa sekwencjami UTR [46]. Ostatnie badania udo-
wodnity, iz biatko PTB jest obecne w tratwach lipidowych,
gdzie bierze udziat w formowaniu aktywnego kompleksu
replikacyjnego HCV [47],

SIEC BLONOWA JAKO Wt ASCIWE
MIEJSCE REPLIKACJI WIRUSA

Wykorzystanie mikroskopii elektronowej oraz metod im-
munofluorescencyjnych pozwolito na obserwacje, induko-
wanych przez wirusa zapalenia watroby typu C, odrebnych
struktur btonowych, w komodrkach zawierajagcych replikon
HCV. Celem tych analiz byta charakterystyka ,,speckle-like
structure” oraz identyfikacja roli poszczeg6lnych biatek
HCV w ich formowaniu. Na podstawie badan ekspresji catej
poliproteiny wirusa zaobserwowano dwa gtdwne typy mo-
dyfikacji btonowej architektury komorki: sie¢ btonowa (ang.
membranous web) oraz ciasno utozone pecherzyki, ktore ja
otaczaja [31,48].

Sie¢ btonowa sktada sie z pecherzykéw o Srednicy 85
nm, ktére sg zanurzone w matriks btonowej. Przypuszcza
sie, iz pecherzyki te mogg by¢ formowane przez ciasno
utozone, falujagce btony, tworzace zbitg strukture. Wyka-
zano, iz za organizacje sieci btonowej jest odpowiedzialne
niestrukturalne biatko wirusa — NS4B [31]. Wydaje sig, iz
sie¢ btonowa jest najbardziej odpowiednim kandydatem
do miejsca replikacji HCV w zakazonej komorce, gdyz
gromadzi wiekszo$¢, odpornych na dziatanie proteaz i
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nukleaz komdrkowych, niestrukturalnych biatek wirusa,
bioragcych udziat w formowaniu aktywnych komplekséw
replikacyjnych [49], Nie stwierdzono natomiast, aby pe-
cherzyki sieci btonowej zawieraty czastki wirusa. Nowe
wiriony sg prawdopodobnie formowane w innej czesci
komorki, w siateczce $srodplazmatycznej, a sie¢ btonowa
jest jedynie miejscem syntezy RNA HCV [50].

Drugi rodzaj zmian stanowig, otaczajace sie¢ btono-
wa, pecherzyki o nieregularnych ksztattach, podobne
do wystepujacych w zakazeniu wirusem Polio [51]. Ich
btony ulegajg fuzji, dlatego w publikacjach anglojezycz-
nych okres$la sie je czesto mianem ,,contiguous vesicles",
czyli ,,stykajgcych sie pecherzykéw". Ich obecno$¢ zosta-
ta stwierdzona jedynie w systemach, umozliwiajacych
ekspresje catej poliproteiny wirusa. Sugeruje to, iz ich
formowanie wymaga wspoétdziatania kilku biatek wiru-
sowych. Niektore, réznigce sie wielkoscig pecherzyki sg
wyposazone w rybosomy. Podejrzewa sig, iz mogg one
mie¢ zwigzek z szorstkg siateczkg S$rodplazmatyczng.
Obok nich wystepujg duze ilosci pojedynczych, gtad-
kich pecherzykéw, za powstawanie ktérych wydaje sie
by¢ odpowiedzialny kompleks NS3-NS4A. Uwaza sie, iz
biatka NS5A i NS5B nie przyczyniaja sie do formowania
,.speckle-like structure™ [31,48].

FORMOWANIE PECHERZYKOW SIECI BLONOWE]

Formowanie nowego pecherzyka jest wynikiem modyfi-
kacji lipidow bton komdrkowych oraz polimeryzacji biatka
— klatryny, co prowadzi do powstania struktury przypo-
minajacej klatke [52]. Istotny moze by¢ tu rowniez udziat
biatka — NS4B, gdyz dzieki wtasciwosciom kotwiczgcym
w tratwach lipidowych oraz zdolno$ci do oligomeryzaciji,
przyczynia sie ono do taczenia sie oraz stabilizacji tratw li-
pidowych. Potgczone tratwy lipidowe utatwiajg rekrutacje
licznych kopii niestrukturalnych biatek wirusa i organiza-
cje kolejnych kompleksow replikacyjnych. Proces ten ma
na celu zamkniecie RNA wirusa wraz z pozostatymi ele-
mentami kompleksu replikacyjnego wewnatrz pecherzyka
(Ryc. 2) [8],
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HCV RNA (+)

Rycina 2. Model formowania pecherzykéw sieci btonowej, zawierajacych wiele
kopii aktywnych komplekséw replikacyjnych HCV, opracowany na podstawie
prac [8,38,40,44]. (A) Synteza niestrukturalnych biatek HCV w siateczce $rdd-
plazmatycznej (ER), zawierajacej komérkowe biatko hVAP-33. (B) Organizacja
komplekséw replikacyjnych wirusa w obrebie tratw lipidowych aparatu Gol-
giego (AG). (C) Laczenie sie i stabilizacja, zawierajacych kompleksy replikacyjne
HCV, tratw lipidowych aparatu Golgiego. (D) Formowanie, zawierajacych wiele
kopii komplekséw replikacyjnych HCV, pecherzykéw sieci btonowej w wyniku
oligomeryzacji NS4B i przytaczanie nici RNA HCV (+). (E) Dojrzaty pecherzyk
sieci btonowej, zawierajacy wiele kopii aktywnych komplekséw replikacyjnych;
brazowa linia reprezentuje RNA (+), a czerwona RNA (-).

Cho¢ prawdopodobnie wnetrze kazdego pecherzyka
pozostaje w kontakcie z cytoplazmg komérki, w celu do-
starczania nukteotydéw do syntezy RNA HCV niemozli-
we jest wnikniecie molekut, ktérych masa przekracza 16
kDa [40,41]. Stanowi to ochrone przed dziataniem nukle-
az i proteaz. Zaobserwowano, iz wewnatrz pecherzyka,
zawierajacego wiele aktywnych komplekséw replikacyj-
nych, obecna jest pojedyncza ujemna oraz kilka dodat-
nich nici RNA wirusa [40].
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MODYFIKACJE PROTEOMU TRATW
LIPIDOWYCH, TOWARZYSZACE ZAKAZENIU
WIRUSEM ZAPALENIA WATROBY TYPU C

Obok cholesterolu i sfingolipiddw waznym elementem
tratw lipidowych sg biatka. Do biatek, bedacych statymi
komponentami tratw lipidowych nalezg, miedzy innymi:
kaweolina-2, flotylina, biatka z kotwicg GPI, kinazy z ro-
dziny Sarcoma, biatka G, receptory endoteliny i czynnikéw
wzrostu (EGF, PDGF), kinazy MAP, gangliozyd GM, rozpo-
znawany przez toksyne cholery [563]. Tratwy lipidowe sta-
nowig rowniez platformy, z ktdrymi czasowo asocjujg pew-
ne czynniki biatkowe, np. immunoreceptory. To wigzanie
jest modulowane przez zewnatrz- i wewngtrzkomorkowe
bodzce i Swiadczy o wysokiej dynamice struktury tratw li-
pidowych. Poniewaz konsekwencjg modyfikacji ich skiadu
biatkowego moze by¢ nasilenie lub ostabienie aktywnosci
wielu biologicznych proceséw komorki [54], analiza tego
zagadnienia w kontekécie zakazenia drobnoustrojami moze
pozwoli¢ na doktadniejsze poznanie patogenezy wielu za-
kazen.

Tratwy lipidowe, stanowigc istotny element kompleksu
reptikacyjnego HCV, posredniczg rowniez w HCV-zaleznej
modulacji wielu proceséw komérki. Mannova i wspétauto-
rzy zaobserwowali roznice w kumulacji wybranych czynni-
kéw biatkowych przez tratwy lipidowe w komdérkach Huh-
7, zawierajacych replikon HCV w poréwnaniu z komor-
kami, ktére go nie posiadaty. Ujawnili oni, iz wérdd 1036
biatek wyizolowanych z komdrek Huh-7, zawierajacych re-
plikon HCV, 150 wykazywato nasilong (110) lub ostabiong
(40) asocjacje z tratwami lipidowymi. Okazato sie, iz biatka
te biorg udziat miedzy innymi w procesach transportu pe-
cherzykowego, reorganizacji cytoszkieletu oraz przekazy-
waniu sygnatéw [22],

TRANSPORT BIALEK WIRUSA ORAZ PECHERZYKOW
SIECI BLONOWEJ W ZAKAZONEJ KOMORCE

Uwaza sie, iz w formowaniu oraz utrzymaniu pecherzy-
kow sieci btonowej bierze udziat cytoszkielet komarki. Mi-
krotubule oraz filamenty aktynowe mogg pos$redniczy¢ w
migracji biatek NS HCV miedzy siateczka srodplazmatycz-
ng a aparatem Golgiego, czemu towarzyszg wtasnie mody-
fikacje struktury tych organelli — ,,speckle-like structure".
Poniewaz za miejsce powstawania nowych wirionéw uwa-
zana jest siateczka Srodplazmatyczna, podejrzewa sig, iz pe-
cherzyki zawierajgce aktywne RC HCV sg transportowane
z aparatu Golgiego do ER. Dochodzi tam do rozpadu struk-
tur tratw lipidowych i uwolnienia ,,potomnych" genomoéw
HCV, ktére moga stanowi¢ matryce w procesie translacji
lub zosta¢ upakowane w nukleokapsydach wirusa [55].

Reorganizacjg cytoszkieletu kierujg, miedzy innymi,
biatka nalezace do rodziny Rho — RhoA oraz Cdc42, kto-
re wykazujg nasilong asocjacje z tratwami lipidowymi w
komérkach Huh-7, zawierajagcych replikon HCV [22], Skut-
kiem ich przemieszczenia do tratw lipidowych jest zamia-
na nieaktywnej formy biatka w aktywng. Prowadzi to do
powstania réznych struktur cytoszkieletalnych [56], ktore
moga uczestniczy¢ w transporcie niestrukturalnych biatek
wirusowych oraz pecherzykdéw sieci btonowej.
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W procesie migracji pecherzykow sieci btonowej mogg
réwniez posredniczy¢ biatka, ktdre biorg udziat w transpor-
cie pecherzykowym oraz fuzji bton. Wykazujg one nasilong
asocjacje z tratwami lipidowymi komérek Huh-7, zawiera-
jacymi replikon HCV [22], ktdra sprzyja ich aktywacji [57],
Wsrod nich najwiekszy odsetek stanowig biatka z rodziny
Rab —Rabl8, Rab9a, Rab7 oraz syntaksyna-7 [22],

Rola, zwigzanego z kroplami lipidowymi, biatka Rabl8
polega na kontroli transportu miedzy siateczkag $rodpla-
zmatyczng a aparatem Golgiego [58]. Biatko Rab9 reguluje
transport tadunku z endosomdéw po6znych do aparatu Gol-
giego i dalej do btony komoérkowej. Wczesniejsze badania
pokazaty, iz biatko Rab9 jest niezbedne, miedzy innymi,
w cyklu zyciowym wirusa zespotu nabytego niedoboru
odpornosci typu 1 (HIV-1), filowiruséw oraz wirusa odry,
gdzie przyczynia sie on do uwolnienia nowych wirionow
z komdrki [59]. Rab7 reguluje transport substancji ulegaja-
cych endocytozie z endosoméw wczesnych do pdznych i
przedziatdw degradacyjnych, a takze kontroluje dojrzewa-
nie fagosomow i koordynacje ich fuzji z lizosomami [60],
Syntaksyna-7, podobnie jak biatka Rab, kontroluje transport
pecherzykowy [61], a spadek jej zawartosci 0 60% w komor-
kach, zawierajacych replikon HCV, prowadzi do redukcji
aktywnosci replikacyjnej wirusa [22],

Uzyskane przez Mannova i wspétautoréw wyniki suge-
ruja, iz nadmierna dystrybucja niektorych biatek z rodziny
Rab do tratw lipidowy komérek Huh-7, zawierajacych repli-
kon HCV, sprzyja kumulacji kropli lipidowych, umozliwia
formowanie aktywnych komplekséw replikacyjnych, badz
powstawanie nowych wiriondw, ulatwiajgc tym samym
uwalnianie z komaérki kolejnych kopii wirusa [22],

HAMOWANIE APOPTOZY ORAZ REDUKCJA
AKTYWNOSCI REPLIKACYJNEJ HCV

Apoptoza, umozliwiajac eliminacje komorki wraz z wi-
rusem, jest kluczowym procesem wykorzystywanym przez
organizm jako antywirusowy mechanizm obronny. Aby za-
pewni¢ sobie przetrwanie, wirusy hamujg apoptoze poprzez
kodowanie biatek, ktore unieczynniajg kaspazy komdérkowe
lub hamujg przekazywanie ,,sygnatu $mierci". Prowadzi to
do powstania przewlektych zakazen wirusowych, ktore sta-
nowia podtoze dla rozwoju wielu nowotworéw, w tym raka
pierwotnego watroby [62].

Ostatnie badania wykazaty, iz zawierajgce replikon HCV
komorki Huh-7 charakteryzujg sie zwiekszong aktywnoscig
jednego z gtéwnych szlakéw prozyciowych — szlaku fos-
fatydyloinozytolu (PI3K/AKT) [63], Jest to najprawdopo-
dobniej spowodowane nasilong asocjacjg z tratwami lipido-
wymi biatek Cdc42 oraz N-Ras [22,63], aktywatorow kinazy
P13 [64].

Aktywacja kinazy AKT zachodzi po jej potaczeniu sie z
btona, na drodze fosforylacji treoniny oraz seryny. Fosfo-
rylacja przy reszcie treoniny nastepuje poprzez dziatanie
kinazy PI3 i wymaga posrednictwa fosfolipidéw inozytolu
(PIP3). Natomiast za fosforylacje przy reszcie seryny jest od-
powiedzialny aktywny kompleks kinazy mTOR (ang. mam-
malian target of rapamycin) i biatka rictor [65], Stwierdzono,
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iz komorki Huh-7, zawierajgce replikon HCV, wykazujg
wzmozong aktywnos$¢ kinazy mTOR [63].

Kinaza AKT jest inhibitorem proapoptotycznego biatka
Bad, kaspazy 9 oraz negatywnym regulatorem czynnikéw
transkrypcyjnych FKHD (ang. forkhead transcription factor),
indukujacych ekspresje genoéw wielu proapoptotycznych
biatek, jak CD95L. Kinaza AKT, indukujac aktywnos$¢ czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kappaB, przyczynia si¢ rowniez
do zwiekszenia proliferacji komorkowej (Ryc. 3) [66].

Ostatnie doniesienia wskazujg na udziat wirusowego
biatka NS5A w aktywacji szlaku PI3K/AKT. Cho¢ doktad-
ny mechanizm pozostaje niejasny i wymaga dalszych ana-
liz, to Street i wspoétautorzy sadza, iz NS5A oddziatuje z
domeng SH3 podjednostki regulatorowej (p85) kinazy PI3.
Przypuszczajg oni, iz miejsce oddziatywania w biatku NS5A
obejmuje reszty aminokwasowe 270-300 i charakteryzuje je
brak sekwencji bogatych w proline. Aktywacja podjednostki
p85 odbywa sie na drodze fosforylacji. Dotychczas nie wy-
kryto aktywnos$ci enzymatycznej biatka NS5A, co sugeruje,
iz posrednio przez aktywacje kinaz tyrozynowych moze
ono przyczynia¢ sie do fosforylacji p85, a w konsekwencji
do aktywacji drogi PI3K/AKT [67,68].

Aktywacji szlaku PI3K/AKT w komorkach, oprocz
zmniejszonej podatno$ci komorki na apoptoze, towarzy-
szy rowniez staty, niski poziom replikacji wirusa [63], Jako
przyczyne spadku aktywnosci replikacyjnej HCV wskazu-
je sie odwrotng zalezno$¢ miedzy hiperfosforylacjg biatka
NS5A a poziomem replikacji HCV. Kinazy AKT, mTOR oraz
p70S6 wykazywaty bowiem w warunkach in vitro zdolno$¢
do fosforylacji NS5A. Nie zostato to jednak potwierdzone
in vivo [69].

Zaburzone dziatanie drogi sygnatowej PISK/AKT ha-
muje apoptoze, a tym samym pozwala wirusowi unikngé
odpowiedzi immunologicznej, co skutkuje przetrwaniem

Rycina 3. Aktywacja szlaku fosfatydyloinozytolu (PISK/AKT) w zakazeniu wi-
rusem zapalenia watroby typu C; omoéwienie schematu w tekscie.
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zakazenia i zwigksza prawdopodobieAstwo rozwoju mar-
skosci oraz raka pierwotnego watroby [63].

ZAHAMOWANIE MIGRACJI LIMFOCYTOW
Tc W ZAKAZENIU HCV

Zauwazono, iz wirus zapalenia watroby typu C wyka-
zuje dziatanie supresyjne wobec sktadnikéw odpornoSci
naturalnej. Potwierdza to zwigzek przewlekiego zapalenia
watroby typu C z upo$ledzeniem odpowiedzi komorkowej
organizmu i ucieczka wirusa spod kontroli jego uktadu im-
munologicznego [70]. Do szeregu mechanizmoéw wiruso-
wych skierowanych przeciwko odpornosci naturalnej or-
ganizmu zalicza sie, miedzy innymi, hamowanie migracji
limfocytéw T do miejsca zapalenia, w czym, przez skupia-
nie izoenzymu pi kinazy biatkowej C, uczestniczg tratwy
lipidowe [71].

Volkov i wspo6tautorzy zaobserwowali, iz wigzanie wi-
rusowej glikoproteiny powierzchniowej E2, biorgcej udziat
w rozpoznawaniu i wnikaniu HCV do wnetrza komérki,
z biatkiem btonowym CD81 uposledza funkcje (migracje)
limfocytow Tc we wczesnej fazie wirusowego zapaleniawa-
troby typu C [71]. Biatko btonowe CD81 nalezy do rodziny
tetraspanin zaangazowanych w takie procesy komaérkowe,
jak: adhezja, migracja, przekazywanie sygnatu, namnazanie
i roznicowanie. Poniewaz stanowi ono ligand dla integryny
LFA-1 (ang. leukocyte function-associated molekule-1) obecnej
na powierzchni limfocytéw [19], wigzanie glikoproteiny
E2 z biatkiem btonowym CD81 w przebiegu zakazenia wi-
rusem zapalenia watroby typu C, moze w istotny spos6b
modulowa¢ funkcje leukocytdw. Konsekwencjg tego od-
dziatywania jest zahamowanie aktywacji receptora LFA-1
na powierzchni limfocytu T, w wyniku czego dochodzi do
wzmozonej asocjacji izoenzymu pi kinazy biatkowej C z
tratwami lipidowymi. Oddysocjowanie izoenzymu pi kina-
zy biatkowej C od mikrotubul cytoszkieletu uniemozliwia
jego reorganizacje, co hamuje funkcje obronne limfocytéw
(Ryc. 4) [71].

NOWE TERAPIE ANTYWIRUSOWE, WYNIKAJACE Z
ROLI TRATW LIPIDOWYCH W REPLIKACJI HCV

Obecnie w leczeniu przewlekiego wirusowego zapalenia
watroby typu C stosuje sie kombinowang terapie, ztozong
z pegylowanego interferonu alfa i rybawiryny — analogu
guanozyny. Poniewaz jedynie od 30% do 50% pacjentow

r .

odpowiada pozytywnie na leczenie, wciaz intensywnie po-
szukuje sie nowych rozwigzah terapeutycznych [72-74],

WSréd nowych kierunkow terapii przewlektego wiruso-
wego zapalenia watroby typu C znalazty sie preparaty skie-
rowane przeciwko dobrze poznanym, niestrukturalnym
biatkom wirusa, ktére jednoczesnie sa kluczowymi enzyma-
mi jego cyklu replikacyjnego. Do tej grupy naleza: NM283
(Valopicitabine), R1626, HCV-796 — blokujace aktywnos$¢
zaleznej od RNA polimerazy RNA oraz VX-950, SCH503034
— inhibitory proteazy serynowej NS3/NS4A. Istniejg row-
niez preparaty, ktérych dziatanie polega na celowanym ata-
ku na stabiej poznane struktury biatkowe wirusa, jak: NS5A,
NS4A, p7 oraz NS3. Prowadzone sg rowniez badania, gdzie
poprzez wykorzystanie rybozyméw i antysensownych oli-
gonukleotydéw (AVI-4065), zostaje zahamowana translacja
wirusowego RNA. Istotnymi mozliwos$ciami terapeutycz-
nymi sg rowniez: zahamowanie wnikania wirusa (przeciw-
ciata poliklonalne — Civacir oraz monoklonalne — HCV-
AB68, HCV-AB65), blokowanie powstania jego ostonki oraz
zastosowanie szczepionki terapeutycznej [75,76].

Podstawg rozwoju nowych terapii w leczeniu wiruso-
wego zapalenia watroby typu C okazato sie by¢ réwniez
formowanie kompleksu replikacyjnego HCV, zwigzanego z
tratwami lipidowymi. Wykazano, iz uszkodzenie struktur
btonowych lub/i pozostatych komponentéw (niestruktu-
ralne biatka wirusa, biatka gospodarza, RNA HCV) kom-
pleksu replikacyjnego wirusa hamuje proces syntezy RNA
HCV. Poniewaz replikacja ma miejsce w kompleksach repli-
kacyjnych sktadajacych sie z wielu kopii niestrukturalnych
biatek wirusowych, ktdre sg zwigzane z tratwami lipidowy-
mi, nowe dziatania terapeutyczne mogga dotyczy¢ hamowa-
nia oddziatywania biatko — biatko oraz biatko — tratwy
lipidowe [48].

ROLA PRODUKTOW SZLAKU MEWALONOWEGO

Jeden z potencjalnych kierunkéw w terapii antywirusowej
wykorzystuje role produktéw szlaku mewalonowego w cy-
klu zyciowym HCV. Regulacja metabolizmu szlaku mewalo-
nowego odbywa sie gtéwnie na poziomie reduktazy HMG-
CoA, totez stosowanie statyn, czyli inhibitorow reduktazy
HMG-CoA, zmniejsza stezenie pochodnych kwasu mewa-
lonowego. W hodowlach komérek, zawierajgcych replikon
HCV, zastosowanie statyn prowadzito do zahamowania pro-

|

ona rekrutacja Zahamowanie

u BI g migracji limfocytéw
biatkowej C T do miejsca
lipidowych zapalenia

Rycina 4. Schemat zahamowania migracji limfocytéw Tc we wczesnej fazie wirusowego zapalenia watroby typu C; oméwienie schematu w tekscie.
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cesu replikacji wirusa. Poziom RNA HCV w tych komérkach
zostat zredukowany do 25% w poréwnaniu z komdérkami
kontrolnymi, wobec ktdrych nie stosowano leku [48,77].

Stosowanie statyn obniza stezenie cholesterolu w komar-
ce, co prowadzi do zmian w morfologii struktur btonowych
(tratwy lipidowe), biorgcych udziat w cyklu zyciowym wi-
rusa [48]. Dziatajgc na komorki metylo-(3-cyklodekstryna,
zwigzkiem umozliwiajgcym ekstrahowanie cholesterolu z
bton komdrkowych, nie zmieniajgc przy tym ich struktury
ani przepuszczalnosci, obnizano wewnatrzkomérkowy po-
ziom cholesterolu. Wykazano w ten sposob, iz zmniejszenie
stezenia cholesterolu w komdrce o okoto 70% sprawia, iz
tratwy lipidowe kurczg sie, czego konsekwencjg jest utra-
ta zwigzanych z nimi biatek [54], w tym prawdopodobnie
réwniez biatek wirusa uczestniczacych w organizacji ak-
tywnego kompleksu replikacyjnego HCV.

Wptyw statyn na spadek aktywnosci replikacyjnej wiru-
sa ma zwigzek nie tylko z obnizeniem poziomu wewnatrz-
komoérkowego cholesterolu, ale i innych produktéw szlaku
mewalonowego. Nalezg do nich izoprenoidy —pirofosforan
farnezylu i pirofosforan geranylgeranylu [78]. Zaobserwowa-
no, iz replikacja wirusa wymaga obecnosci jednego lub wiecej
biatek komérkowych, ktére ulegajg procesowi geranylgera-
nylizacji, gdyz zastosowanie egzogennego geranylgeraniolu
pozwolito na zabezpieczenie syntezy RNA HCV przed ha-
mujacym dziataniem statyn, co nie zostato potwierdzone wo-
bec farnezolu [79], Dalsze badania wykazaty, iz geranylgera-
nylizacji ulega biatko komoérkowe FBL2, tworzace kompleks
z biatkiem NS5A HCV [80], Za przeniesienie reszt geranylge-
ranylu na biatka bton komoérkowych odpowiada transferaza
geranylgeranylu 1. Podanie inhibitora tego enzymu (GGTI-
286) moze mie¢ znaczenie w leczeniu przewlekiego wiruso-
wego zapalenia watroby typu C [78,79]. Zahamowanie syn-
tezy izoprenoiddw zmniejsza réwniez stopien izoprenylacji
biatek N-Ras, Rho oraz Rab [81], ktore biorg udziat w cyklu
zyciowym wirusa zapalenia watroby typu C [22],

ZAHAMOWANIE SYNTEZY SFINGOLIPIDOW JAKO
NOWY NURT W LECZENIU ZAKAZENIA HCV

Ostatnie dane wskazuja, iz ingerencja w synteze sfingoli-
pidéw moze okazac¢ sie obiecujacym zrédtem nowych stra-
tegii terapeutycznych w leczeniu wirusowego zapaleniawa-
troby typu C. Sfingolipidy, odpowiadajagc za zmniejszenie
ptynnosci btony komoérkowej, stanowig wazny komponent
tratw lipidowych [32], Niestrukturalne biatko wirusowe
— NS5B posiada domene wigzaca bezposrednio sfingomie-
line, przez co sfingolipidy przyczyniajg sie do organizacji
aktywnego kompleksu replikacyjnego wirusa. Zidentyfiko-
wany niedawno wtérny metabolit — NA255, pochodzacy
z grzybka z rodzaju Fusarium sp. (F1476), hamuje synteze
de novo sfingolipidéw, prowadzac do zahamowania repli-
kacji HCV. NA255 wykazuje strukturalne podobienstwo
do myriocyny, ktéra stanowi selektywny inhibitor palmito-
ilotransferazy serynowej (SPT), katalizujgcej pierwszy etap
biosyntezy sfingolipidow [82,83].

PODSUMOWANIE

Wirus zapalenia watroby typu C jest obiektem intensyw-
nych badan, gdyz wcigz stanowi powazny problem epi-
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demiologiczny z powodu matej skutecznosci stosowanych
terapii antywirusowych oraz wcigz rosngcej liczby zacho-
rowan. W ostatnich latach wykazano, iz wtaSciwym miej-
scem syntezy RNA wirusa jest sie¢ btonowa. Sktada sie ona
z licznych pecherzykoéw, zawierajacych struktury tratw lipi-
dowych, ktore biorg udziat w organizacji aktywnych kom-
plekséw replikacyjnych wirusa. Zapewnia to koncentracje
produktéw wirusowych i komdrkowych, niezbednych do
formowania aktywnych kompleksow replikacyjnych HCV,
chronigc je przy tym przed degradacjg. Udziat tratw lipi-
dowych w cyklu zyciowym HCV posrednio znalazt po-
twierdzenie réwniez w innych badaniach, ktére pokazaty,
iz podanie inhibitoréw reduktazy HMG-CoA (statyny),
prenylacji biatek czy syntezy sfingolipidow w znaczacy spo-
s6b hamuje replikacje wirusa. Replikacji wirusa zapalenia
watroby typu C towarzysza réwniez modyfikacje sktadu
biatkowego tratw lipidowych. Zmiany dotyczg biatek be-
dacych mediatorami wielu kluczowych proceséw komarki.
Najlepiej poznane sa modyfikacje, prowadzace do zaburzen
apoptozy oraz wewnatrzkomérkowych szlakéw przeka-
zywania sygnatéw, kontrolujgcych odpowiedZz immunolo-
giczng organizmu. Uniemozliwia to podjecie przez komarki
uktadu odporno$ciowego funkcji obronnych, w tym migra-
cji limfocytdw T do miejsca zapalenia. Poniewaz aktualne
metody leczenia przewlektego zapalenia watroby typu C
pozostajg ograniczone, zalezno$é replikacji HCV od tratw
lipidowych stanowi szanse na rozwo6j nowych dziatan an-
tywirusowych.

PISMIENNICTWO

1. Choo QL, Kuo G, Weiner AJ, Overby LR, Bradley DW, Houghton M
(1989) Isolation of a cDNA clone derived from a blood-borne non-A,
non-B viral hepatitis genome. Science 244: 359-362

2. Brass V, Moradpour D, Blum HE (2006) Molecular virology of hepati-
tis C virus (HCV): 2006 update. IntJ Med Sci 3: 29-34

3. Sy T, Jamal MM (2006) Epidemiology of Hepatitis C Virus (HCV) In-
fection. IntJ Med Sci 3:41-46

4. Penin F, Dubuisson J, Rey FA, Moradpour D, Pawlotsky JM (2004)
Structural biology of hepatitis C virus. Hepatology 39: 5-19

5. Dutkiewicz M, Swiatkowska A, Ciesiotka J (2006) Struktura i funkcja
regionéw niekodujacych RNA wirusa zapalenia watroby typu C. Po-
stepy Biochem 52: 62-71

6. Bartenschlager R, Lohmann V (2000) Replication of hepatitis C virus. J
Gen Virol 81:1631-1648

7. Lindenbach BD, Rice CM (2005) Unravelling hepatitis C virus replica-
tion from genome to function. Nature 436: 933-938

8. Aizaki H, Lee KJ, Sung VMH, Ishiko H, Lai MMC (2004) Characteriza-
tion of hepatitis C virus RNA replication complex associated with lipid
rafts. Virology 324: 450-464

9. Shi ST, Lee KJ, Aizaki H, Hwang SB, Lai MMC (2003) Hepatitis C vi-
rus RNA replication occurs on a detergent-resistant membrane that
cofractionates with caveolin-2. JVirol 77: 4160-4168

10. Pfeifer U, Thomssen, R, Legier K, Béttcher U, Gerlich W, Weinmann U,
Klinge O (1980) Experimental non-A, non-B hepatitis: four types of cy-
toplasmic alteration in hepatocytes of infected chimpanzees. Virchows
Arch B Cell Pathol Incl Mol Pathol 33: 233-243

11. Xie ZC, Riezu JI, Lasarte JJ, Guillen J, Su JH, Civeira MP, Prieto J (1998)
Transmission of hepatitis C virus infection to tree shrews. Virology
244: 513-520

12. Kolykhalov AA, Agapov EV, Blight KJ, Mihalik K, Feinstone SM, Rice
CM (1997) Transmission of hepatitis C by intrahepatic inoculation
with transcribed RNA. Science 277: 570-574

341



13. BartoschB, Dubuisson J, Cosset FL (2003) Infectious FFepatitis C Virus
Pseudo-particles Containing Functional E1-E2 Envelope Protein Com-
plexes. JExp Med 197: 633-642

14. Lohmann V, Korner F, Koch J, Herman U, Theilman U, Bartenschalger
R (1999) Replication of subgenomic hepatitis C virus RNAs in a hepa-
toma cell line. Science 285:110-113

15. Cai Z,Zhang C, Kyung-Soo C,JiangJ, Ahn BC, WakitaT,Liang TJ,Luo G
(2005)RobustproductionofinfectioushepatitisCvirus(HCV)fromstably
HCV cDNA-transfected human hepatoma cells. J Virol 79:13963-13973
16. Lindenbach BD, Evans MJ, Syder AJ, Wolk B, Tellinghuisen TL,
Liu CC, Maruyama T, Hynes RO, Burton DR, McKeating JA, Rice CM
(2005) Complete replication of hepatitis C virus in cell culture. Science
309:623-626

17. Zhong J, Gastaminza P, Cheng G, Kapadia S, Kato T, Burton DR, Wie-
land SF, Uprichard SL, Wakita T, Chisari FV (2005) Robust hepatitis C
virus infection in vitro. Proc Natl Acad Sci USA 102: 9294-9299

18. Lindenbach BD, Meuleman P, Ploss A, Vanwolleghem T, Syder AJ,
McKeating JA, Lanford RE, Feinstone SM, Major ME, Leroux-Roels G,
Rice CM (2006) Cell culture-grown hepatitis C virus is infectious in
vivo and can be recultured in vitro. Proc Natl Acad Sci USA 103: 3805-
3809

19. Zhang J, Randall G, Higginbottom A, Monk P, Rice CM, McKeating
JA (2004) CD81 isrequired for hepatitis C virus glycoprotein-mediated
viral infection. J Virol 78:1448-1455

20. Monazahian M, Bohme I, Bonk S, Koch A, Scholz C, Grethe S, Thoms-
sen R (1999) Low density lipoprotein receptor as a candidate receptor
for hepatitis C virus. J Med Virol 57: 223-229

. Scarsellii E, Ansuini H, Cerino R, Roccasecca RM, Acali S, Filocamo G,
Traboni C, Nicosia A, Cortese R, Vitelli A (2002) The human scavenger
receptor class B type lis a novel candidate receptor for the hepatitis C
virus. EMBO J21:5017-5025

.Mannova P, Fang R, Wang H, Deng B, Mclntosh MW, Hanash SM,
Beretta L (2006) Modification of host lipid raft proteome upon hepatitis
C virus replication. Mol Cell Proteomics 5: 2319-2325

23. Behrens SV, Tomei L, Francescol RD (1996) Identification and prop-

erties of the RNA-dependent RNA polymerase of hepatitis C virus.
EMBO J 15:12-22
24. Sidorkiewicz M (2002) Powstawanie i funkcje biatek wirusa zapalenia
watroby typu C. Postepy Biochem 48:143-149

2

=

2

N

25. Pietschmann T, Lohmann V, Rutter G, Kurpanek K, Bartenschlager R
(2001) Characterization of cell lines carrying self-replicating hepatitis C
virus RNAs. J Virol 75:1252-1264

26. Bienz K, Egger D, Pfister T, Troxler M (1992) Structural and Functional
Characterization of the Poliovirus Replication Complex. J Virol 66:
2740-2747

Westaway EG, Mackenzie JM, Kenney MT, Jones MK, Khromykh AA
(1997) Ultrastructure of Kunjin virus-infected cells: colocalization of
NS1 and NS3 with double-stranded RNA, and of NS2B with NS3, in
virus-induced membrane structures. J Virol 71: 6650-6661

Pedersen KW, van der Meer Y, Roos N, Snijder EJ (1999) Open reading
frame la-encoded subunits of the arterivirus replicase induce endo-
plasmic reticulum-derived double-membrane vesicles which carry the
viral replication complex. J Virol 73: 2016-2026

Schwartz M, Chen J, Janda M, Sullivan M, den Boon J, Ahlquist P
(2002) A positive-strand RNA virus replication complex parallels form
and function of retrovirus capsid. Mol Cell 9: 505-514

30. Moradpour D, Gosert R, Egger D, Penin F, Blum HE, Bienz K (2003)
Membrane associateion of hepatitis C virus nonstructural proteins and
identification of the membrane alternation that harbors the viral repli-
cation complex. Antiviral Research 60:103-109

31. Egger D, Wolk B, Gosert R, Bianchi L, Blum HE, Moradpour D, Bienz
K (2002) Expression of hepatitis C virus protein induces distinct mem-
brane alternations including a candidate viral replication complex. J
Virol 76: 5974-5984

32.Simons K, Ikonen E (1997) Functional rafts in cell membranes. Nature
387: 569-572

2

~

2

©

2

©

342

o

©

. Leser GP, Lamb RA (2005) Influenza virus assembly and budding in

raft-derived microdomains: a quantitative analysis of the surface dis-
tribution of HA, NA and M2 proteins. Virology 342: 215-227

. Campbell SM, Crowe SM, Mak J (2001) Lipid rafts and HIV-1: from

viral entry to assembly of progeny virions. J Clin Virol 22: 217-227

. Bavari S, Bosio CM, Wiegand E, Ruthei G, Will AB, Geisbert TW,

Hevey M, Schamjohn C, Schamjohn A, Aman AJ (2002) Lipid raft
microdomains: a gateway for compartmentalized trafficking of Ebola
and Marburg viruses. J Exp Med 195:593-602

. Lai VC, Dempsey S, LauJY,Hong Z, Zhong W (2003) In vitro RNA rep-

lication directed by replicase complexes isolated from the subgenomic
replicon cells of hepatitis C virus. J Virol 77: 2295-2300

.ChoiJ, Lee KJ, Zheng Y, Yamaga AK, Lai MMC, Ou JH (2004) Reactive

oxygen species suppress hepatitis C virus RNA replication in human
hepatoma cells. Hepatology 39:81-89

.Gao L, Aizaki H, He JW, Lai MMC (2004) Interaction between viral

nonstructural proteins and host protein hVAP-33 mediate the forma-
tion of hepatitis C virus RNA replication complex on lipid rafts. J Virol
78: 3480-3488

.El-Hage N, Guangxiang L (2003) Replication of hepatitis C virus RNA

occurs in a membrane-bound replication complex containing non-
structural viral proteins and RNA. JGen Virol 84: 2761-2769

. Quinkert D, Bartenschlager R, Lohmann V (2005) Quantitative analy-

sis of the hepatitis C virus replication complex. J Virol 79:13594-13605

. Miyanari Y, Hijikata M, Yamaji M, Hosaka M, Takahashi H, Shimo-

toho K (2003) Hepatitis C virus nonstructural proteins in the probable
membranous compartment function in viral genome replication. J Biol
Chem 278: 50301-50308

.Hugle T, Fehrmann F, Bieck E, Kohara M, Krausslich HG, Rice CM,

Blum HE, Moradpour D (2001) The hepatitis C virus nonstructural
protein 4B is an integral endoplasmic reticulum membrane protein.
Virology 284: 70-81

.Dimitrova M, Imbert I, Kieny MP, Schuster C (2003) Protein - protein

interactions between hepatitis C virus nonstructural proteins. J Virol
77: 5401-5414

.Hamamoto I, Nishimura Y, Okamoto T, Aizaki H, Liu M, Mori Y, Abe

T, Suzuki T, Lai MMC, Miyamura T, Moriishi K, Matsuura Y (2005)
Human VAP-B involved in hepatitis C virus replication through inter-
action with NS5A and NS5B. J Virol 79:13473-13482

. Evans MJ, Rice CM, Goff SP (2004) Phosphorylation of hepatitis C vi-

rus nonstructural protein 5A modulates its protein interactions and
viral RNA replication. Proc Natl Acad Sci USA 101:13038-13043

.Chang KS, Luo G (2006) The polypyrimidine tract-binding protein

(PTB) is required for efficient replication of hepatitis C virus (HCV)
RNA. Virus Res 115:1-8

47. Aizaki H, Choi KS, Liu M, Li YJ, Lai MM (2006) Polypyrimidine tract-

binding protein isa component of HCV RNA replication complex and
necessary for RNA synthesis. JBiomed Sci 13: 469-480

48.Sagan SM, Rouleau Y, Leggiadro C, Supekova L, Schultz PG, Su Al,

Pezacki JP (2006) The influence of cholesterol and lipid metabolism on
host cell structure and hepatitis C virus replication. Biochem Cell Biol
84: 67-79

.Gosert R, Egger D, Lohmann V, Bartenschlager R, Blum HE, Binz K,

Moradpour D (2003) Identification of the hepatitis C virus RNA repli-
cation complex in Huh-7 cells harboring subgenomic replicons. J Virol
77: 5487-5492

Rouille Y, Helle F, Delgrange D, Roingeard P, Voisset C, Blanchard E,
Belouzard S, McKeating J, Patel AH, Maertens G, Wakita T, Wychows-
ki C, Dubuisson J (2006) Subcellular localization of hepatitis C virus
structural proteins in a cell culture system that efficiently replicates the
virus. J Virol 80: 2832-2841

51.Teterina NL, Egger D, Bienz K, Brown DM, Semler BL, Ehrenfeld E

(2001) Requirements for assembly of poliovirus replication complexes
and negative-strand RNA synthesis. J Virol 75: 3841-3850

52. Ford MGJ, Mills IG, Peter BJ, Vallis Y, Praefcke GJK, Evans PR, Mc-

Mahon HT (2002) Curvature of clathrin —coated pits driven by epsin.
Nature 419: 361-366

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

53. Dghrowska G, Gtowacka B (2005) Btona plazmatyczna - porzadek czy

chaos? Postepy Btochem 51: 414-420

54. Kenworthy AK, Nichols BJ, Remmert CL, Hendrix GM, Kumar M,

Zimmerberg J, Lippincott-Schwartz J (2004) Dynamics of putative raft-
associated proteins at the cell surface. J Cell Biol 165: 735-746

55. Bost AG, Venable D, Liu L, Heinz BA (2003) Cytoskeletal requirements

for hepatitis C virus (HCV) RNA synthesis in the HCV replicon cell
culture system. J Virol 77: 4401-4408

56. Hunter I, Nixon GF (2006) Spatial compartmentalization of tumor ne-

crosis factor (TNF) receptor 1-dependent signaling pathways in hu-
man airway smooth muscle cells. J Biol Chem 281:34705-34715

57. Raffaella G, Patrussi L, Pirozzi K, Pellegrini M, Lazzerini PE, Capec-

chi PL, Pasini FL, Baldari CL (2005) Simvastatin inhibits T-cell activa-
tion by selectively impairing the function of Ras superfamily GTPases.
FASEB J 19: 605-607

58. Umlauf E, Csaszar E, Moertelmaier M, Schuetz GJ, Parton RG, Pro-

haska R (2004) Association of stomatin lipid bodies. J Biol Chem 279:
23699-23709

59. Murray JL, Mavrakis M, McDonald NJ, Yilla M, Sheng J, Bellini W,

6

6

©

'y

Zhao L, Le Doux JM, Shaw MW, Luo CC, Lippincott-Schwartz J, San-
chez A, Rubin DH, Hodge TW (2005) Rab9 GTPase is required for
replication of human immunodeficiency virus type 1, filoviruses and
measles virus. J Virol 79:11742-11751

Clague MJ (1998) Molecular aspects of the endocytic pathway. J Bio-
chem 336: 271-282
. Bennett MK, Garcia-Arraras JE, Elferink LA, Peterson K, Fleming AM,

Hazuka CD, Scheller RH (1993) The syntaxin family of vesicular trans-
port receptors. Cell 74: 863-873

62. Shen Y, Shenk TE (1995) Viruses and apoptosis. Curr Opin Genet De-

velop 5:105-111

63. Mannova P, Beretta L (2005) Activation of the N-Ras-P13K-Akt-mTOR

pathway by hepatitis C virus: control of cell survival and viral replica-
tion. J Virol 79: 8742-8749

64. Schwartz M (2004) Rho signaling at glance. J Cell Sci 117: 5457-5458
65. Sarbassov DD, Guertin DA, Ali SM, Sabatini DM (2005) Phosphoryla-

tion and regulation of Akt/PKB by the rictor-mTOR complex. Science
307:1098-1101

66. Datta SR, Brunet A, Greenberg ME (1999) Cellular survival: a play in

three Akts. Genes Dev 13: 2905-2917

67. Street A, Macdonald A, Crowder K, Harris M (2004) The hepatitis C

virus NS5A protein activates a phosphoinositide 3-kinase-dependent
survival signaling cascade. J Biol Chem 279:12232-12241

68. He Y, Nakao H, Tan S, Polyak SJ, Nedderman P, Vijaysri S, Jacobs B,

Katze MG (2002) Subversion of cell signaling pathways by hepatitis
C virus nonstructrural 5A protein via interaction with Grb2 and p85
phospatidylinositol 3-kinase. J Virol 76: 9207-9217

69. Coito C, Diamond DL, Neddermann P, Korth MJ, Katze MG (2004)

High-throughput screening of the yeast kinome: identification of hu-

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

8l

82.

83.

man serine/threonine protein kinases that phosphorylate the hepatitis
C virus NS5A protein. J Virol 78: 3502-3513

Mozer-Liszewska | (2005) Odporno$¢ naturalna (wrodzona) w wiru-
sowych zapaleniach watroby u dzieci. Alergia Astma Immunologia
10: 21-25

Volkov Y, Long A, Freeley M, Golden-Mason L, O'Farrelly C, Murphy
A, Kelleher D (2006) The hepatitis C envelope 2 protein inhibits LFA-
1-transduced protein kinase C signaling for T-lymphocyte migration.
Gastroenterology 130:482-492

McHutchison JG, Gordon SC, Schiff ER, Shiftman ML, Lee WM, Rustgi
VK, Goodman ZD, Ling MH, Cort S, Albrecht JK (1998) Interferon
alfa - 2b alone or in combination with ribavirin as initial treatment for
chronic hepatitis C. N Engl J Med 339:1485-1492

Davis GL, Esteban-Mur R, Rustgi V, Hoefs J, Gordon SC, Trepo C,
Shiftman ML, Zeuzem S, Craxi A, Ling MH, Albrecht J (1998) Inter-
feron alfa - 2b alone or in combination with ribavirin for the treatment
of relapse of chronic hepatitis C. N Engl J Med 339:1493-1498

Kowala-Piaskowska A (2006) Wirus zapalenia watroby typu C —bu-
dowa i replikacja a mozliwosci terapeutyczne i zjawisko opornosci.
Postepy Biochem 52: 399-407

Pawlotsky JM, Chevaliez S, McHutchison JG (2007) The hepatitis C
virus life cycle as a target for new antiviral therapies. Gastroenterology
132:1979-1998

Neyts J (2006) Selective inhibitors of hepatitis C virus replication. Anti-
viral Res 71: 363-371

Ikeda M, Abe K, Yamada M, Dansako H, Naka K, Kato N (2006) Dif-
ferent anti-HCV profiles of statins and their potential for combination
therapy with interferon. Hepatology 44:117-125

Ye J, Wang C, Sumpter R, Brown MS, Goldstein JL, Gale M (2003)
Disruption of hepatitis C virus RNA replication through inhibition of
host protein geranylgeranylation. Proc Natl Acad Sci USA 100:15865-
15870

Kapadia SB, Chisari FV (2004) Hepatitis C virus RNA replication is
regulated by host geranylgeranylation and fatty acids. Proc Natl Acad
Sci USA 102: 2561-2566

Wang C, Gale M, Keller BC, Huang H, Brown MS, Goldstein JL, YeJ
(2005) Identification of FBL2 as a geranylgeranylated cellular protein
required for hepatitis c virus RNA replication. Mol Cell 18: 425-434

Jamroz-Wisniewska A, Bettowski J (2004) Izoprenylacja biatek. Poste-
py Biochem 50: 316-329

Sakamoto H, Okamoto K, Masahiro A, Hideyuki K, Katsume A, Ohta
A, Tsukuda T, Shimma N, Aoki Y, Arisawa M, Kohara M, Sudoh M
(2005) Host sphingolipid biosynthesis as a target for hepatitis C virus
therapy. Nature 1: 333-337

Umehara T, Sudoh M, Yasui F, Matsuda C, Hayashi Y, Chayama K,
Kohara M (2006) Serine palmitoyltransferase inhibitor suppresses
HCYV replication in a mouse model. Biochem Biophys Res Commun
346: 67-73

Role of lipid rafts in hepatitis C virus life cycle
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ABSTRACT

Although the mechanism of HCV RNA replication is still poorly characterized, we know that HCV active replication complex contains mem-
brane structures. Biochemical analysis showed that these membrane structures were resistant to nonionic detergents at low temperature and
contained caveolin-2, characteristic of lipid rafts. Further analysis suggested that lipid rafts protect HCV replication complex against degra-
dation. Lipid rafts provide also a mechanism of how HCV may modulate cellular processes, what can lead to disruption of antiviral immune
response and then to chronic infection. Association hepatitis C virus with lipid rafts can be also a source of new antiviral therapies..
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Stowa kluczowe: plytki krwi, kolagen,
czynnik von Willebranda, adhezja, aktywa-
cja

Wykaz skrotow: ADAMTS (ang. A disinte-
grin and metalloproteinase with thrombospon-
din like motifs) — dezintegryna i metalo-
proteaza zawierajagca motyw podobny do
motywu trombospondyny); DG — diacy-
loglicerol; GEMs (ang. glycolipid-enriched
membrane domains) — domeny btony pla-
zmatycznej wzbogacone w glikolipidy; GP
— glikoproteina; ICAM (ang. intercellular
adhesion molecule) — miedzykomorkowe
biatko adhezyjne; IP3 — 1,4,5-trisfosforan
inozytolu; ITAM (ang. immunoreceptor ty-
rosine-based activation motif) —motyw akty-
wujacy receptoréw immunologicznych za-
wierajacy reszty tyrozynowe; MIDAS (ang.
metal ion dependent adhesion site) — miejsce
przylegania zalezne od jonéw metalu; PI-
SK (ang. phosphoinositide-3 kinase) — kinaza
3-fosfatydyloinozytolu; PLCy2 — fosfoli-
paza y2; PSGL (ang. P-selectin glycoprotein
Ugand) — ligand P-selektyny; TNFa (ang.
tumor necrosis factor a)- czynnik martwi-
cy nowotworu a; TxA2 — tromboksan A2
VWEF (ang. von Willebrand Factor) — czynnik
von Willebranda
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STRESZCZENIE

Plytki krwi natychmiast przylegaja do $ciany naczynia krwionosnego w miejscu jego
uszkodzenia i inicjujg powstawanie czopu ptytkowego. Plytki tacza sie z wieloma
sktadnikami uszkodzonego naczynia, ale ich potgczenie z kolagenem i czynnikiem von
Willebranda (VWF, ang. von Willebrandfactor) ma najwieksze znaczenie w hemostazie.
Wigzanie sie ptytek ze $ciang naczynia podczas przeptywu krwi nastgpuje dzieki od-
dziatywaniu kompleksu glikoprotein GPIb/IX/V btony ptytek z unieruchomionym na
kolagenie czynnikiem vWF. Wigzanie to jest szczegélnie istotne w inicjowaniu adhezji
ptytek w tetnicach podczas przeptywu krwi z duzym gradientem predkosci. Przez wiele
lat uwazano, ze oddziatywanie GPIb/IX/V z vVWF nie powoduje aktywacji ptytek krwi.
Badania ostatnich lat pokazaty, ze adhezja ptytek do VWF uruchamia szlaki przekazywa-
nia sygnatu w ptytkach i powoduje aktywacje integryny alli33 ktéra jest niezbedna do
powstania stabilnych agregatéw ptytkowych. Celem niniejszej pracy jest przedstawie-
nie najnowszych mechanizméw prowadzacych do wytworzenia czopu ptytkowego, ze
szczegb6lnym uwzglednieniem opisu oddziatywania pomiedzy kompleksem GPIb/IX/V
i czynnikiem vWF.

WPROWADZENIE

Ptytki krwi sg wyspecjalizowanymi elementami morfotycznymi krwi, bio-
ragcymi udziat w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych, takich jak:
hemostaza pierwotna i wtérna, gojenie ran, obrona przed zakazeniami bakteryj-
nymi, metastaza komorek nowotworowych oraz powstawanie i rozwdj stanow
zapalnych i miazdzycy [1-6]. Adhezja ptytek krwi do uszkodzonej $ciany na-
czynia krwionos$nego inicjuje tworzenie czopu hemostatycznego, ktory tamuje
wyptyw krwi poza naczynie. Tworzenie czopu hemostatycznego jest procesem
bardzo szybkim - trwa kilkadziesigt sekund. Adhezji ptytek towarzyszy ich ak-
tywacja, polegajaca na zmianie ksztattu z dysku na kulisty, rozposcieraniu sie
ptytek i tworzeniu wypustek, tzw. filopodidw, zwiekszajacych powierzchnie
przyczepna ptytek. Ptytki uwalniajg sktadniki ziarnistosci do krwi, w tym m.in.:
ADP, jony wapnia, serotonine, fibrynogen, vVWF, ptytkowy czynnik wzrostu i
czynnik V. Plytki wytwarzajg i uwalniajg réwniez wysoce reaktywne metabo-
lity kwasu arachidonowego szlaku cyklooksygenazy, w tym tromboksan A2
(TxA2. Na powierzchni btony ptytek nastepuje ekspozycja fosfatydyloseryny
i fosfatydyloetanoloaminy, niezbednych do wigzania kompleksu tenazowego i
protrombinazowego. Aktywne ptytki wigzg biatka adhezyjne, fibrynogen lub
vWF, ktore, tworzac potgczenia pomiedzy dwoma ptytkami, umozliwiajg po-
wstawanie agregatow ptytkowych, nazywanych czopem ptytkowym, w miejscu
uszkodzonego naczynia. Proces powstawania czopu ptytkowego to hemostaza
pierwotna [1-4],

Rownoczesna aktywacja czynnikéw krzepniecia krwi, z udziatem komplek-
su protrombinazowego i tenazowego na powierzchni ptytek, doprowadza do
powstania trombiny. Trombina przeksztatca rozpuszczalny fibrynogen w nie-
rozpuszczalng sie¢ przestrzenng fibryny wzmacniajgca czop ptytkowy [4-5]. Ten
etap to hemostaza wtdrna (Ryc. 1).

Aktywacje ptytek krwi wywotang adhezjg poteguje wiele czynnikow obec-
nych we krwi, w tym trombina i ADP oraz czynniki uwalniane z ptytek —ADP,
TxA?2 serotonina i adrenalina [2,6],

Proces tworzenia czopu hemostatycznego jest zjawiskiem bardzo ztozonym,
poniewaz rownolegle lub w sposéb kaskadowy bierze w nim udziat wiele czyn-
nikow ptytek krwi, osocza i $ciany naczynia. Zmiany stezenia i aktywnosci kt6-
rego$ z tych czynnikéw lub delikatnego balansu oddziatywan pomiedzy nimi
moga prowadzi¢ do krwawien lub zakrzepow.
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Rycina 1. Hemostaza fizjologiczna. Uszkodzenie naczynia krwiono$nego powoduje adhezje ptytek krwi do $ciany naczynia. Adhezja wywotuje aktywacje ptytek, na ktérg
sktadajg sie: zmiana ksztattu ptytek, tworzenie wypustek i uwalnianie wielu substancji z ziarnistos$ci ptytkowych, w tym: ADP, fibrynogenu, VWF, serotoniny i jonéw
wapnia, ktére poteguja aktywacje ptytek. Ptytki wytwarzajg TxA2 ktéry réwniez wzmacnia ich aktywacje. Na powierzchni ptytek nastepuje ekspozycja fosfatydyloseryny
i fosfatydyloetanoloaminy, ktére sa potrzebne do zwigzania kompleksu protrombinazowego na btonie ptytek. Aktywna integryna allb@Bwiaze fibrynogen, ktéry tworzy
potgczenia pomiedzy dwoma ptytkamiiumozliwia powstawanie agregatéw ptytkowych, nazywanych czopem ptytkowym. Powstawanie czopu ptytkowego to hemosta-
za pierwotna. Réwnoczesna aktywacja czynnikéw krzepniecia osocza, z udziatem kompleksu protrombinazowego, prowadzi do powstania trombiny, ktdra przeksztatca
fibrynogen w nierozpuszczalng sie¢ fibryny, wzmacniajaca czop ptytkowy (hemostaza wtérna).

RECEPTORY KOLAGENU PLYTEK KRWI

Warstwa podsrédbtonka odstonieta w wyniku uszko-
dzenia naczynia zawiera wiele biatek adhezyjnych, do kto-
rych moga przylegac ptytki krwi. Biatkami tymi sg: kolagen,
fibronektyna, fibrynogen, laminina, witronektyna, trombo-
spondyna. Czynnik vWF, przylegajacy do kolagenu jest
réwniez niezbedny dla inicjowania adhezji [7-8].

Najwazniejsze z biatek adhezyjnych to czynnik VWF i
kolagen, a udziat innych biatek w adhezji ptytek do Sciany
naczynia jest duzo mniejszy [8-10].

Ptytki krwi zawierajg w btonie plazmatycznej szereg re-
ceptoréw bezposrednio wigzacych sie z kolagenem, do kté-
rych naleza: integryna (GPla/lla), GPIV, GPVI, GPV,
biatko o masie czasteczkowej 65 kDa i dublet 78/82 kDa.
Kompleks glikoprotein GPIb/IX/V oraz integryna aliP3
(GPIlIb/Illa) nalezg do posrednich receptoréw kolagenu,
poniewaz #gczg sie z kolagenem za posrednictwem VWF
(Ryc. 2). Najwiekszy udziat w adhezji ptytek do naczynia
krwiono$nego oraz w aktywacji ptytek maja nastepujace
receptory: integryna a”p,, GPVI i GPIb/IX/V [2,6,9-14].

Ptytki krwi nie przylegajg do nieaktywnych komaorek
srodbtonka. Aktywacja komorek srédbtonka w stanach za-
palnych przez m.in. cytokiny, w tym m.in. TNFa (ang. tu-
mor necrosisfactor, czynnik martwicy nowotworu) czy trom-
bine, powoduje adhezje ptytek do $rddbtonka. W adhezji
tej uczestniczg kompleks GPIb/IX/V plytek taczacy sie z
ligandem P-selektyny (ang. P-selectin glycoprotein Ugand,
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PSGL) $rédbtonka oraz integryna al|lbP3plytek, taczaca sie
z integryng aw3 i miedzykomorkowym biatkiem adhe-
zyjnym (ang. intercellular adhesion molecule, ICAM) $réd-
btonka z posrednictwem fibrynogenu, fibronektyny i vWF
[8,15-16], Adhezja leukocytéw razem z ptytkami do unie-
ruchomionych ptytek krwi w skrzepie moze przyczyniaé
sie do powstawania ognisk zapalnych i zmienia¢ przebieg
prawidtowej hemostazy. Leukocyty przylegaja do plytek
krwi i sg wychwytywane przez ptytki z kragzacej krwi tylko
po uprzedniej aktywacji ptytek, ktéra powoduje ekspozycje
P-selektyny na powierzchni ptytek [17].

KOMPLEKS GLIKOPROTEIN Ib/IX/V

Kompleks GPIb/IX/V jest zbudowany z czterech trans-
btonowych podjednostek GPIba, GPlbp, GPIX i GPV, wy-
stepujacych w btonie ptytki krwi w stosunku 2:2:2:1. Pod-
jednostki te nalezg do rodziny biatek bogatych w reszty
leucynowe i zawierajg od jednego do kilku tandemowych
powtérzen ztozonych z okoto 24 reszt aminokwasowych
bogatych w reszty leucynowe. Powtdrzenia te sa otoczone
od N- i C- korica zachowanymi w ewolucji sekwencjami po-
tagczonymi mostkami disiarczkowymi. GPlba jest potgczona
mostkiem disiarczkowym z GPlbp od strony zewnatrzko-
morkowej, blisko powierzchni btony ptytki krwi. GPlbp jest
niekowalencyjnie potgczona z GPIX w stosunku 1:1. GPV
jest rowniez niekowalencyjnie zwigzana z kompleksem. W
btonie ptytki jest okoto 25000 kopii kompleksu GPIb-1X, a
kopii GPV —okoto 12000, co sugeruje, ze GPV tworzy kom-
pleks z GPIb-1X w stosunku 1:2. GPV asocjuje z komplek-
sem GPIb-1X przez tancuch GPlba [8,12-13].
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Rycina 2. Receptory kolagenu ptytek krwi. Ptytki krwi zawierajg w btonie plazmatycznej szereg receptoréw bezposrednio
wigzacych sie z kolagenem, do ktoérych naleza: integryna a2P, (GPla/lla), GPIV, GPVI, biatko 0o masie czasteczkowej 65
kDa idublet 78/82 kDa. Kompleks glikoprotein GPIb/I1X/V oraz integryna a|lbP3(GPlIb/ll1a) nalezg do niebezposrednich

raginowe oraz glutaminowe i
zawiera 3 sulfonowane reszty
tyrozynowe. Cytoplazmatyczna
cze$¢ GPlba zbudowana jest z
96 reszt aminokwasowych i za-
wiera miejsca wigzania biatka
wigzacego aktyne, zwanego tez
filaming A, i biatka adaptoro-
wego 14.3.3 ¢ [12-13]. Filamina
A lgczy sie z GPlba juz w sia-
teczce $rodplazmatycznej bie-
rze udziat w kierowaniu biatka
do btony plazmatycznej [18].
Podjednostka GPIb(3 (okoto 25
kDa) zawiera tylko jedng dome-
ne bogatg w reszty leucynowe,
domene transbtonowg i domene
cytoplazmatyczng ztozong z 34
reszt aminokwasowych, wigzg-
cg sie z biatkiem adapterowym
14.3.3 ¢ GPIX (okoto 22 kDa) jest

receptoréw kolagenu, poniewaz tgczg sie z kolagenem za posrednictwem czynnika VWF.

GPlba jest ztozona z 610 reszt aminokwasowych, a jej
wzgledna masa czasteczkowa, wyznaczona z rozdziatu w
zelu poliakrylamidowym, wynosi 135 kDa, wskazujac, ze
zawiera okoto 50% weglowodanéw. N-koiAcowy fragment
GPlba ma ksztatt globularny i zawiera 8 tandemowych
powtérzen bogatych w reszty leucynowe. Region central-
ny GPlba zawiera liniowy rdzen sialomucynowy bogaty w
reszty serynowe, treoninowe i prolinowe, potgczone wigza-
niami O-glikozydowymi z cukrami. Domena makrogliko-
peptydowa oddzielona jest od domen powtdrzen leucyno-
wych odcinkiem zbudowanym z 19 reszt aminokwasowych.
Odcinek ten jest bogaty w ujemnie natadowane reszty aspa-

zbudowana bardzo podobnie do

GPlbp, ale jej czes¢ cytoplazma-

tyczna jest krotsza i sktada sie
tylko z pieciu reszt aminokwasowych. GPV zawiera 15 kon-
cowych powtdrzen bogatych w reszty leucynowe, odcinek
transbtonowy i krotki odcinek cytoplazmatyczny [8,15,19-
20] (Ryc. 3).

W czasteczce GPlba sg 3regiony zbudowane z okoto 300
reszt aminokwasowych, odpowiedzialne za wigzanie czyn-
nika VWF [19], Jeden region wystepuje w obszarze GPlIba,
bogatym w ujemnie natadowane reszty aminokwasowe i
sulfonowane reszty tyrozynowe. Zablokowanie sulfonowa-
nia reszt tyrozynowych (poz. 276, 278 i 279) silnie hamuje
zalezne od botrocetyny irystocetyny wigzanie vVWF z GPIba
[21-22], Kolejne dwa miejsca oddziatywan usta-

lono dzieki analizie struktury krystalicznej kom-

R T g A R L P T
R S ST R E T

Sulfonowe
reszty tyrozynowe
GPIXGPIbp GPV R

Miejsca C
wigzania aktyny

14.3.3

Rycina 3. Schemat budowy kompleksu GPIb/IX/V. Na schemacie zaznaczono miejsca wigzania ak-

tyny i biatka adaptorowego 14.3.3 (wg [20] zmodyfikowano).
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14.3.3¢

! pleksu N-koncowego fragmentu GPlba i dome-
ny Al vWF. Drugie miejsce wigzania znajduje
sie od strony C-konca tandemowych powtdrzen
bogatych w reszty leucynowe. Obszar drugie-
go miejsca wigzania, zajmujacy okoto 1700 A2
rozcigga sie od C209 do C248 i obejmuje rucho-
my, elastyczny w stanie niezwigzanym motyw,
zwany [3 przetacznikiem. Po utworzeniu kom-
pleksu z VWF, [3-przetgcznik tworzy strukture 3
szpilki do wtosow, wigzac centralny tancuch (3
domeny Al vWF [23]. Region ten bierze udziat
W zmianie powinowactwa receptora ze stanu
0 niskim do stanu o wysokim powinowactwie
wigzania VWF, rébwnowaznym do powinowac-
twa wystepujgcego podczas dziatania wysokich

\ gradientow predkosci krwi.

Trzeci region GPIba wigzacy VWF obejmuje
region N-koncowy czasteczki, zwany p-palcem
oraz obszar zawierajacy trzy z oSmiu tandemo-
wych powtorzen bogatych w reszty leucynowe,
przy czym powtdrzenia 2,3,4 (L60- EI28) sg nie-
zbedne dla adhezji vVWF do GPlba [24-25], Cate
to wiazanie zajmuje powierzchnie okoto 900 A2
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iw domenie Al vWF obejmuje jego dolng cze$¢, gdzie znaj-
dujg sie fragmenty N- i C-koricowe tej domeny [26].

tancuch GPlba zawiera rdwniez miejsca wigzania P-se-
lektyny, integryny a M2 (Mac-1), trombiny, czynnikow Xl i
Xl oraz kininogenu o wysokiej masie czgsteczkowej [8,27].
GPlba, taczac region Al vVWF, stymuluje réwniez aktywacje
integryny alJ33 ktdra jest niezbedna do adhezji i agregacji
ptytek krwi [28].

Adhezje VWF do GPIb/XI1/V w przeptywie wzmacniaja
rowniez oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy nega-
tywnie natadowang czescig GPlba i pozytywnie natadowa-
ng czeScig domeny Al vWF [29-30],

CZYNNIK VON WILLEBRANDA

Czynnik VWF jest magazynowany w ciatkach Weibe-
la Palada komdrek $rodbtonka i jest uwalniany do krwi w
postaci dtugich pasemek ztozonych z duzych multimeréw.
Do takich multimeréw szybko przylegajg ptytki krwi, kto-
re ulegaja aktywacji. Masa czasteczkowa multimeréw vWF
wynosi 500-20000 kDa. Monomery, o masie czasteczkowej
okoto 270 kDa, potgczone sg mostkami disiarczkowymi.
Prozakrzepowe multimery VWF sa szybko degradowane
w warunkach fizjologicznych do mniejszych czasteczek o
stabszych witasciwosciach zakrzepowych, przez metalopro-
teaze ADAMTS 13 (ang. a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin motif).

Czynnik vVWF jest tez magazynowany w ziarnistosciach
a ptytek krwi i jest z nich uwalniany tylko po aktywacji
ptytek, co oznacza, ze prawie caly VWF osocza pochodzi ze
$rédbtonka. Czynnik vWF uwolniony z komdérek $rédbton-
ka jest kierowany do krwi lub do biatek macierzy w pod-
$rédbtonku. Czynnik vVWF jest roztozony nierownomier-
nie w podsrédbtonku. VWF nie wystepuje we wszystkich
rodzajach naczyn krwionosnych. Ponadto, macierz mie-
dzykomoérkowa gtebszych warstw naczyn krwionos$nych
odstanianych podczas rozlegtych uszkodzen naczynia, nie
zawiera VWF. Tak wiec czynnik vVWF osocza, pochodzacy z
komérek srédbtonka, petni wazng hemostatycznie funkcje
zatrzymywania i aktywacji ptytek krwi. Czynnik vVWF, jesli
jest obecny w pods$rodbtonku, przyczynia sie rowniez do
adhezji ptytek krwi [1-2,12,16].

Zidentyfikowano trzy domeny A w czynniku VWF.
Domeny te sa homologiczne do domen | integryn, ale w
odréznieniu od nich, domena A3 nie zawiera funkcjonal-
nego miejsca wigzania jonéw metalu MIDAS (ang. metal
ion dependent adhesion site). Wiazanie domeny A3 VWF z
kolagenem jest wiec niezalezne od kationéw. Domena Al
zawiera miejsce wigzania GPIb, sulfatydéw, heparyny i
kolagenu VI. W domenie A2 nie stwierdzono jak dotad
wystepowania miejsc wigzacych biatka. W domenie tej
znajduje sie miejsce enzymatycznie degradowane przez
proteaze ADAMTS-13, ktora reguluje wielko$¢ multime-
trow vWF [16,31]. Domena A3 zawiera gtdwne miejsce
wigzania kolagenow fibrylarnych typu 1i lll. Domena Al
VWF, po zwigzaniu z GPlba, ulega niewielkim zmianom
konformacyjnym w trzech sgsiadujgcych regionach, po-
tozonych blisko fragmentéw N- i C-koAcowych oraz w
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petli al-p2 [16]. Badajagc wigzanie rekombinowanego,
zmutowanego czynnika VWF z kolagenem, dowiedzio-
no, ze reszty aminokwasowe w pozycjach od 920 do 1111
domeny A3 sg odpowiedzialne za to wigzanie. Mutacja
nastepujacych aminokwaséw domeny A3 — D979, S1020
i H1023 hamuje catkowicie jej wigzanie z kolagenem [32-
34]. Kolejne potwierdzone miejsca wigzania domeny A3
z kolagenem, w ktdrych biorg udziat reszty: S1020, R1016,
P981 oraz W 982 pozwolity na ustalenie 8-0 aminokwa-
sowego cyklicznego peptydu CMTSPWRC i konsensu-
sowego tetrapeptydu SPWR, nasladujgcego trojwymia-
rowg strukture motywu domeny A3 odpowiedzialnej
za wigzanie kolagenu [35-36]. Jedyna jak dotad poznana
sekwencja kolagenu typu Ill, wigzgca sie z czynnikiem
VWF, to sekwencja RGQOGVMGF (gdzie O — oznacza
hydroksyproline) [37].

ZMIANY KONFORMACYJINE CZYNNIKA vWF,
KOMPLEKSU GPIB/IX/V I INTEGRYNY a||bp3

Nieaktywne ptytki krwi podczas warunkoéw fizjologicz-
nego przeptywu nie przylegaja do czynnika vWF, ktory
jest dostepny we krwi. Tylko unieruchomiony na kolage-
nie czynnik vVWF moze oddziatywac¢ ze swoim receptorem
na ptytce krwi, ktorym jest kompleks GPIb/IX/V. Oddzia-
tywania pomiedzy tym kompleksem, a czynnikiem vWF
wymagaja zmian konformacyjnych przynajmniej jednego
z partneréw oddziatywania. Unieruchomienie czynnika
VWF na odstonietych wtdknach kolagenu wywotuje zmiany
konformacji vVWF, eksponujace miejsca wigzgce kompleks
GPIb/IX/V, co pozwala ptytkom na utworzenie kontaktu
z uszkodzonym naczyniem [38]. Wysoki gradient predko-
sci przeptywajacej krwi powoduje réwniez zmiany konfor-
macyjne czynnika VWF, udostepniajgc miejsca wigzgce go
z kolagenem i jednoczes$nie eksponujac miejsca wigzace go
z kompleksem GPIb/IX/V [15,39-42]. Pod wptywem wyso-
kiego gradientu predkosci domena A2 czynnika VWF wigze
sie zdomeng Al w konformacji aktywnej i moduluje jej od-
dziatywanie z GPlba [42].

Zmiany konformacji pod wptywem wysokich gradien-
tow predkosci zachodzag rowniez w glikoproteinach pty-
tek wigzacych czynnik vWF — w kompleksie GPIb/IX/V
i integrynie allg3r Zmiany te regulujg funkcje tych biatek.
Wykazano, ze kinaza Syk, a-aktynina i tafcuch ciezki mio-
zyny ulegajg dysocjacji od tancucha (Rintegryny a||bP3oraz,
ze fosforylacja i dziatanie biatka adaptorowego SLP-76 ule-
gajg zmianom w sposob zalezny od, regulowanego gradien-
tem predkosci, potaczenia czynnika VWF z integryng a lliP3
[43]. Zmiany konformacyjne GPlba i vWF zachodzg pod
wplywem botrocetyny i rystocetyny, dwdéch lektyn stoso-
wanych w badaniach wigzania ptytek z czynnikiem vWF
[8,15,39,42,44-45]. W zmianach tych bierze udziat N-kon-
cowy odcinek receptora, przy czym region pierwszy idrugi
bogaty w reszty leucynowe jest niezbedny do jego wigzania
z ligandem [44], Regulacja allosteryczna wigzania VWF z
GPlba przez botrocetyne irystocetyne wywotuje zwieksze-
nie powinowactwa wigzania liganda przez receptor [45],
W zmianach konformacji GPIb/IX/V i a|b@3bierze udziat
izomeraza wigzan disiarczkowych, powodujaca ekspozycje
wolnych grup SH na powierzchni ptytek podczas ich akty-
wacji [46-47],
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CHARAKTERYSTYKA WIAZANIA
GPlba Z CZYNNIKIEM vWF

Oddziatywanie GPIba z unieruchomionym na kolagenie
vWF charakteryzuje sie duzg szybkoscig dysocjacji, powo-
dujgc przemieszczanie plytek do miejsca uszkodzenia na-
czynia, co obniza szybko$¢ ich przeptywu. Znaczne zwol-
nienie szybkos$ci przeptywu umozliwia oddziatywanie re-
ceptoréw, charakteryzujgcych sie wolniejszg kinetykag wig-
zania z ich Ugandami, w tym m.in. integryny a3z vWF i
GPVI lub integryny a231z kolagenem [39,48]. PrzejSciowy
charakter poczatkowego wigzania sie ptytek z domeng Al
czynnika VWF i przemieszczanie ptytek krwi na unierucho-
mionym VWF przypomina przemieszczanie sie leukocytéw
na uszkodzonym S$rodbtonku. Plytki krwi, w przeciwien-
stwie do leukocytéw, nie toczg sie na swej powierzchni, lecz
przemieszczajg sie ruchem skokowym, przypominajagcym
ruch koziotkujacej pitki (ang. flipping motion), w kierunku
przeptywu. Ruch ten jest konsekwencjg elipsoidalnego,
sptaszczonego ksztattu ptytek krwi i polega na przycze-
pieniu ptytki, jej wahadtowych wychyleniach w miegjscu
przyczepienia, oderwaniu od powierzchni przyczepnej i
przesunieciu zgodnie z kierunkiem przeptywu krwi. Po
przyczepieniu sie w nastepnym miejscu ptytka znéw ulega
wahadtowym wychyleniom. Ptytka moze sie przyczepi¢ do
VvWEF, jesli maksymalna warto$¢ sity radialnej dziatajacej na
nig nie przekracza 0,93 pN podczas przeptywu z gradien-
tem predkos$ci 73 s 1i 10,2 pN podczas przeptywu z gradien-
tem predkosci 800 s'L Odwracalne wigzanie sie ptytki (ang.
tether bond) z vWF tworzy sie wtedy, gdy radialne sity hy-
drodynamiczne dziatajgce na ptytke sg kompresujgce, skie-
rowane w kierunku $ciany naczynia. Ptytka dysocjuje od
VWF, gdy sily te sg dekompresujace, skierowane od $ciany
naczynia [41,49]. Progowy, najmniejszy gradient predkosci,
potrzebny do utworzenia odwracalnego potaczenia wyno-
si 73s”0]. Przyczepianie si¢ ptytek do unieruchomionego
VWF zwieksza sie wraz ze wzrostem gradientu predkosci
[41]. Choroba von Willebranda typu ptytkowego charak-

teryzuje sie trombocytopenia i obnizeniem zawarto$ci we
krwi wysokoczasteczkowych mulimeréow vWF. Jest to spo-
wodowane mutacja G233V w obrebie petli disiarczkowej
C28-C 2B czasteczki Gptba, ktéra wywotuje zwiekszong
adhezje ptytek do czynnika VWF. Stata dysocjacji odwra-
calnego wigzania zmutowanego receptora wynosi 0.67 s"1 a
dla niezmutowanego receptora stata ta wynosi 3,45 s'1[51].
Mutacja M239, charakterystyczna réwniez dla choroby von
Willebranda typu ptytkowego, wystepujgca takze w ob-
rebie petli disiarczkowej, powoduje zwigkszenie powino-
wactwa wigzania Gptba z vWF. Wymiana dwoch innych
reszt aminokwasowych tego regionu na reszty walinowe,
tj. wymiana K237V, zwiekszata powinowactwo, natomiast
wymiana Q232V obnizata powinowactwo wigzania recep-
tora z ligandem. Mutacje te zmieniaty kinetyke wigzania
receptora z ligandem. Komorki z mutacjg K237V w GPlba
przesuwatly sie po unieruchomionym vWF duzo wolniej,
a komorki z mutacjg Q232V duzo szybciej niz komorki z
niezmutowanym receptorem. Komorki z mutacjg Q232V
dysocjowaty 1,25 razy szybciej od liganda i tworzyty z nim
trzy razy wiecej potagczen w poréwnaniu z komorkami po-
siadajacymi niezmutowany receptor. Komorki z mutacja
K237V dysocjowaty 2,2 razy wolniej i tworzyty 3 razy mniej
potaczen niz komoérki z niezmutowanym receptorem. Tak
wiec mutacje te zmieniaty zarowno statg asocjacji, jak i sta-
ta dysocjacji wigzania [19]. Mutacje opisane dla receptora
PSGL-1 neutrofiléw, zmieniajgce kinetyke poruszania sie
neutrofilow po $rédbtonku, zmieniaty tylko stalg dysocja-
cji wigzania z selektynami, natomiast nie miaty wptywu na
stalg asocjacji wigzania, wskazujgc na istotne roznice kine-
tyki ruchu neutrofiléw na $rédbtonku, a ptytek na unieru-
chomionym vWF [52].

WPLYW SZYBKOSCI PRZEPLYWU KRWI NA
UDZIAL RECEPTOROW KOLAGENU W ADHEZJI

Udziat receptoréw kolagenu w adhezji do naczynia
krwionosnego zalezy od wielu czynnikéw, w tym m.in.
od rozmiaru jego uszkodzenia i

GPIb/

Zyly

niski gradient predkosci
< 600s”

%wPs Gply GPVI
GPV

dostepnosci poszczeg6lnych bia-
tek adhezyjnych dla ptytek krwi
oraz od szybkoSci przeptywu
krwi [7-8,12].

Zaleznos¢ udziatu receptoréow
od szybkosci przeptywu krwi
mozna przedstawi¢ w postaci
diagramu, gdzie wielkos$¢ pola
powierzchni okresla w przybli-
zeniu udziat danego receptora w
tym procesie (Ryc. 4).

Adhezja ptytek krwi podczas
przeptywu krwi z wysokimi gra-
dientami predkosci w tetnicach

Rycina 4. Wptyw szybkosci przeptywu krwi na udziat receptoréw kolagenu w adhezji. Zalezno$¢ udziatu receptoréw od
szybkosci przeptywu krwi przedstawiono w postaci diagramu, gdzie wielko$¢ pola powierzchni okresla w przyblizeniu
udziat danego receptora w tym procesie. Adhezja ptytek krwi podczas przeptywu krwi z wysokimi gradientami predkos$ci
w tetnicach (>600 s-J) jest inicjowana wytacznie przez oddziatywania niebezposrednich receptoréw kolagenu, gtéwnie
kompleksu GPIb/IX/V z unieruchomionym na kolagenie czynnikiem vVWF. Adhezja ptytek do $ciany naczynia podczas
dziatania niskich gradientéw predkosci, takich jak w zytach (<600s '), zalezy gtéwnie od oddziatywan receptoréw bezpo-
$rednich z kolagenem, tj.: integryny a2Pj, GPIV, GPV, GPVI, biatek o masie czasteczkowej 65kDa i 78/82kDa, ale i tutaj

oddziatywanie kompleksu GPIb/IX/V z VWF nie jest bez znaczenia.
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(>600 s-1) jest inicjowana prawie
wytgcznie przez oddziatywania
posrednich receptoréw kolage-
nu, gtdwnie kompleksu GPIb/
IX/V, zunieruchomionym na ko-
lagenie czynnikiem vWF. Udziat
receptorow bezposrednich w
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inicjowaniu adhezji w wysokich gradientach predkosci jest
duzo mniejszy [8,15,39], Oddziatywania GPIb/IX/V z vWF
sg wystarczajaco silne, by mogty przeciwstawi¢ sie sitom
panujacym podczas przeptywu i spowodowagé, by ptytki nie
ulegty oderwaniu od $ciany naczynia [2,8,15,39,53-54]. O
waznosci tych oddzialywan Swiadczg nastepujace fakty: 1)
Ptytki krwi pacjentdw z zespotem Bernarda-Souliera (deficyt
GPIb/IX/V) oraz z chorobg von Willebranda typu Il (ciez-
ki), (deficyt vVWF w osoczu i ptytkach krwi) nie przylegajg do
naczynia krwiono$nego podczas przeptywu z gradientami
predkosci >1 200 s'L Ptytki te tworzg normalny skrzep pod-
czas przeptywu w niskich gradientach predkos$ci (<340 s 1)
[7-8,12]; 2) Ptytki krwi pacjentéw chorych na Trombastenie
Glanzmanna (deficyt integryny allbR3d nie tworzg stabilnej
adhezji i wykazujg obnizong szybkos$¢ wzrostu skrzepu [7],

Adhezja ptytek do Sciany naczynia podczas dziatania ni-
skich gradientow predkosci, takich jak w zytach (<600sJ),
zalezy gtownie od oddziatywan receptoréw bezposrednich
z kolagenem, tj. integryny a$y GPIV, GPV, GPVI, biatek o
masie czgsteczkowej 65kDa i 78/82kDa, ale i tutaj oddziaty-
wanie kompleksu GP1b/I1X/V z vWF nie jest bez znaczenia
[7,12,15,39,55-56],

ETAPY ADHEZJI

Adhezja ptytek z uszkodzong $ciang naczynia przebie-
ga w Kkilku etapach: 1) pierwszy kontakt; 2) stabilizowanie
kontaktu; 3) utworzenie stabilnej adhezji; 4) wzmacnianie
adhezji. Etapy 1-3 zalezg przede wszystkim od oddziatywa-
nia VWF z kompleksem GPIb/IX/V, a etap 4 od oddziaty-

A Pierwszy kontakt

Gradient predkosci

Pierwszy kontakt-
-siecigwanie

Aktywacja kinaz
RIA Uwalnianie Ca™

B stabilizowanie kontaktu
Aktywacja PI-3K
Uwalnianie Ca™

Odwracalna aktywacja e,

Rycina 5. Etapy adhezji ptytek krwi do $ciany naczynia krwiono$nego. A) Etap pierwszy — pierwszy kontakt. Potagczenie GPlba z domeng
Al czynnika VWF inicjuje przesytanie sygnatu z udziatem kinaz tyrozynowych i jondw wapnia w ptytce krwi. Sygnatem inicjujagcym akty-
wacje jest fosforylacja motywu ITAM receptora EcyRIIA przez kinazy Fyn i Lyn. Fosforylowany ITAM asocjuje z tandemowymi domenami
SH2 kinazy Syk, co prowadzi do jej autofosforylacji i wzrostu jej aktywnosci. Kinaza Syk przekazuje sygnat dalej do fosfolipazy PLCy2, po-
wodujac wzrost jej aktywnosci. Fosfolipaza dostarcza drugorzedowych przeno$nikéw informacji, w tym 1,4,5-trisfosforanu inozytolu (IP3 i
1,2- diacyloglicerolu (DG). DG aktywuje biatkowg kinaze C (PKC), a IP3uwalnia niewielkg iloé¢ Ca2* co jest obserwowane jako jednorazowy,
krétkotrwaty przyrost stezenia aJlP3w ptytce krwi. Aktywacja ptytek jest niewielka, ptytki sa stabo potaczone z naczyniem i fatwo sie od
niego odrywajg. Szybkos$¢ przemieszczania sie ptytek, ktdre utworzyty pierwszy kontakt, ulega obnizeniu. B) Etap drugi —stabilizowanie
kontaktu. Wzrost stezenia Ca2*powoduje odwracalng aktywacje integryny a|bP3 dzieki czemu taczy sie ona z sekwencjami RGD czynnika
VWF, co wywotuje zwigkszanie uwalniania Ca2* Ptytki przemieszczajg sie na czynniku vVW ruchem skokowym, podobnym do ruchu ko- nia.
ziotkujacej pitki. C) Etap trzeci — utworzenie stabilnej adhezji. Wzrost stezenia Ca2*w plytce i wzrost aktywacji integryny allg33powoduje
naptyw Ca2<do ptytki krwi ze Srodowiska zewnetrznego, co zwigeksza aktywacje tej integryny i powoduje jej stabilny kontakt z czynnikiem
VWF. Plytki krwi sg stabilnie przymocowane do vWF. D) Etap czwarty —wzmacnianie adhezji. Receptory bezposrednie kolagenu, w tym
m.in. integryna a2P3i GPVI, moga si¢ potgczy¢ ze swoim ligandem i wzmacniajg kontakt ptytek z uszkodzonym naczyniem.
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C Tworzenie stabilnej adhezji

wania kolagenu z jego receptorami bezpos$rednimi, przede
wszystkim z integryng a 2°1i GPVI [8,15,39].

Przez wiele lat uwazano, ze wigzanie sie VWF z GPlb/
IX/V nie powoduje aktywacji ptytek i ich agregacji oraz,
ze do aktywacji ptytek niezbedne jest wigzanie sie VWF z
integryng anb@ W chwili obecnej faktem niepodwazalnym
jest aktywacja i agregacja ptytek dzieki tgczeniu sie VWF
tylko z GPIb/IX/V [6,8]. Swiadczg o tym, m.in., selektywni
agonisci GPIb/IX/V, alboagregina, lektyna z jadu zmij Tri-
meresurus albolabris i czynnik vVWF z mutacjg regionu RGD,
uniemozliwiajgca wigzanie sie VWF z integryng anb@ kto-
rzy taczg sie tylko z GPIb/IX/V i powodujg aktywacje pty-
tek krwi iich agregacje. Aktywacja ptytek wywotuje szereg
zmian biochemicznych w ptytkach z udziatem, m.in., kinaz
tyrozynowych, jonéw wapnia, biatek cytoszkieletu, ADP i
TxA2[6,8,39],

ETAP I. PIERWSZY KONTAKT

Potaczenie GPlba z domeng Al czynnika VWF inicjuje
natychmiastowe przesytanie sygnatu, tj. aktywacje kinaz
tyrozynowych i zwiekszenie stezenia jonéw wapnia. Ak-
tywacja ta zachodzi dzieki sieciowaniu GPIb/IX/V przez
czynnik vWF [8,15,39]. Sygnatem inicjujagcym aktywacje
jest fosforylacja reszt tyrozynowych motywu aktywujacego
receptora immunologicznego (ITAM, ang. immunoreceptor
tyrosine-based activation motif), znajdujacego sie w czesci cy-
toplazmatycznej receptora FcyRlla lub tancucha y receptora
Fc. Receptory te posredniczg w przekazywaniu sygnatu od
GPlba [57-61], Brak udziatu tych receptoréw prowadzi do
znacznego osta-
bienia przekazy-
wanego  sygnatu
[28], Motyw ITAM
zawiera sekwen-
cje yxx1/i-x68
YXXL/I, w ktérych
fosforylowane sa
dwie, zachowane
w ewolucji, resz-
ty tyrozynowe.
Motyw ITAM jest
najprawdopodob-
niej fosforylowa-
ny przez kinazy
Src, Fyn i Lyn
[57-59,62], Fosfo-
rylowany motyw
ITAM asocjuje z
tandemowymi do-
menami SH2 ki-
nazy Syk, przycig-
gajac nieaktywng
kinaze Syk z cyto-
plazmy i zakotwi-
cza jg w blonie, w
miejscu jej dziata-
Asocjacja ta
powoduje  auto-
fosforylacje kina-
zy Syk i wzrost jej
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aktywnosci. Kinaza Syk moze by¢ réwniez fosforylowana
przez kinazy Fyn i Lyn. Syk inicjuje kaskade przenoszenia
sygnatu, ktora konczy sie aktywacjg enzymdw, takich jak
fosfolipaza PLCy2, dostarczajaca drugorzedowych przeno-
$nikow informacji w tym, m.in., 1,4,5-trisfosforanu inozyto-
lu (IP3 i1, 2-diacyloglicerolu (DG) [6,8,15,39]. DG aktywuje
biatkowg kinaze C (PKC, ang. protein kinase C), a trisfosforan
inozytolu uwalnia niewielkg ilo$¢ jonéw wapnia z magazy-
noéw wewnatrz ptytek, co jest obserwowane jako jednorazo-
wy, krotkotrwaty przyrost stezenia tych jonéw. Przyrost ten
jest niewystarczajacy do catkowitego zatrzymania ptytek na
czynniku VWF, ale obniza szybkos$c¢ ich przemieszczania sie.
Ptytki sg bardzo stabo potgczone z naczyniem itatwo moga
sie od niego oderwac, szczeg6lnie przy duzych gradientach
predkosci [48] (Ryc. 5A). W szlaku przekazywania sygna-
tu od GPIb biorg rowniez udziat kinazy Btk, Fak, Erki/2,
Pyk2, Akt i MAP oraz biatka adaptorowe SLP-76, LAT i
ADAP [28,57,63-66],

ETAP 2. STABILIZOWANIE KONTAKTU

Monitorowanie wzrostu stezenia jonéw wapnia co kilka
sekund w pojedynczych ptytkach krwi wraz z jednocze-
snym obserwowaniem ich przemieszczania na czynniku
VWF podczas przeptywu ptytek z gradientem predkosci
800 s 1 doprowadzito do precyzyjnego poznania udziatu
uwalnianych Ca2zrw przemieszczaniu ptytek i ich aktywacji
[48,67].

Krotkotrwaty wzrost stezenia Ca2rw ptytce o ok. 50-400
nM, spowodowany kontaktem GPlba z domeng Al czynni-
ka VWF, jest wystarczajacy do niewielkiej i odwracalnej ak-
tywacji integryny a||bB3mechanizmem inside-out, co pozwala
jej potaczy¢ sie z sekwencjami RGD czynnika vVWF. Potgcze-
nie to prowadzi do zwiekszonej aktywacji tej integryny me-
chanizmem outside-in, ktéra powoduje, zalezne od kinazy
3-fosfatydyloinozytolowej (P1-3K), zwiekszenie uwalniania
Ca2+z miejsc ich magazynowania w plytce, obserwowane
jako oscylacyjne zwiekszanie stezenia o ok. 100-1200 nM.
Na tym etapie ptytki przemieszczajg sie na czynniku vVWF.
Kazde oderwanie sie ptytki od czynnika vVWF jest potgczone
ze spadkiem stezenia jonéw Ca2-do ok. 100 nM [48,68-69]
(Ryc. 5 B).

ETAP 3. UTWORZENIE STABILNEJ ADHEZJI

Zalezny od kinazy PI-3 wzrost stezenia Ca2+ i wzrost
aktywacji integryny aJ33powoduje z kolei naptyw Ca2+
z Srodowiska zewngtrzkomdrkowego, wywotujac trwa-
ty, oscylacyjny wzrost stezenia tych jondw w plytce krwi.
Aktywacja integryny alll33zwieksza sie i nastepuje stabilne
zatrzymanie ptytek na vWF. Tak wiec, kompleks GPIb/IX/
V jest odpowiedzialny za krdtkotrwaty, niezalezny od ki-
nazy PI-3, przyrost stezenia Cazw ptytce, spowodowany
wytacznie wyptywem tych jondw z miejsc magazynowania
w phytkach, co jest niezbedne dla przemieszczania ptytek
na czynniku vVWF. Catkowite zatrzymanie ptytek wymaga
udziatu integryny alll33i jej stabilnego kontaktu z czyn-
nikiem vVWF. Stabilny kontakt jest wynikiem aktywacji tej
integryny, wywotujacej ciagty, oscylacyjny, zalezny od PI-
SK wzrost stezenia Ca2: Wzrost ten jest spowodowany za-
rowno wyptywem tych jonéw z miejsc magazynowania w
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plytce, jak iich naptywem z srodowiska zewngtrzkomadrko-
wego [48,67] (Ryc. 5C).

ETAP 4 WZMACNIANIE ADHEZJI

Obnizenie szybko$ci przemieszczania sig ptytek iich za-
trzymanie umozliwia kontakt receptoréw bezposrednich
kolagenu — integryny a.,B,, GPVI i innych z kolagenem
[5,15,39]. Integryna a2B1 w nieaktywowanych ptytkach
wystepuje w stanie niskiego powinowactwa do kolage-
nu. Aktywacja tej integryny moze by¢ wywotana przez:
a) zwigzanie z kolagenem, b) receptory ADP, c) receptor
GPIb i d) aktywng integryne a I33[70-73], Szlaki sygnato-
we prowadzace od integryny all33 do integryny a2t sg
mato poznane. GPVI nie nalezy do receptoréw integryno-
wych i nie ulega aktywacji podczas wigzania ze swoimi
ligandami [9],

Kolagen fibrylarny jest bardzo silnym aktywatorem pty-
tek krwi. Kontakt ptytek z kolagenem wywotuje aktywacje
integryny all33 zwiekszajac liczbe ptytek tworzgcych sta-
bilng adhezje [7,15,39]. Szlaki sygnatowe prowadzace do
aktywacji tej integryny przez kolagen sg podobne do szla-
kéw uruchamianych przez oddziatywania GPlba z vWF
i nie bedg omawiane w tym artykule, poniewaz zostaty
omoéwione w artykule poprzednim [9], Kolagen jest duzo
silniejszym aktywatorem piytek w poréwnaniu z vVWF.
Waznymi parametrami regulujagcymi wydajnos$¢ adhezji i
agregacji sg m.in.: liczba ptytek tworzgcych kontakt z biat-
kiem adhezyjnym i wykazujacych wzrost stezenia jonow
wapnia, wielko$¢ i rodzaj sygnatu wapniowego oraz czas
jego trwania. Podczas przeptywu ptytek przez powierzch-
nie pokryte VWF tylko maty procent ptytek tworzacych
kontakt z tym biatkiem (<10%) wykazuje oscylacyjny
wzrost stezenia Ca2 $redni przyrost stezenia nie prze-
kracza 250 nM, co powoduje stabilng adhezje tylko ok. 5%
ptytek tworzgcych kontakt z tym biatkiem. Kolagen fibry-
larny powoduje wysoki, oscylacyjny wzrost stezenia Ca2+
(>900nM) w 90 % ptytek, ktére utworzyty z nim kontakt,
co powoduje szybkie powstawanie nieodwracalnych agre-
gatow ptytek krwi [53] (Ryc. 5D).

UDZIAL BIALEK CYTOSZKIELETU
W AKTYWACJI PLYTEK

Do aktywacji ptytek przez kompleks GPIb/IX/V przy-
czynia sie biatko 14-3-3 ¢ ktore jest potgczone z PI-3K w
ptytkach spoczynkowych. Aktywacja ptytek powoduje
przeniesienie biatka i kinazy do frakcji cytoszkieletu, gdzie
nastepuje dysocjacja kinazy. Umozliwia to jej wytwarzanie
drugorzedowych przeno$nikéw informacji w przedziatach
cytoszkieletu. Filamina A umozliwia transmisje sygnatu
od zewnatrzkomorkowego Uganda do cytoszkieletu i jego
reorganizacje. Potgczenie VWF z GPIb/IX/V inicjuje na-
tychmiastowg, regulowang przez jony Ca+2 polimeryzacje
filamentéw F-aktyny. W procesie tym bierze udziat biatko
regulatorowe gelsolina, ktéra tnie filamenty aktyny, a mate
pociete kawatki stajg sie podstawg ich wydtuzania i polime-
ryzacji. Fosforylacja reszty serynowej w pozycji 166 GPlba
przez kinaze A reguluje polimeryzacje aktyny w odpowie-
dzi na stymulacje ptytek krwi [8],
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poddanej ciggtemu mieszaniu, powo-

R o iy o T N . ;T
Agregacja w przep{yw|e GPlb/IXN s . VWF duje akt.ywa}CJe mtegryny. allb@y prze-
N W\ Fg ksztatcajac ja ze stanu nieaktywnego
. : tyw do stanu aktywnego, zdolnego wig-
pane s ' auf; nieaktywna zaé fibrynogen [48]. Badania agregacji
//—\ b«)« W) Y%B,aktywna plytek podczas przeplywu z zastoso-
, “sloka — . - e waniem wiskozymetru wykazaty, ze
(,@ A’é &‘a °e @ ziarnistosci o zalezne od gradientu predkosci, wia-
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Rycina 6. Agregacja ptytek w uszkodzonym naczyniu krwiono$nym. Ptytki krwi przylegajg do uszkodzonego
naczynia i ulegaja aktywacji. Czynnik vWF unieruchomiony na powierzchni przylegajacych ptytek wiaze prze-
ptywajace ptytki dzieki oddziatywaniom z kompleksem GPIb/IX/V. Wiekszo$¢ ptytek, ktdre utworzyty kontakt
z unieruchomionym vWF ulega oderwaniu i przeniesieniu. Niewielka liczba ptytek zostaje stabilnie zatrzymana
iprzyczynia sie do wzrostu skrzepu. Stabilny skrzep powstaje z udziatem oddziatywan integryny an33z czynni-

kiem vWF i fibrynogenu (wg [7] zmodyfikowano).

Fosforylacja i defosforylacja biatek przebiega z udziatem
biatek cytoszkieletu, ktére sag miejscem zakotwiczenia kinaz,
co umozliwia im asocjacje z partnerami oraz lokalnie zwiek-
sza ich stezenia. O waznosci reorganizacji cytoszkieletu w
aktywacji ptytek przez czynnik vVWF i kolagen $wiadczy,
m.in., fakt, ze cytocholazyna D, catkowicie hamuje aktywa-
cje ptytek tymi czynnikami, podczas gdy obniza tylko akty-
wacje ptytek trombing i ADP. Reorganizacja cytoszkieletu
reguluje zmiane ksztattu, rozptaszczanie, tworzenie lameli
i filopodidw, reakcje uwalniania iagregacje ptytek [8,15,74].
Regulacja pomiedzy receptorami ptytkowymi a cytoszkiele-
tem jest dwukierunkowa: ligandy #gczace sie z receptorami
reorganizujg cytoszkielet, a zreorganizowany cytoszkielet
umozliwia sieciowanie receptoréw i ich gromadzenie sie w
domenach btony wzbogaconych w glikolipidy (GEMs, ang.
glycolipid-enriched membrane domains). Domeny te sa najwaz-
niejszymi miejscami, w ktérych nastepuje przewodzenie
sygnatu z udziatem vWF i kompleksu GPIb/IX/V, ponie-
waz oddziatywania pomiedzy GPIb a kinazami Src i Lyn
oraz aktywacja fosfolipazy PLCy2 przebiegajg wytacznie w
GEMs [15,75].

Oddziatywanie VWF z GPIb uruchamia tez szlaki sy-
gnatowe, prowadzace do aktywacji syntetazy tlenku azotu
(eNOS) i zwiekszenia tworzenia tlenku azotu w sposo6b za-
lezny od cGMP i biatkowych kinaz A i G oraz ADP i TxA,
[76]. Znaczenie tych szlakow dla aktywacji ptytek jest mato
poznane.

AGREGACJA PLYTEK W USZKODZONYM
NACZYNIU KRWIONOSNYM

Tradycyjny model agregacji ptytek krwi, w ktérym od-
dziatywania integryny allg33z fibrynogenem miaty wytgcz-
ny wptyw na tworzenie potgczen pomiedzy ptytkami krwi
w powstajagcym agregacie ptytkowym, pochodzit z badan
z zastosowaniem agregometru. W badaniach tych dodanie
aktywatora (kolagen, ADP, trombina) do zawiesiny piytek
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zanie czynnika VWF z GPlba inicjuje
aktywacje ptytek, niezaleznie od doda-
wanych aktywatoréw. Badania te staty
sie podstawg do wyjasnienia mechani-
zmu agregacji ptytek w uszkodzonym
naczyniu, gdzie kontakt ptytka-ptytka
nie zachodzi pomiedzy ptytkami w za-
wiesinie, lecz pomiedzy warstwg pty-
tek, ktéra juz przylegta do uszkodzo-
nego naczynia, a ptytkami krazgcymi
w przeptywajacej krwi i wychwytywa-
nymi do powstajgcego skrzepu. Tak
wiec unieruchomione ptytki przy $cia-
nie naczynia stanowig wysoce reak-
tywng powierzchnie oddziatywania,
wychwytujgcg ptytki z przeptywajacej krwi [7],

Udziat czynnika vVWF i fibrynogenu w agregacji ptytek
i tworzeniu skrzepu zostat wyjasniony dzieki zastosowa-
niu modeli in vitro i in vivo, dzigki ktdrym monitorowano
oddziatywania krazacych ptytek z uszkodzonym naczy-
niem lub z juz przylegtymi ptytkami do naczynia z zasto-
sowaniem mikroskopii fluorescencyjnej oraz kamery video.
Badania te wykazaty, ze fibrynogen jest najwazniejszym
ligandem ptytek dla ich agregacji podczas przeptywu w ni-
skich gradientach predkosci, a rola czynnika VWF w tych
warunkach jest duzo mniejsza [15,39]. Natomiast badania
in vitro agregacji ptytek podczas przeptywu krwi w wyso-
kim gradiencie predkosci (1800 s 1) w mikrokapilarach po-
krytych pojedyncza warstwg ptytek unieruchomionych na
kolagenie oraz in vivo w uszkodzonych naczyniach szczu-
ra, dostarczyty niezbitych dowoddw, ze oddziatywania te
sg inicjowane dzieki wigzaniu sie GPIba krazgcych plytek
z czynnikiem vVWF, potgczonym z unieruchomionymi ptyt-
kami (Ryc. 6). Tak wiec w wysokich gradientach predkosci,
czynnik vVWF jest gtéwnym ligandem odpowiedzialnym za
tworzenie agregatow ptytkowych. Oddziatywanie integryny
a[]bP3z VWF jest niezbedne do wywotania stabilnej adhezji
[7,15,39,55], Podczas przeptywu o wysokim gradiencie pred-
kosci (>10000s2), jaki panuje w bardzo zwezonych naczy-
niach serca, ptytki agregujg bez uprzedniej aktywacji, czyli
bez udziatu fibrynogenu iintegryny a,lb@BWysoki gradient
predkosci zmienia konformacje czynnika vVWF, czgsteczka
VWF staje sie rozciggnieta i wydtuzona z wyeksponowa-
ng domeng Al, umozliwiajac jej wigzanie z GPlba, co jest
wystarczajgce do powstawania agregatow ptytkowych [40],
Zastosowanie do badan ptytek krwi z deficytem czynnika
VWEF, zawierajagcych mniej niz 1% tego biatka, wykazato, ze
VWF uwolniony z ptytek jest niezbedny w inicjowaniu agre-
gacji ptytek podczas przeptywu. Czynnik VWF pochodzacy
z osocza tylko czesSciowo kompensuje brak vVWF ptytek krwi
[7], Badania te wykazaty réwniez, ze agregacja ptytek in vivo
jest procesem niezwykle dynamicznym, w ktédrym ptytki z
przeptywajacej krwi ciggle kontaktujg sie ze skrzepem, ule-
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gaja przemieszczeniu lub oderwaniu od skrzepu, a liczha
ptytek przylegtych stabilnie stanowi niewielki procent w
stosunku do tych, ktére kontaktowaly sie ze skrzepem. Pro-
cent stabilnie przylegtych plytek zalezy m.in. od szybkosci
przeptywu itak w przeptywie z gradientami predkosci 150,
600 i 1 800 s dwynosit on 45, 9 3 [7,16],

ADP | TXA2

Funkcja ADP w agregacji ptytek krwi itworzeniu skrze-
pu jest dobrze poznana. ADP wigze sie z receptorami pu-
rynergicznymi P2Y, i P2Y12 bioragcymi udziat w aktywacji
ptytek przez ADP i wspomagajacymi aktywacje wywoty-
wang innymi agonistami [77]. Receptor P2Yljest sprzezony
z biatkiem G ijest odpowiedzialny za wzrost stezenia jo-
néw wapnia, zmiane ksztattu iniestabilng agregacje ptytek
krwi. Receptor P2Yp jest sprzezony z biatkiem G. i cyklazg
adenylanowg. Receptor ten powoduje stabilng agregacje
ptytek i poteguje uwalnianie substancji z ziarnistosci ptyt-
ki. P2Yp jest tarcza dla znanych lekéw przeciwzakrzepo-
wych, w tym, m.in. tyklopidyny i klopidogrelu. Tworzenie
stabilnego skrzepu na kolagenie podczas przeptywu krwi
z wysokim gradientem predkos$ci wymaga ciagtej aktywa-
cji integryny a]ltP3 w ktorej uczestniczy réwniez ADP i
jego receptor P2Yp oraz szlaki sygnatowe, w ktdrych biorg
udziat izoformy beta i gamma PI-3K [78]. Receptor P2YR2
bierze rowniez udziat w aktywacji kinazy PI-3 ijej asocjacji
z kinazg Src podczas aktywacji ptytek wywotanej wigza-
niem VWF do GPlba [68]. Receptory P2Y (i P2Y 1 petnig
wazng i uzupeiniajgca sie nawzajem funkcje w aktywacji
ptytek wywotanej wigzaniem sie VWF z GPlba i tworzenia
skrzepu podczas przeptywu z niskim i wysokim gradien-
tem predkosci. Receptor P2Y, bierze udziat w inicjowaniu
tworzenia skrzepu, a P2Yp —w jego stabilizacji i wzroscie
[39,79],

TxA2aktywuje ptytki krwi, wigzac sie z receptorami po-
taczonymi z biatkami G" i G1213 Rola trombosanu A, w two-
rzeniu skrzepu, szczeg6lnie podczas przeptywu krwi w pato-
logicznych warunkach wysokich gradientow predkosci, jest
mato poznana. Badania agregacji ptytek w wiskometrze po-
kazaty, ze hamowanie TxA, nie ma wptywu na agregacje pty-
tek indukowang wysokimi sitami $cinania. Badania w prze-
ptywie laminarnym wykazaty, ze aspiryna, inhibitor syntezy
TxAZ2 nie hamuje tworzenia skrzepu podczas patologicznych
gradientow predkosci (>10500 s-1), natomiast hamuje jego
tworzenie w nizszych gradientach predkosci. Te obserwa-
cje czeSciowo moga ttumaczy¢ fakt braku hamowania przez
aspiryne tworzenia zakrzepdw u pacjentdw majacych bar-
dzo przewezone tetnice [39]. Aspiryna nie hamuje fosfory-
lacji receptora FcyRlla, fosforylacji Syk i fosfolipazy PLCy2
w ptytkach aktywowanych czynnikiem vWF, wskazujac, ze
wytwarzanie TXA2 nie jest niezbedne dla aktywacji przez
VWEF [60]. Aspiryna rowniez nie hamuje adhezji i agregacji
ptytek krwi pod wptywem ztogdw miazdzycowych, podczas
gdy blokada GPlba oraz receptoréw ADP hamowata ten pro-
ces [80], Wigzanie sie VWF z GPlba w obecnos$ci botrocetyny
powoduje aglutynacje ptytek. Proces ten zalezy od TxAr W
szlaku sygnatowym prowadzacym do wytworzenia TxA2
biorg udziat kinazy Src, Syk, PI-3K, PKC, fosfolipaza PLCy2 i
biatko adaptorowe SLP-76 [81,82].
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Rycina 7. Matrycowy model adhezji. Skoordynowany i prawie jednoczesny
udziat wielu receptoréw kolagenu oddziatujgcych z matrycg biatek adhezyjnych
powoduje uruchamianie szlakéw sygnatowych doprowadzajacych do aktywacji
integryny allp3 ktéra, wigzac fibrynogen lub vVWF, powoduje powstanie czopu
ptytkowego.

UWAGI KONCOWE - MATRYCOWY MODEL ADHEZJI

Najnowszy, matrycowy model adhezji ptytek do $ciany
naczynia krwiono$nego, wskazuje na prawie jednoczesny
udziat wielu receptoréw oddziatujacych z matryca biatek
adhezyjnych, z ktérych najwazniejsze to czynnik vVWF i ko-
lagen (Ryc. 7). Receptorem inicjujagcym adhezje ptytek do
odstonietego kolagenu w S$cianie naczynia krwionosnego
jest kompleks glikoprotein GPIb/IX/V, taczacy sie z unie-
ruchomionym czynnikiem vWF na kolagenie. Potgczenia
te sa na tyle silne, ze powoduja zatrzymanie ptytek krwi
przy $cianie naczynia, aktywujg ptytki krwi i umozliwiaja
im bezposrednie oddziatywanie z kolagenem. Receptory
kolagenu ptytek krwi, w tym integryna a (GPla/lla),
GPIV, GPV, GPVI oraz biatka o m.cz. 65 i 68-72 kDa, bez-
posrednio taczg sie z kolagenem. Kazdy z tych receptorow
przekazuje pewne informacje do wnetrza, ale udziat GPIb/
IX/V i GPVI w przekazywaniu informacji i aktywacji pty-
tek krwi jest najwiekszy [8,15]. Przekazane informacje do-
prowadzajg w koAcowym efekcie do aktywacji integryny
a|lbP3 (GPIlIb/Illa), ktéra wigzac fibrynogen, inicjuje two-
rzenie stabilnych agregatéow ptytkowych i czopu hemo-
statycznego, tamujgcego wyptyw krwi z uszkodzonego
naczynia krwionosnego. W oddziatywaniach z uszkodzo-
nym naczyniem biorg tez udziat: integryna a”, receptor
fibronektyny, integryna a ~ , receptor lamininy oraz biatko
CD36, receptor kolagenu i trombospondyny ptytek krwi
[83-85], Udziat tych receptoréw oraz ich ligandéw w ad-
hezji, aczkolwiek stabiej poznany w poréwnaniu z udzia-
tem receptoréw kolagenu bezposrednich i posrednich w
aktywacji ptytek krwi, nie jest bez znaczenia dla procesu
hemostazy [1,2,6,11-12,55,83-85]. Skoordynowane dziata-
nie wielu receptordw zapewnia prawidtowy przebieg tego
procesu.
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ABSTRACT

At sites of vassel injury, platelets adhere to various components of the subendothelial matrices (SEM). Platelets can interact with several SEM
proteins, but of principal importance are collagens and von Willebrand Factor (vWF). The initial entrapment of platelets on subendothelial
collagenes requires VWF which under high shear rates conditions created by rapid blood flow present in arteries binds simultaneously to
collagen and the platelet glycoprotein complex GPIb/IX/V. Adhered platelets are activated by intracellular signaling pathways and resultant
activation of integrin a[loP3on platelet membranes leads to platelet aggregation by its interaction with vVWF or with fibrinogen. The role of
GPIb/IX/V for intracellular signaling and integrin a|lbP3activation has remained controversial for a long time. It was assumed that the GPIb/
IX/VIVWEF interaction only provides a physical force which fixes platelets to SEM, but now it is evident that the GPIb/IX/V complex mediates
signaling which leads to platelet activation. This review will address the molecular mechanisms of platelet function with emphasis on the role
of VWF and GPIb/IX/V complex in mediating platelet interaction with the vessel wall.
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STRESZCZENIE

was y-aminomastowy (GABA) jest gtéwnym hamujacym neuroprzekaznikiem osrod-

kowego uktadu nerwowego. Przebieg metabolizmu GABA jest zalezny od aktywnosci
trzech enzyméw: dekarboksylazy glutaminianowej, aminotransferazy GABA i dehydroge-
nazy semialdehydobursztynianowej. Obnizenie aktywnosci tych enzyméw moze by¢ przy-
czynag wielu choréb neurologicznych, takich jak zesp6t uogéinionej sztywnosci, zesp6t prze-
wlektego zmeczenia, stany lekowe i napadowe. Artykut jest przegladem najwazniejszych
zagadnien zwigzanych z metabolizmem GABA i jego zaburzeniami.

WPROWADZENIE

Kwas Y-arninomastowy jest niebiatkowym aminokwasem, petnigcym w
o$rodkowym uktadzie nerwowym funkcje gtéwnego neuroprzekaznika ha-
mujgcego. W najwiekszym stezeniu wystepuje w uktadzie pozapiramidowym
oraz w podwzgérzu. Stezenie GABA w moézgu waha sie od 10pM do ImM w
szczelinie synaptycznej. W wiekszosci dojrzatych neuron6éw, dziatajac na spe-
cyficzne receptory, GABA powoduje hiperpolaryzacje btony komérkowej (ha-
mowanie postsynaptyczne), a takze reguluje uwalnianie neuroprzekaznikéw
w synapsach (hamowanie presynaptyczne) [1], Synteza GABA z glutaminianu
jest procesem powigzanym z cyklem Krebsa. Przebieg metabolizmu GABA, w
literaturze anglojezycznej nazywanego GABA-shunt, jest zalezny od trzech enzy-
moéw: dekarboksylazy glutaminianowej, aminotransferazy y-aminomaslanowej
i dehydrogenazy semialdehydobursztynianowej. Znajomos¢ etapdw przeksztat-
cania GABA, katalizowanych przez te enzymy, ma znaczenie dla zrozumienia
genezy wielu choréb neurologicznych.

ROLA DEKARBOKSYLAZY GLUTAMINIANOWEJ

OD a-OKSOGLUTARANU DO GABA

Gtownym prekursorem kwasu y-aminomastowego jest najwazniejszy mo-
zgowy pobudzajacy neuroprzekaznik —glutaminian. Jego synteza zachodzi w
reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glutaminianowg (EC 1.4.1.2) i pole-
ga na wigczaniu jonu NH4+do a-oksoglutaranu, pochodzacego z cyklu Krebsa.
Odwracalno$¢ tej reakcji umozliwia uzyskiwanie energii z glutaminianu, jednak
proces ten nie jest korzystny ze wzgledu na produkt uboczny —toksyczny dla
organizmu amoniak. Sposobem na wigczenie glutaminianu do cyklu kwasow
trojkarboksylowych, eliminujgcym powstawanie amoniaku, jest mechanizm
GABA-shunt, ktérego pierwszym etapem jest synteza y-aminomaslanu na dro-
dze dekarboksylacji glutaminianu. Reakcja ta katalizowana jest przez dekarbok-
sylaze glutaminianowg (EC 4.1.1.15), a stezenie GABA w komoérkach jest wy-
raznie zalezne od aktywnosci tego enzymu [1]. W GABAergicznych neuronach
stwierdzono wystepowanie dwdch izoform GAD, bedacych produktami roz-
nych genéw. Pierwsza z nich, o masie czasteczkowej 65 kDa (GAD®), zwigzana
jest gtéwnie z aksonalnym regionem neuronu. Druga, o masie czasteczkowej 67
kDa (GADG®6), rozmieszczona jest w komorce rownomiernie, choé wystepuje w
mniejszej ilosci niz GADHB Wystepowanie tych dwdch form moze by¢ zwigza-
ne z obecno$cig przedziatbw w neuronie GABAergicznym, w ktorych zacho-
dzi metabolizm glutaminianu [2], Ponadto wykazano, ze synteza GABA i cykl
Krebsa mogg zachodzi¢ z r6zng intensywnoscig. Pod tym wzgledem neuronatne
mitochondria wykazujg zréznicowanie. W jednych stosunkowo duza produk-
cja GABA odbywa sie kosztem intensywnoS$ci przemian zwigzanych z cyklem
Krebsa, natomiast w pozostatych obserwuje sie tendencje odwrotng [3].

DEKARBOKSYLAZA GLUTAMINIANOWA A UKLAD GLUTAMINERGICZNY

W obrebie uktadu nerwowego synteza GABA nie zachodzi wytgcznie w neu-
ronach GABAergicznych tworzacych uktad hamujgcy. Wykazano bowiem, ze
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glutaminergiczne komdérki ziarniste hipokampa posiadajg
zdolno$¢ do przekazywania sygnatu hamujagcego, za czym
zdaje sie przemawia¢ obecno$¢ GAD oraz wzrost ekspre-
sji GADG, jaki obserwuje sie po napadach drgawkowych,
zwigzanych czesto ze zwiekszonym uwalnianiem gluta-
minianu do szczeliny synaptycznej. Obecno$¢ w uktadzie
glutaminergicznym aminotransferazy GABA (przeksztal-
cajagcej GABA w semialdehyd bursztynianu) jest mniej za-
skakujaca, ze wzgledu na jej do$¢ powszechng obecnos$¢ w
organizmie i zwigzek z transaminacjg p-alaniny. Trudno
jednak w zwigzku z hipotezg o hamujgcym potencjale neu-
ronéw pobudzajacych wyjasni¢ brak transporterow GABA,
ktérych wystepowanie opisano jedynie dla neuronéw GA-
BAergicznych iastrocytow. Z pewnoscig mozna jedynie po-
wiedzie¢ o zachodzeniu syntezy GABA w neuronach gluta-
minergicznych [2],

GLUTAMINA JAKO PREKURSOR GABA

Role prekursora y-aminomaslanu moze odgrywac takze
glutamina, syntetyzowana w komorkach glejowych, a na-
stepnie transportowana do neurondw. Z kolei GABA trans-
portowany jest do komaérek glejowych, gdzie przeksztatca-
ny jest z powrotem w glutamine [4], Nalezy w tym miejscu

wspomnieé¢ o roli glutaminazy (EC 3.5.1.2). Enzym ten,
zlokalizowany po zewnetrznej stronie wewnetrznej btony
mitochondrium, katalizuje reakcje hydrolizy glutaminy
do glutaminianu. Zadaniem enzymu jest takze uwolnienie
powstatego glutaminianu do macierzy mitochondrialnej,
co ttumaczy lokalizacje glutaminazy takze po wewnetrz-
nej stronie wewnetrznej btony. Produktem ubocznym hy-
drolizy glutaminy jest amoniak. Jego pozytywna rola, np.
w nerkach, polega na utrzymaniu rownowagi pH, jednak
w mdzgu konieczne jest usuniecie nadmiaru toksycznego
NH4+[5], Zachodzi to poprzez wspomniang wczes$niej re-
akcje syntezy glutaminianu z a-oksoglutaranu. W ten spo-
sob synteza GABA odbywa sie przez dwa niezalezne, choé
zbiegajace sie szlaki. Wykorzystujagc metode spektroskopii
1 NMR, wykazano w hodowlach GABAergicznych neu-
ronow kory mozgowej, ze intensywnos$¢ syntezy GABA
jest niezalezna od tego, czy prekursorem jest glutamina,
czy glutaminian [2,6], Schemat metabolizmu GABA przed-
stawia rycina 1.

GAD | CHOROBY NEUROLOGICZNE

Znane sg zaburzenia funkcjonowania dekarboksylazy glu-
taminianowej majace podtoze immunologiczne. Obecnos¢
przeciwciat anty-GAD ma prawdopodobnie pe-
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wien wptyw na niszczenie komérek trzustkowej
wyspy Langerhansa w cukrzycy, jednak przy-
padkiem lepiej obrazujgcym skutki obnizonej
aktywnosci GAD jest tzw. zesp6t uogdlnionej
sztywnosci (SPS, Stiff Person Syndrome), opisany
po raz pierwszy w 1956 roku przez Moerscha i
Woltmana [7,8]. Tarzadka choroba o$rodkowego
uktadu nerwowego charakteryzuje sie sztywno-
§cig miesni oraz nieregularnie wystepujacymi,
bolesnymi skurczami pojawiajagcymi sie w sytu-
acjach stresowych lub wywotanymi bodzcami
stuchowymi. U okoto 60% pacjentéw z zespotem
SPS stwierdzono wysokie stezenie przeciwciat
specyficznych dla GADh i GADHK/[9,10]. Za po-
mocg spektroskopii NMR wykazano skutki ich
obecnosci. W mozgach pacjentéw chorych na
SPS, w rejonach kory ruchowej i w ptacie poty-
licznym stwierdza sie obnizony poziom GABA.
Stan pacjentéw poprawia sie w wyniku dziatania
lekow redukujacych katabolizm GABA, takich
jak Vigabatrin, oraz zwiekszajgcych powinowac-
two GABA do specyficznych receptoréw, np.
diazepam [10], Pojawiajg sie rowniez hipotezy
na temat zwigzku przeciwciat anty-GAD ze skro-
niowg epilepsjg oporng na dziatanie lekéw [7,9].
Otwartg kwestig pozostaje w jaki sposéb docho-
dzi do powstawania tych przeciwciat [11],

ROLA AMINOTRANSFERAZY GABA

Kwas y-aminomastowy jest najwazniejszym
hamujacym neuroprzekaznikiem wystepujacym
w mozgu, dlatego konieczne jest zachowanie

gajaca przy niedoborze dehydrogenazy semialdehydobursztynianowej. Objasnienia skrotéw: GABA Jego zrownowazonego poziomu w komorce.

- kwas y-aminomastowy; GABA-T - aminotransferaza GABA; GAD - dekarboksylaza glutaminiano-
wa; SSADH -dehydrogenaza semialdehydobursztynianowa; GHBDH - dehydrogenaza y-hydroksy-

maslanowa (reduktaza semialdehydobursztynianowa).
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Gtowng droga katabolizmu GABA jest trans-
aminacja z a-oksoglutaranem, katalizowana
przez mitochondrialny enzym, aminotransfe-
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raze y-aminomaslanowg (EC 2.6.1.19) [12]. Biatko to sktada
sie z dwoch jednakowych podjednostek o masie 55kDa [1],
Aktywna forma aminotransferazy zwigzana jest z czgstecz-
kg fosforanu pirydoksalu [13]. W wyniku wspomnianej re-
akcji powstaje semialdehyd bursztynianu, a a-oksoglutaran
przeksztatcany jest w glutaminian. Aktywno$¢ aminotrans-
ferazy GABA ma duze znaczenie dla regulacji stezenia obu
neuroprzekaznikéw oraz dla utrzymania réwnowagi po-
miedzy nimi.

GABA-T wykazuje zachowawczg strukture pierwszorze-
dowg u réznych gatunkow ssakow. Aminotransferaza czto-
wieka wyr6znia sie stopniem wrazliwos$ci na inhibitor sto-
sowany w leczeniu zaburzen konwulsyjnych - Vigabatrin
[13]. Wyniki badan przeprowadzonych u ssakéw pozwalaja
przypuszczac, ze gen kodujacy GABA-T wystepuje w jednej
kopii, a sugerowane wystepowanie co najmniej dwoch wa-
riantdw GABA-T jest wynikiem réznicowego ciecia i skta-
dania mRNA lub modyfikacji potranslacyjnych [13,14],

ZESPOL NIEDOBORU AMINOTRANSFERAZY GABA

Niedob6r aminotransferazy GABA, skutkujacy zwiek-
szeniem poziomu GABA w piynie mézgowo-rdzeniowym,
jest rzadka, recesywnie dziedziczong chorobg. Do najcze-
$ciej obserwowanych objawéw nalezg, m.in., stany napado-
we, op6znienie rozwoju psychoruchowego oraz zaburzenia
procesdw zwigzanych z odzywianiem. Badania majace na
celu porédwnanie sekwencji genu kodujacego GABA-T o0séb
zdrowych irodziny pacjenta przejawiajgcego obnizong ak-
tywnos¢ biatka, pozwolity okresli¢ jedna z mutacji odpowie-
dzialnych za ten stan. Kluczowg role dla funkcjonowania
enzymu zdajg sie odgrywac reszty argininy, stabilizujace
wigzanie fosforanu pirydoksalu. W zmutowanym biatku u
badanego pacjenta i jego ojca stwierdzono natomiast pod-
stawienie argininy 220 resztg lizyny [14].

Z niedoborem GABA-T prawdopodobnie zwigzany jest
tzw. zespdt przewlektego zmeczenia (CFS, ang. chronic fa-
tigue syndrome) [15]. Najczestsze jego objawy, to trwajace
przez przynajmniej sze$¢ miesiecy ogdlne wyczerpanie
organizmu, zaburzenia funkcji poznawczych, ciggte bdle
gtowy i mieéni [16]. Pewng role w patogenezie mogg odgry-
wac zakazenia wirusowe, bowiem nasilenie objawéw CFS
obserwuje sie czesto po przebyciu choroby grypopodobnej
[15]. Przebieg choroby jest zmienny i poznanie czynnikéw
wywotujgcych te chorobe wymaga dalszych badan [16].
Wsréd wielu hipotez, jedng z sugerowanych jest wptyw
kwasu y-aminomastowego. W moczu i ptynie mézgowo-
rdzeniowym pacjentow dotknietych obnizong aktywnoscig
GABA-T stwierdza sie wystepowanie duzych ilosci GABA i
jego strukturalnego analogu, (3-alaniny, zdolnej do aktywa-
cji receptora GABA .U czterech sposrod trzydziestu trzech
chorych poddanych badaniom stwierdzono znacznie pod-
wyzszony poziom p-alaniny. Potwierdzenie tych obserwa-
cji na wiekszej grupie chorych na zesp6t CFS pozwolitoby
przyja¢ wspomniang hipoteze. Za powigzaniem GABA-T z
takimi objawami jak zmeczenie, zaburzenia pamieci, zawro-
ty ibole glowy przemawia fakt, ze sg to najczesciej spotyka-
ne skutki uboczne dziatania lekéw przeciwpadaczkowych,
takich jak Vigabatrin (inhibitor GABA-T) oraz benzodiaze-
piny stymulujgce receptory GABAa [15].

358

GABA-T W LECZENIU CHOROB NEUROLOGICZNYCH

Leczenie pewnych choréb neurologicznych, takich jak
epilepsja, choroba Parkinsona, Alzheimera, czy plgsawica
Huntingtona, polega miedzy innymi na inaktywacji GABA-
T, prowadzacej do zwiekszenia stezenia GABA w mozgu.
Niezdolno$¢ matych, hydrofilowych czasteczek GABA do
przekraczania bariery krew-mozg jest powodem, dla kto-
rego sam neuroprzekaznik nie moze by¢ stosowany w le-
czeniu. Poza wspomnianym Vigabatrinem, stosowanym
w leczeniu epilepsji, do inhibitoréw GABA-T nalezy 4-hy-
droksybenzaldehyd, a takze, co potwierdzono niedawno,
4-akryloilofenol. Dwa ostatnie zwigzki charakteryzuja sie
strukturg podobng do semialdehydu bursztynianowego i
a-oksoglutaranu, przy czym grupe karboksylowg zastepuje
grupa fenolowa. Ustalono, ze wykorzystanie grupy fenolo-
wej do projektowania inhibitorow aminotransferazy GABA,
skutkuje powstaniem czasteczek, ktére w poréwnaniu z Vi-
gabatrinem fatwiej przekraczajg bariere krew-mézg. Kon-
tynuacja tego kierunku badan w znacznym stopniu moze
przyczyni¢ sie do zwiekszenia skutecznos$ci terapii [17].

DEHYDROGENAZA
SEMIALDEHYDOBURSZTYNIANOWA

Dehydrogenaza semiatdehydobursztynianowa (EC
1.2.1.24) jest mitochondrialnym enzymem z grupy dehydro-
genaz aldehydowych, ktory katalizuje nieodwracalng reakcje
utlenienia semialdehydu bursztynianowego (SSA) do kwasu
bursztynowego. Gen kodujagcy SSADH znajduje sie na krot-
kim ramieniu chromosomu 6, w locus p22 [4,18]. Enzym ma
postac¢ tetrameru i sktada sie z czterech identycznych pod-
jednostek o masie 58 kDa [1], Dla aktywnosci katalitycznej
dehydrogenazy semialdehydobursztynianowej istotne zna-
czenie majg te miejsca tancucha aminokwasowego, w kto-
rych wystepuje arginina, natomiast w wigzaniu koenzymu
biorg udziat lizyna i cysteina. Obecno$¢ SSADH stwierdzono
w moézgu oraz w tkankach, w ktérych metabolizm semial-
dehydu bursztynianowego ma znaczenie dla pozyskiwania
energii przez komorke. Poziom ekspresji SSADH jest najwyz-
szy w watrobie, najnizszy za$ w ptucach, natomiast w tkan-
ce mozgowej zalezy od regionu mézgu i od stopnia rozwoju
organizmu, przy czym transkrypcja genu SSADH zachodzi
u ptodu mniej intensywnie niz u osobnikdéw dorostych [17].
Aktywnos$¢ SSADH w tkankach harmonizuje z aktywnosciag
GABA-T, co uzasadnione jest udziatem obu enzyméw w tym
samym szlaku przemian metabolicznych

NIEDOBOR SSADH

Niedob6r SSADH jest najczesSciej wystepujacym zabu-
rzeniem metabolizmu GABA, dziedziczonym autosomalnie
w sposob recesywny. W locus 6p22 zidentyfikowano wiele
réznych mutacji, w ktérych defekt ten ujawnia sie mniej lub
bardziej intensywnie. Trudnosci w diagnozowaniu i lecze-
niu wynikajg z braku $cistej wspotzaleznosci miedzy iloscig
i sitg objawow klinicznych, a aktywnosciag enzymu [19,20],
Na poziomie biochemicznym niedob6r SSADH przejawia sie
nadmiernym gromadzeniem kwasu y-hydroksymastowego
(GHB) we krwi, moczu i ptynie mézgowo-rdzeniowym. Jest
to wynikiem ujawniajgcego sie wtedy dziatania reduktazy
semialdehydobursztynianowej (nazywanej réwniez dehy-
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drogenazg y-hydroksymaslanowg (EC 1.1.1.61). W zdrowym
mozgu zawarto$é GHB stanowi mniej niz 1% stezenia GABA.
Wzrost stezenia tego zwigzku przy niedoborze SSADH jest
nawet trzydziestokrotny w poréwnaniu ze zdrowymi tkan-
kami. Dwu-, trzykrotnie wzrasta réwniez poziom GABA
powstajgcego z nadmiaru semialdehydu bursztynianowego
w odwracalnej reakcji katalizowanej przez GABA-T [19]. Re-
akcja przeksztatcania SSA do y-hydroksymaslanu jest odwra-
calna dzieki aktywnos$ci dehydrogenazy GHB, za$ utlenienie
y-hydroksymaslanu jest gtdwnga drogg jego degradacji [4,19].

Sposrdd klinicznych objawoéw niedoboru dehydrogenazy
semialdehydobursztynianowej inadmiernego stezenia GHB
najczesciej wystepujacymi, sa: zaburzenia snu, koncentracji,
nadpobudliwo$¢, obnizone napiecie migsniowe, zaburzenia
obsesyjno-kompulsywne (nerwica natrectw), stany lekowe
i napadowe [4,21], U potowy pacjentéw wystepuja uogél-
nione napady toniczno-kloniczne i napady nieSwiadomosci
[4], Czestym objawem spotykanymi u dzieci jest ataksja, a
takze zaburzenia mowy iopéznienie umystowe [19]. Lecze-
nie skutkow niedoboru SSADH przy uzyciu inhibitora ami-
notransferazy GABA, Vigabatrinu, nie przynosi znaczacych
efektow, cho¢ istniejg doniesienia o jego skutecznosci w od-
niesieniu do pewnych objawdw, przy zastosowaniu matej
dawki (25 mg/kg). Pozytywne skutki w leczeniu standw
lekowych i agresji uzyskano, stosujgc benzodiazepiny, na-
tomiast kwas walproinowy moze by¢ stosowany do zaha-
mowania aktywnos$ci napadowej. Brak jak dotagd zadowa-
lajacych informacji na temat w petni efektywnego leczenia
skutkdw niedoboru SSADH i nadmiernego gromadzenia
sie kwasu y-hydroksymastowego [20],

MECHANIZM DZIALANIA KWASU
Y-HYDROKSYMASt OWEGO

Kwas y-hydroksymastowy moze petni¢ funkcje neuroprze-
kaznika lub neuromodulatora i w warunkach fizjologicznych
wystepuje w mézgu w stezeniu 1-4 gM. Od 1960 r. stosowany
jest w anestezjologii, a w latach 70 poznano jego skutecznos¢
w leczeniu narkolepsji. W latach 90. zyskat zig stawe, stajac sie
popularnym narkotykiem, zwanym ,,pigutka gwattu" [22],

Niedawne badania wykazaty, ze mechanizm przekazy-
wania sygnatu przez kwas y-hydroksymastowy zwigzany
jestzdwoma r6znymi receptorami. Potwierdzono wystepo-
wanie specyficznego metabotropowego receptora GHBR, a
takze agonistyczne dziatanie GHB na metabotropowy recep-
tor specyficzny dla GABA (GABAD) [19]. GABA oraz agoni-
$ci receptora GABAb nie wykazuja zdolnosci do wigzania
sie ze specyficznym receptorem dla y-hydroksymaslanu, co
uznano za fakt wyjasniajacy wczesniejsze watpliwosci do-
tyczace istnienia dwoch réznych receptoréw. Wiadomo, ze
receptor GABARobecny jest u cztowieka w momencie uro-
dzenia, podczas gdy receptor GHB pojawia sie dopiero w
trzecim tygodniu zycia [19,23].

Wydaje sie, ze w celu ustalenia skutecznej terapii poszu-
kiwania nalezatoby skupi¢ wokét zwigzkow dziatajgcych
antagonistycznie na receptory GHB. Doswiadczenia na my-
szach pozbawionych genu kodujgcego SSADH, a takze na
osobnikach zdrowych, ktérym podawano $miertelne dawki
kwasu y-hydroksymastowego potwierdzaja, ze GHB dziata
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na dwa rodzaje receptoréw w neuronach. Podawanie anta-
gonistow receptora GABAb (np. SCH 50911 oraz CGP35348)
pozwolito zmniejszy¢ $miertelno$¢ badanych zwierzat,
cho¢ dziatanie ochronne antagonisty okazato sie by¢ nie-
petnym, co wskazuje na istnienie specyficznego dla GHB
receptora. Te wyniki, zdaniem autoréw, pozwalajg na wy-
suniecie przypuszczenia, ze antagonisci receptora GABADb
moga mie¢ skuteczne dziatanie terapeutyczne w przypadku
zatru¢ kwasem y-aminomastowym [24], Pozytywne efekty
uzyskiwano réwniez, stosujagc zwigzek NCS382, bedacy an-
tagonistg receptora GHB [22],

Badania przeprowadzone w ostatnich latach przyniosty
dos¢ szczeg6towy obraz mechanizmow dziatania GHB. Ist-
nieje hipoteza, wedtug ktorej nasilenie objaw6w niedoboru
SSADH moze by¢ spowodowane nie tylko bezposSrednim
dziataniem GHB na receptory, lecz moze nastepowac wsku-
tek przeksztatcenia czesci GHB w GABA. Sugeruje sie row-
niez, ze GHB wptywa na uwalnianie GABA lub na zwiek-
szenie liczby receptorow GABAbna powierzchni neuronu,
gwattownie intensyfikujac transport powstatego w komoérce
biatka receptorowego [10]. Z drugiej strony, u myszy z de-
ficytem SSADH zaobserwowano nieprawidtowosci w dzia-
taniu GABAbsugerujace, ze nadmierne gromadzenie GHB,
prowadzac do hiperstymulacji receptora GABAQ, skutkuje
jego degradacjg. U mutantdw SSADH7' zachodzi¢ moga
rowniez potranslacyjne modyfikacje receptora GABAb
zmieniajace jego witasciwe funkcjonowanie [19]. Toksycz-
no$¢ kwasu y-hydroksymastowego wydaje sie by¢ wyraz-
nie zwigzana z oddziatywaniem na receptor GABADQ cho¢
potrzebna jest gtebsza weryfikacja sugerowanych hipotez.

Dodatkowg interesujgcg whasnoscig kwasu y-hydroksyma-
stowego jest zdolno$¢ do regulacji systemu dopaminergicz-
nego. Wykazano, ze zmniejszone uwalnianie dopaminy w
synapsach jest skutkiem krotkotrwatego dziatania GHB, za$
dtugotrwaty wptyw GHB na organizm zaznacza sie zwiek-
szong ekspresjag genu kodujgcego dopaminowe receptory DI i
D2. Zaréwno u ludzi, jak iu zwierzat doswiadczalnych po po-
daniu GHB zaobserwowano spadek aktywnosci ruchowej. W
zmniejszonym uwalnianiu dopaminy przy wysokim stezeniu
GHB posredniczy rowniez receptor GABAO, a przeciwdziata-
nie temu polega na podawaniu jego antagonistow [22].

UWAGI| KONCOWE

Utrzymanie witasciwego stezenia GABA w neuronach i
rownowagi pomiedzy nim a gtdwnym pobudzajgcym neu-
roprzekaznikiem, jakim jest glutaminian, ma kluczowe zna-
czenie dla prawidtowego funkcjonowania uktadu nerwowe-
go. Omoéwione tu przypadki obejmujg zaburzenia dziatania
enzymow katalizujgcych metabolizm kwasu y-aminoma-
stowego, cho¢ nie sg to wszystkie choroby, ktérych etiologia
zwigzana jest z tym neuroprzekaznikiem. Niektére mogg
by¢ takze spowodowane niewtasciwym funkcjonowaniem
receptorow GABAergicznych w synapsach. Mutacje, pro-
wadzace do powstawania zmienionych strukturalnie i
funkcjonalnie podjednostek receptora GABAvV majg zwig-
zek z wystepujaca najczesciej u dzieci epilepsja z napadami
nieswiadomosci, mogg by¢ tez przyczyng zespotow leko-
wych [10]. Nieprawidtowosci w dziataniu transporterow
przechwytujagcych nadmiar wydzielonych neuroprzekaz-
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nikow ze szczeliny synaptycznej i w ten sposéb reguluja-
cych ich aktywnos¢, réwniez moga leze¢ u podtoza niekt6-
rych chorob [25]. W schizofrenii, poza redukcjg aktywnosci
biatka GAD6/w pewnych regionach moézgu, obserwuje sie
obnizong ekspresje biatka transporterowego GAT-1 oraz
nadekspresje receptora GABAaw neuronach glutaminian-
ergicznych, a co za tym idzie zwiekszong jego obecno$¢ na
postsynaptycznych btonach tych neuronéw [26].

Ten zapewne niepetny i uproszczony zarys metabolizmu

GABAai odchylen od jego wiasciwego przebiegu powinien
wskazywac, jak istotne dla ustalenia skutecznych terapii
chordb neurologicznych jest doktadniejsze jego poznanie.
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ABSTRACT

Gamma-aminobutyric acid is a major inhibitory neurotransmitter in the central nervous system. GABA metabolism is dependent on the
activity of three enzymes: glutamic acid decarboxylase, GABA-transaminase and succinic semialdehyde dehydrogenase. Decreased activity
of these enzymes may cause many neurological syndromes, such as stiff-person syndrome, chronic fatigue syndrome, anxiety disorders and
seizures. This article is a review of most important problems related to an impairment of GABA metabolism.
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Gen MDR1 (ABCB1) kodujacy glikoproteine P
(P-gp) z rodziny transporterow btonowych ABC:
znaczenie dla terapii i rozwoju nowotworéw

STRESZCZENIE

likoproteina P (P-gp) jest transporterem btonowym, nalezagcym do nadrodziny biatek

ABC. Biatko to funkcjonuje jako ATP-zalezna pompa, ktéra usuwa lipofilowe czgstecz-
ki do $rodowiska zewnatrzkomérkowego. P-gp zostata odkryta w komdrkach chomiczego
raka jajnika (CHO), gdzie powodowata oporno$¢ na leki przeciwnowotworowe. Fizjolo-
gicznie wystepuje, m.in., w organach wydzielniczych i wspéttworzy bariery tkankowe. P-gp
transportuje wiele strukturalnie réznigcych sie lekéw, w tym szereg lekéw przeciwnowo-
tworowych. Na poziom P-gp w komoérce mogg wptywaé czynniki Srodowiskowe oraz muta-
cje zlokalizowane w genie MDR1 kodujacym to biatko. Istnienie niezréwnowazonego sprze-
zenia miedzy polimorfizmami pojedynczych nukleotydéw (SNPs) genu MDR1 wynika ze
wspdtdziedziczenia tych SNPsw ramach jednego haplotypu. Polimorfizm genu MDR1 moze
mie¢ wptyw na biodostepno$¢ lekéw bedacych substratami P-gp, a tym samym decydowac
o skutecznos$ci farmakoterapii. Ponadto, P-gp petni funkcje ochronng przed kancerogenami
zawartymi w zywnoséci lub wydalanymi z moczem. Zamiana aktywnosci i/lub syntezy P-gp
moze byé czynnikiem etiologicznym choréb nowotworowych.

WPROWADZENIE - BIALKA TRANSPORTUJACE LEKI

Biodostepnos¢ oraz osiagniecie odpowiedniego stezenia leku w poblizu miej-
sca jego uchwytu jest wypadkowag poziomu syntezy i aktywnos$ci enzymow me-
tabolizujgcych leki oraz biatek btonowych odpowiedzialnych za ich transport.
Wi ieloletnie badania wskazujg na znaczacy udziat aktywnych pomp btonowych
w absorpcji, dystrybucji i eliminacji bardzo duzej grupy lekéw stale stosowa-
nych w codziennej praktyce klinicznej [1],

Transportery btonowe nalezg do waznej grupy biatek odpowiedzialnych za
regulacje przeptywu réznych substancji, zarowno endogennych, jak i ksenobio-
tykdéw miedzy komadrka ajej otoczeniem. Tylko niewielka grupa spo$rdd wszyst-
kich znanych biatek transportowych zwigzana jest z transportem lekéw. Sg one
zlokalizowane w obrebie takich narzadow, jak: jelito [2], watroba [3], nerki [4],
tozysko [5] i mézg [6], a wiec w tych miejscach, ktore sg kluczowe dla dystry-
bucji i eliminacji lekéw z organizmu. Obszerna charakterystyka transporteréw
oraz informacje o ich udziale w przenoszeniu lekéw i substancji endogennych

sg dostepne na stronie: http:// www.med.rug.nl/mdl/links/links_transporters.

htm (Tab. 1) [1].

NADRODZINA TRANSPORTEROW ABC

Najwazniejszg i najlepiej poznang grupa transporterow lekéw sa biatka nad-
rodziny ABC. Biatka te uzyskujg w procesie hydrolizy ATP energie, ktorg wy-
korzystujg do przenoszenia rdznych czasteczek przez btony cytoplazmatyczne.
Podstawg klasyfikacji tych protein jest sekwencja i organizacja domen wigzacych
ATP, zwanych domenami NBD (ang. nucleotide binding domaif). Domeny te za-
wierajg w swojej budowie charakterystyczne motywy Walkera A i B, oddzielone
polipeptydowym fragmentem dtugosci 90-120 reszt aminokwasowych. Dodat-
kowo, biatka nadrodziny ABC zawierajg motyw Walkera C, zwany regionem
podpisu (ang. signature region), poprzedzajacy motyw Walkera B (Ryc. 1) [7].

Typowy transporter ABC posiada dwie domeny NBD i dwie domeny trans-
btonowe TMD (ang. transmembrane domain). W budowie domeny TMD mozemy
wyrézni¢ od 6 do 11 a-helikalnych fragmentéw odpowiedzialnych za specy-
ficznos$¢ substra-

GXGKST.....~90AA LSGG...20AA..DEATSALD towa transPorte'

ra. Liczba TMD
C B i NBD moze by¢

rézna dla po-
Rycina 1. Budowa domeny NBD, elementu wigzacego nukleotydy w transpor- szczegb6lnych
terach nadrodziny ABC. Najczeéciej spotykane reszty aminokwaséw podano ° 7,
powyzej diagramu. transporterow

Postepy Biochemii 53 (4) 2007

Mariusz Panczyk
Aleksandra Satagacka

Marek MirowskKi

Pracownia Biologii Molekularnej i Farmako-
genomiki, Zaktad Biochemii Farmaceutycznej,
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Me-
dyczny, £ 6dz

APracownia Biologii Molekularnej i
Farmakogenomiki, Zaktad Biochemii
Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet Medyczny, ul. Muszynskiego 1,
90-151, £6dz; tel./faks (042) 677 91 30, e-mail:
mario-pan@wp.pl; mirowski@ ich.pharm.
am.lodz.pl

Artykut otrzymano 13 kwietnia 2007 r.
Artykut zaakceptowano 10 maja 2007 r.

Stowa kluczowe; transportery ABC, gen
MDR1, glikoproteina P, lekoopornos$¢

Wykaz skrotéw: ABC (ang. ATP-binding casset-
te) — kaseta wigzaca ATP; MDR1 (ang. multi-
drug resistance gene 1) — gen kodujacy biatko
opornos$ci wielolekowej; NBD (ang. nucleotide
binding domain) — domena wigzaca nukleoty-
dy; P-gp — glikoproteina P; SNP (ang. single
nucleotide polymorphism) — polimorfizm poje-
dynczych nukleotydéw; TMD (ang. transmem-
brane domain) —domena transbtonowa

Podziekowanie: Praca finansowana ze $rod-
kéw Komitetu Badan Naukowych (PO5F 02628
i N N 405 3416 33) oraz z badanh statutowych
UM w todzi (503-3015-2)

361


http://www.med.rug.nl/mdl/links/links_transporters
mailto:mario-pan@wp.pl

Tabela 1. Rodziny biatek biorgcych udziat w transporcie lekéw.
Transportery

ABCB1 (MDR1)
ABCC1 (MRP1)
ABCC2 (MRP2)
ABC ABCC3 (MRP3)
(ang. ATP-binding cassettefamily) ABCC4 (MRP4)
ABCC5 (MRP5)
ABCC6 (MRP6)
ABCG2 (BCRP)

Rodzina Funkcja

biatka posiadajgce domene
wigzacg ATP, ATP-

zalezne pompy, biatka
transportujgce aniony i
obojetne czasteczki lipofilowe

substancji odzywczych, takich jak: we-
glowodany, aminokwasy, witaminy czy
jony metali u bakterii. Postuluje sie row-
niez udziat tych biatek w utrzymaniu ho-
meostazy komdrkowej poprzez uczestni-
czenie w metabolizmie ksenobiotykow
oraz udziat w przekazywaniu sygnatow
wewnatrzkomoérkowych [8-10].

Ludzkie geny kodujgce biatka trans-

OAT1 portowe ABC zostaly sklasyfikowane
OAT OAT2 biatka transportujace przez Human Genome Organization
(ang. organic anion transporterfamily) OAT3 aniony organiczne (HUGO) (Tab. 2) [11]. Szczegbtowy opis

g'gf oraz _przyje_te nazeyvnictwo genow i b_ia-

0CT2 _ _ tek tej rodziny mozna znalez¢ na stronie:
ocT o _ 0CcT3 biatka transportujace http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm
(ang. organic cation transporterfamily) kationy organiczne

OCTN1

OCTN2 Szereg gendéw nadrodziny ABC zostato

OATP-A odkrytych iopisanych przy okazji poszu-
OATP 82$E:‘(3: polipeptydowe transportery ki'vvan,ia genetyf:znych przyczyn chordb.
(ang. organic anion transporting OATP-D przenoszace aniony Niektdre mutgqe w ty_ch gengch.sq letal-
polypeptide family) OATP-E organiczne, pompy zalezne ne lub znacznie skracajg czas zycia. Jedng

OATP-F od jon6w sodowych z lepiej poznanych choréb jest mukowi-

OATP8 scydoza, wywotana mutacjg genu CFTR,
PepT ' PeptTI biatka transportujace peptydy kodujgcego biatko petnigce funkcje trans-
(ang. peptide transporterfamily) PeptT2 portera jonéw chlorkowych (Tab. 3) [12].

ABC. Opisano transportery sktadajace sie z dwéch domen
TMD i dwoch domen NBD (Ryc. 2A). Sa to funkcjonalnie
kompetentne transportery (np. MDR1). Opisano réwniez
transportery, ktére zawierajg tylko jedng domene TMD
i jedng domene NBD (Ryc. 2B), tzw. hemitransportery
(pottransportery) (np. biatko BCRP). Ten typ transporte-
row zyskuje aktywno$¢ dopiero po utworzeniu homo- lub
heterodimeru. Istniejg réwniez transportery o budowie
zredukowanej (zawierajg pojedynczy TMD lub NBD przy
zachowaniu podwdjnej drugiej domeny) oraz transportery
rozbudowane, np. biatka rodziny MRP [7],

Rola biatek transportowych ABC nie zostata dotad w
petni poznana, wykazano jednak ich udziat w pobieraniu

A TMD, TMD,

Srodowisko

btona komérkowa

cytozol
NH;

COOH
srodowisko

btona komérkowa

cytozol

NH,  NBD, COOH

Rycina 2. Struktura biatek transportowych: P-gp o budowie petnego transportera
(A), BCRP 0 budowie péttransportera (B).
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Komorki eksponowane na dziatanie
zwigzkow toksycznych wyksztatcajg mechanizmy obronne
oparte na transporcie przez ATP-zalezne pompy btonowe
MDR1, MRP1 czy BCRP (Tab. 4). Sg one szczeg6lnie widocz-
ne w liniach komdrkowych réznych typéw nowotworow,
ktore wykazuja oporno$¢ krzyzowa na wiele cytostatykow.
Zjawisku temu towarzyszy nasilona ekspresja genow kodu-
jacych te biatka [13].

Trzy gtéwne biatka transportowe (MDR1, MRP1, BCRP)
sg bezposrednig przyczyng obserwowanej w praktyce kli-
nicznej opornosci wielolekowej. Odpowiadajg one za trans-
port wielu, strukturalnie i funkcjonalnie odmiennych cyto-
statykdw, takich jak: mitoksantron, topotekan czy metotrek-
sat [13].

Eksperymenty z selektywnymi inhibitorami pomp bto-
nowych zaangazowanych w opornos$¢ wielolekowag wyka-
zaly, ze w wielu powszechnie wystepujgcych guzach nowo-
tworowych obserwuje sie znaczng synteze tych biatek [14].
Wydaje sie wiec, ze zastosowanie inhibitoréw jako modu-
latoréw odpowiedzi na chemioterapie powinno zwiekszy¢
cytotoksyczne dziatanie lekéw przeciwnowotworowych,
bedacych substratami transporteréw ABC.

W komdrkach rakowych (piersi, jajnika, jelita grubego i
biataczkach) poddanych dziataniu antracykliny, etopozydu
czy kamptotecyny zaobserwowano indukcje MRP1 (Tab. 4).
Wykazano istnienie zwigzku pomiedzy ekspresja MRP1 a
wynikami leczenia tych nowotwordw [15-19].

W liniach komorkowych raka watroby [20] i transfeko-
wanych liniach komérek nerek HEK-293 [21] odnotowano
obecnos¢ transportera o podobnym do MRP1 spektrum sub-
stratowym (antracykliny, alkaloidy Vinca, kamptotecyna i
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Tabela 2. Lista genéw ABC cztowieka, ich lokalizacja chromosomowa oraz funkcja biatek.

Lokalizacja

Fizjologiczng funkcjg biatek MRP4 i
MRP5 jest transport cyklicznych nukleoty-

Nazwa Nazwa alternatywna Funkcj . . .
zw yw chromosomowa unkeja dow (CAMP i cGMP) [24], Analiza trans-
ABCA1 ABC1 9931.1 transport cholesterolu do HDL fekowanych linii komdérkowych NIH3T3
ABCA2 ABC2 9934.3 opornos¢ lekowa wskazuje na udziat tych transporteréw w
ABCA3 ABC3, ABCC 16pl3.3 Wyduelanle_surfaktantu opornosci na cytostatyki z grupy analo-
ABCA4 ABCR 1p21.3 transport retinalu . Kleotvdd 6 Kapt 6
ABCA5 17q24.3 brak danych gow nukleotydow (6-merkaptopuryna, 6-
ABCAG 17q24.3 brak danych tioguanina) [25]. W badaniach transfeko-
ABCA7 19pl3.3 brak danych wanej linii LLC-PK1 wykazano, ze MRP8
ABCA8 17924.3 brak danych jest zwigzany z transportem analogéw pu-
ABCA9 179243 brak danych rynowych, np. PMEA, jak i pochodnych
ABCA10 17924.3 brak danych . id h 5-f| | 126
ABCA12 2q34 brak danych pirymidynowych, np. a uorouracy! [26],
ABCA13 7pl2.3 brak danych Wste_pr_le_wy_nlkl badan na_d tran_sfekowa-
ABCB1 MDR1, PGY1 7q21.12 opornosé wielolekowa nymi liniami CEIO sugeruja udziat MRP6
ABCB2 TAP1 6p21.3 transport peptydéw w transporcie etopozydu i tenipozydu.
ABCB3 TAP2 6p21.3 transport peptydow Zaobserwowano réwniez matg opornosé
ABCB5 7921.1 brak danych [27]
ABCB6 MTABC3 2035 transport zelaza '
ABCB7 ABC7 Xq21-q22 transport hemu i o o
ABCBS MABC1 7936.1 transport hemu Doyle i wsp. opisali w 1998 roku w linii
ABCB9 12q24.31 brak danych komérkowej raka piersi MCF-7 nowy poét-
ABCB10 MTBC2 1942.13 brak danych transporter z nadrodziny ABC — BCRP
ABCB11 SPGP 2024.3 transpo,r,t soli z6tciowych (ABCG2) [28], Zaobserwowano réwniez
ABCC1 MRP1 16pl3.12 opornoasé lekowa o obecnosé tego transportera w liniach
ABCC2 MRP2 10924.2 transport organicznych anionéw t h lekci h
ABCC3 MRP3 17921.33 opornosé lekowa nowotworowyc wyselexcjonowanyc
ABCC4 MRP4 13932.1 transport jadrowy doksorubicyng z dodatkiem inhibitora
ABCC5 MRP5 3g27.1 transport jadrowy (werapamil). Wysoka ekspresje BCRP
ABCC6 MRP6 16pl3.12 brak danych _ (ABCG2) stwierdzono takze w opornych
/S;T:zs 28;07 |7|q3|15-3i Ch'or':(’wyl';a“a*llonowy_k na mitoksantron komérkach S1-M1-80
pl5. receptor sulfonylomocznika . T

ABCC9 SUR2 12pl2.1 regulator pompy potasowej quZkle"gO raka jelita grubego [29] oraz w
ABCC10 MRP7 6p21.1 brak danych tozysku [30]. Spektrum substratowe BCRP
ABCC11 16ql2.1 brak danych jest bardzo szerokie i obejmuje gtéwne leki
ABCC12 16ql2.1 brak danych przeciwnowotworowe, €O sugeruje jego
ABCD1 ALD Xq28 regulator transportu VLCFA zaangazowanie w rozwdj lekoopornosci
ABCD2 ALDLI, ALDR 12qll brak danych komérek rakowych [31].
ABCD3 PXMP1, PMP70 Ip22.1 brak danych
ABCD4 PMP69, P70R 14¢24.3 brak danych Nales iotac. 7e biatk drodzi
ABCE1 OABP, RNS41 4g31.31 biatko wigzace poli-A ABCa :izey Spar.llcf ?1(:' Zerz Iiz annan ir;) OZ\;\InOy
ABCF1 ABC50 6p21.1 brak danych d ia f 4 Jk yna p y y_a P
ABCE?2 7036.1 brak danych zen_la armakoterapii pr_zemwnowotvxfo-
ABCF3 3¢27.1 brak danych rowej. Jednak zastosowanie modulatorow
ABCG1 ABCS, White 21922.3 transport cholesterolu czynnosci tych transporterow pozwoli by¢
ABCG2 ABCP, MXR, BCRP 4922 opornosé wielolekowa moze na zwiekszenie liczby chorych po-
ﬁgggg WEit62 1923 brak danych zytywnie odpowiadajacych na chemiote-

White 3 2p21 transport steroli rapie i przyczyni sie do wydtuzenia czasu
ABCG8 2p21 transport steroli pig 1 przyczy ¢ y

epipodofilotoksyny) (Tab. 4). Jakkolwiek MRP2 zmniejsza
stezenie wymienionych lekéw wewngatrz komorki, to nie
zanotowano nadekspresji MRP2 w liniach komdrkowych
opornych na te cytostatyki. Podstawowa r6znica miedzy
MRP1 a MRP2 jest zwigzana z transportem i opornoscig
na ris-platyne. Zaobserwowano 4-6 razy wyzszg ekspresje
MRP2 w opornej na ds-platyne linii komorkowej KB raka
szyi i glowy przy réwnoczesnym zmniejszeniu wewnatrz-
komérkowego stezenia czs-platyny [22],

Na udziat biatka MRP3 w opornos$ci na etopozyd itenipo-
zyd (epipodofilotoksyny) wskazujg badania na opornej linii
komorkowej transfekowanej genem kodujgcym to biatko.
W przeciwienstwie do MRP1 i MRP2, MRP3 nie wykazuje
specyficznosci substratowej dla metabolitéw lekow sprze-
zonych z glutationem [23],
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przezycia pacjentéw.

GEN MDR1 (ABCB1) I
KONTROLA JEGO TRANSKRYPCJI

Lokalizacje chromosomowg genéw MDR1 i MDR2 (obec-
nie MDR3) ustalit w 1986 roku Fojo i wsp., wykorzystujac
technike hybrydyzacji DNA. Geny MDR1 (ABCB1) i MDR3
(ABCB4) cztowieka sg potozone blisko siebie na chromoso-
mie 7q21.12 [32], W przeciwienstwie do P-gp kodowanej
przez gen MDR1, biatko MDR3 funkcjonuje jako flipaza
(ang. phosfolipid-translocating P-type ATP-ase), transportujgca
fosfolipidy, ijego funkcja nie jest zwigzana z wystgpieniem
zjawiska opornosci wielolekowej. U gryzoni wyrdzniono
trzy geny: mdrla, mdrlb i mdrlc. U myszy geny te tworzg kla-
ster zlokalizowany na 5 chromosomie, natomiast u szczura
znajduje sie w regionie 4qll.12. Oba produkty biatkowe u
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Tabela 3. Choroby zwiazane ze zmianami w genach ABC.

Gen Choroba
ABCA1 choroba wyspy Tanger (a-lipoproteinemia)
ABCA4 zwyrodnienie plamki zottej (AMD)
ABCB2 zesp6t nagich limfocytow (BLS)
ABCB3 ziarniniakowato$¢ Wegnera
ABCB4 postepujaca rodzinna cholestaza
ABCBU wewngatrzwatrobowa (PFIC)
ABCB7 dziedziczna niedokrwisto$¢
syderoblastyczna (XLSA/A)
ABCC2 z6ttaczka Dubin-Johnson (DJS)
ABCC6 Pseudoxanthoma Elasticum (GSS)
ABCC7 mukowiscydoza (CF)
ABCC8 rodzinna hipoapolipoproteinemia
ABCD1 adrenoleukodystrofia (ALD)
ABCGS sitosterolemia
ABCGS8

AMD —ang. agerelated macular degeneration; BLS —ang. bare lymphocyte syndrome; PFIC —ang. progressive
familial intrahepatic cholestasis; XLSA/A —ang. X-linked sideroblastic anemia and ataxia; DJS —ang. Dubin-
Johnson syndrome; GSS — ang. Gronblad-Strandberg Syndrome; CF — ang.
Adrenoleucodystrophy; *baza OMIM dostepna pod adresem: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

query.fcgi?lCMD=search&DB=omim

gryzoni, mdrla i mdrlb petnig funkcje analogiczng do P-gp
cztowieka, natomiast biatko mdrlc odpowiada funkcjonal-
nie transporterowi MDR3 cztowieka [33].

Gen MDR1 sktada sie z 28 eksondw, ktdrych wielko$¢ za-
wiera sie w granicach od 49 do 587 pz, natomiast cDNA ma
dtugos¢ 4.5 kz. MDR1 nalezy do grupy gendw, ktére nie po-
siadajg kasety TATA (ang. TATA box) w obrebie proksymal-
nej czesci regionu promotorowego. Podstawowa kontrola
ekspresji tych gendw jest zwigzana z obecnoS$cig sekwencji
inicjatora (Inr), ktéry obejmuje miejsce startu transkryp-
cji (+1) i prawdopodobnie odpowiada za utworzenie pre-
inicjujgcego kompleksu polimerazy RNA Il (RNA Pol II).
Pierwsze badania in vitro dotyczace Inr promotora MDR1
wykazaty, ze sekwencja -132 do +82 jest wystarczajaca do
kontroli ekspresji oraz, ze delecja ponizej pozycji +5 znacz-
nie zmniejsza ilo$¢ transkryptu. Ponadto, badania in vivo
dowiodty, ze sekwencja od -6 do +11 jest wystarczajgca dla
zainicjowania procesu transkrypcji [34].

Podobnie jak inne geny pozbawione sekwencji TATAho
promotor MDR1 zawiera odwrdcong sekwencje CCAAT
(pozycja od -82 do -73) [35] oraz wyspy bogate w CG (po-
zycja od -56 do -43), ktore oddziatujg z czynnikami trans-
krypcyjnymi rodziny Sp [36]. Analiza transfekowanych linii
komdérkowych dowodzi istotnego znaczenia obu tych pozy-
cji w regulacji transkrypcji MDR1. Opisano réwniez inny re-
gion bogaty w wyspy CG w pozycji od -110 do -103, ktdry
oddziatuje z nieznanym kompleksem biatkowym [37], oraz
region iMEDI (ang. multiple start site element downstream 1),

TCFILEF inici
inicjator

GC EGR1
WT1

Rycina 3. Elementy budowy promotora i sekwencje wigzace czynniki majace
wptyw na regulacje transkrypcji MDR1.
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cystic fibrosis; ALD — ang.

ktorego sekwencja pokrywa sie w
czesSci z wyzej opisang (-110 do
Podtoze molekularne -103). Ponadto, region iMEDI jest
(numer OMIM)* zaangazowany w aktywacje genu
600046 MDR1 w komorkach z fenotypem

248200 lekoopornosci (Ryc. 3) [38].
170260 Biatko MEF1 (ang. MDR1 promo-
170261 . .
ter-enhancing factor 1) o masie 130
171060 - .
603201 kDa jest prawdopodobnie zaanga-
zowane w mechanizm nadekspre-
300135 sji MDR1 w lekoopornych liniach
601107 komoérkowych HL-60 i MCF-7/
603234 ADR [39]. W sasiedztwie regionu
602421 bogatego w wyspy CG znajduja
600509 sie rowniez miejsca wigzania czyn-
300100 nikéw EGR-1 (ang. early growth re-
605459 sponse 1) i WT-1 (ang. Wilm's tumor
605460 suppresor protein). Czynnik WT-1

dziata hamujgco na transkrypcje
MDR1, podczas gdy EGR-1 dziata
jako induktor ekspresji w sytuacji
narazenia na chemiczny czynnik

aktywujacy[40], W pozycji -1813

do -275 opisano sekwencje majgca
powinowactwo do kompleksu transkrypcyjnego TCF/LEF
(ang. T cellfactor/lymphoid enhancerfactor). Jednym z koakty-
watoréw tego kompleksu jest [3-katenina, ktorej akumulacje
notuje sie u pacjentéw z mutacjami w genie supresorowym
APC (ang. adenomatous polyposis coli). Mozna wiec przypusz-
czaé, ze istnieje zwigzek miedzy obecnoscig mutacji genu
APC a nadekspresjg MDR1 w rakach jelita grubego [41].

Na ekspresje genu MDR1 wptywajg takie czynniki $ro-
dowiskowe, jak: cytostatyki, szok termiczny, metale ciezkie,
promieniowanie UV i X [42], W regionie promotorowym
(-178 do -152 oraz -99 do -66) zidentyfikowano sekwencje
HSE (ang. heat shock element) wigzgce HSF (ang. heat shock
factor). W pozycji -315 do -285 wykazano obecnos$¢ miej-
sca wiazania czynnika HSF1. W sytuacji narazenia na takie
czynniki stresowe, jak: promieniowanie UV, kwas trans
retinowy czy chemioterapeutyki, z sekwencjg tg oddziatu-
ja réwniez inne czynniki transkrypcyjne zaangazowane w
kontrole ekspresji MDR1 (Ryc. 4) [38].

Liczne leki i hormony steroidowe mogg indukowac eks-
presje MDR1 [43], Wzrost poziomu ekspresji genu koduja-
cego P-gp odnotowano pod wptywem ryfampicyny. Do-
wiedziono, ze po zastosowaniu induktora wzrasta poziom

kwas trans retinojowy

chemioterapia l promieniowanie UV

CCAAT Spl...

Rycina 4. Sekwencja promotorowa zaangazowana w kontrole ekspresji MDR1
w sytuacji narazenia na czynniki srodowiskowe. Spl — ang. specificity protein 1;
PCAF - ang. associatedfactor 65 alpha; NF-Y — ang. nuclear transcription factor Y.
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proksymalny fragment promotora

-7975 -7013 -1974 +281 MDR1
e DRes—— +1 miejsce startu transkrypcji
-7864 -7817
{ e S &
ryfampicyna

Rycina 5. Miejsce indukcji przez ryfampicyne transkrypcji genu MDR1.

transkrypcji, co wigze sie ze wzrostem ilosci mMRNA [44], W
badaniach na linii komoérek raka jelita grubego cztowieka
LS174T ustalono, ze indukcja transkrypcji MDR1 pod wpty-
wem ryfampicyny odbywa sie w wyniku wigzania czastecz-
ki leku z receptorem PXR (ang. pregnane X receptor) w cy-
tosolu komérki. Powstaty kompleks, po przejsciu do jadra,
wigze sie z RXRa (ang. retinoid X receptor a) i nastepnie od-
dziatuje z motywem DR4 zlokalizowanym w pozycji -7864
do -7817 promotora MDR1 (Ryc. 5) [45],

Wiele lekow bedacych substratami dla P-gp jest roGwniez
metabolizowanych przez izoenzymy cytochromu P-450, a w
szczeg6lnosci CYP3A4. Czesciowe pokrywanie sie spektrum
substratowego P-gp i CYP3A4 idzie w parze ze wsp6lng lo-
kalizacjg genéw MDR1 i CYP3A4 na chromosomie 7921.12 i
7922.1 (Ryc. 6). Wskazuje sie rowniez na wspolng regulacje
ekspresji obu genéw i koordynacje proceséow w takich na-
rzadach, jak watroba i jelito, zaangazowanych w ochrone
organizmu przed toksycznym dziataniem ksenobiotykdw,
lekéw czy toksyn zawartych w zywnosci [46],

BUDOWA | FUNKCJA GLIKOPROTEINY P

Glikoproteina-P (P-gp, MDR1) nalezy do nadrodziny
biatek btonowych ABC. Zostata po raz pierwszy opisana
w 1976 roku w kulturach komérkowych z fenotypem le-
koopornosci [47], P-gp ma mase 170kDa i jest ufosforylo-
wanym i uglikozylowanym biatkiem zawierajgcym 1280

ATP

ADP+P
0- czgsteczka ksenobiotyku
TMD - domena transblonowa

NBD - domena wigzgca nukleotydy

Srodowisko

btona
komérkowa

cytozol

CYP3As MDR1
7q22.1 7921.12

(8

chromosom 7

-k

—i-
3AP2 3AP1

77 kb

Rycina 6. Genomowa lokalizacja genéw CYP3As oraz genu MDR1 na chromo-
somie 7.

reszt aminokwasowych. Sktada sie z dwéch homologicz-
nych potéwek, z ktérych kazda zawiera szes¢ hydrofobo-
wych domen transbtonowych (TMD, ang. transmembrane
domain) oraz miejsce wigzania ATP (NBD, ang. nucleoti-
de binding domain). Potéwki sg rozdzielone elastycznym
tacznikiem polipeptydowym. Analiza strukturalna z
zastosowaniem mikroskopu elektronowego pokazata,
ze P-gp jest w przyblizeniu cylindrem o $rednicy ok. 10
nm i wysoko$ci max 8 nm. Poniewaz grubo$¢ bariery li-
pidowej to ok. 4 nm, dlatego potowa czasteczki jest osa-
dzona wewnatrz btony. P-gp ma centralnie umieszczony
duzy otwor o $rednicy 5 nm. Tworzy on hydrofilowa
przestrzen wewnatrz btony, ktéra jest otwarta w czesci
zewngtrzkomdrkowej i zamknieta w czesci zwroconej do
cytoplazmy komdrkowej [48]. Wykazano réwniez, ze P-
gp wyrzuca swoje substraty zanim znajdg sie one w cy-
toplazmie, co sugeruje, ze P-gp dziata jak ,odkurzacz"
molekularny, ktéry wykrywa i przenosi swoje substraty
z przestrzeni lipidowej btony na zewnatrz komérki (Ryc.
7A). W innym modelu zaktada sie, ze P-gp dziata jak fli-
paza, ktéra przenosi substraty z wewnetrznej warstwy
lipidowej do zewnetrznej warstwy btony, skad substrat
sam dyfunduje na zewnatrz (Ryc. 7B) [9],

ATP

ADP+P,

Rycina 7. R6zne koncepcje funkcjonowania P-gp: ,,odkurzacz molekularny" (A), flipaza (B).
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glikozylacja

N91, N94, N99

segmenty 4-6

E556 E1201

$rodowisko / segmenty 10-12 \
) ¢ : ) ;

btona

cytoplazma

wigzanie
ATP

wigzanie
ATP

S661, S667, S671, S683
fosforylacja

Rycina 8. Hipotetyczny model 2-D ludzkiej glikoproteiny P, wskazano miejsca glikozylacji i fosforylacji. W miejscu wigzania ATP zaznaczono region Walkera B, zlokali-

zowany w domenie NBD.

Analiza mutacyjna oraz analiza z uzyciem znakowanych
analogéw substratow sugeruje, ze potowki P-gp tworzg
funkcjonalny transporter. Miejsca wigzania substratéw zlo-
kalizowane sg na domenach TMD w segmentach od 4 do 6
i od 10 do 12. Miejsca wigzania i hydrolizy ATP, znajdujace
sie na domenach NBD, zlokalizowane sg w czesci cytosolo-
wej transportera (Ryc. 8). Hydroliza ATP nie zachodzi row-
nocze$nie na obu domenach - stechiometria tej reakcji to 1
mol ATP na 1 mol P-gp [49], P-gp jest uglikozylowane w
trzech pozycjach: N91, N94 i N99, ktére sg zlokalizowane
w pierwszej petli znajdujacej sie pozakomorkowo (Ryc. 8).
Jednakze uglikozylowanie P-gp nie jest zwigzane z funkcjg
transportowag, ale jest niezbedne do przemieszczenia biatka
z cytoplazmy do btony cytoplazmatycznej [50]. Ponadto, P-
gp jest substratem do procesu fosforylacji zachodzacej pod
wptywem kinazy A i C. Fosforylacja dotyczy czterech se-
ryn zlokalizowanych na tgczniku, pozycje: S661, S667, S671
i S683. Jednak w badaniach nad mutantami wykazano, ze
brak fosforylacji w tych pozycjach nie wptywa na funkcje
transportowg P-gp (Ryc. 8) [51].

Tabela 4. Transportery ABC zwigzane z lekoopornoscia.

Transporter ABC Fenotyp opornosci na cytostatyki

Zachowany w ewolucji motyw Walkera B, ktdry jest
obecny we wszystkich biatkach transportowych nadrodzi-
ny ABC, bierze bezposredni udziat w wigzaniu i hydrolizie
ATP. Miejsca E556 i E1201 sg krytyczne w procesie hydrolizy
ATP, ktéra zachodzi w celu przywrécenia czgsteczce P-gp
stanu poczatkowego, jest to bowiem hydroliza zachodzgca
po procesie transportu substratu (Ryc. 9) [52]. Dodatkowo,
pozycje te moga bra¢ udziat w procesie transmisji sygnatu
miedzy domenami wigzgcymi substrat a regionem podpisu
(domena Walkera C) [53].

P-gp transportuje substancje hydrofobowe, obojetne lub
kationy o masach w granicach 300-2000 Da, natomiast nie
transportuje anionoéw. Seelig zasugerowat, ze jednym ze
strukturalnych elementéw w tych substratach jest obecno$é¢
odpowiednio rozmieszczonych przestrzennie grup funk-
cyjnych bedacych donorami elektronéw. Wskazali na trzy
mozliwe ustawienia takich grup w przestrzeni, decyduja-
cych o transporcie zwigzku przez P-gp [54], Sugeruje sie
réwniez w tym procesie wptyw sity i ilosci wigzan wodoro-

wych miedzy P-gp a substratem [55],

Mimo ze P-gp zostala po raz pierwszy

MDR1 wiele roznych cytostatykow (opornosé wielolekowa) opisana w komorkach guza, gdzie po-
MRP1 antracykliny, alkaloidy Vinca, etopozyd, kamtotecyna, metotreksat wodowata wystgpienie opornosci na leki
MRP?2 a_ntracykliny, alkaloidy Vinca, etopozyd, kamtotecyna, metotreksat, przeciwnowotwor_owe, to jej ekspresja jest

cis-platyna obserwowana takze w zdrowych tkankach.
MRP3 etopozyd, metotreksat Obecnos$¢ tego biatka wykryto w watrobie
MRP4 6-merkaptopuryna, metotreksat (nabtonek kanalikéw hepatocytéw i api-
MRP5 6-merkaptopuryna, PMEA kalne powierzchnie kanatéw zétciowych),
MRP6 antracykliny, etopozyd, cis-platyna, PMEA enterocytach, korze nerek (bariera krew-
MRP8 5-fluorouracyl, zalcitabina, PMEA mocz), centralnym systemie nerwowym
BCRP wiele réznych cytostatykéw (oporno$¢ wielolekowa) (bariere krew-mo6zg) [56], dodatkowo —

9-(2-fosfonylometoksyetyl)adenina (PMEA)
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bariera krew-jadro [57] i tozysko (bariera
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pierwsza hydroliza
dla transportu substratu

ATP
substrat
\ hydroliza S
—\—b .
ADP

druga hydroliza dla
przywrocenia konformaciji

substrat

=

ATP

hydroliza
‘_

S - substrat
P, - fosforan nieorganiczny

Rycina 9. Schemat cyklu przemian zachodzacych na P-gp podczas transportu substratu i

hydrolizy ATP.

ptod-matka) [58]. W koricu mRNA dla MDR1 znaleziono w
niektorych liniach limfocytéow: CD56+ CD8+ CD4+ CD15+
CD19+i CD14+[59],

Tkankowe rozmieszczenie P-gp daje wazng wskazowke
dotyczacy jej funkcji. W wiekszosci tkanek jest ona zlokali-
zowana na apikalnej powierzchni komérek zwréconych do
Swiatta przewoddw zotciowych, Swiatta jelita czy Swiatta
naczyn. Taka lokalizacja sugeruje, ze P-gp wyrzuca swoje
substraty do przestrzeni pozakomoérkowych. P-gp moze
wiec petni¢ istotng funkcje jako naturalna ochrona komo-
rek przed zwigzkami toksycznymi. P-gp jelitowa zmniej-
sza absorpcje toksyn z pozywienia, podczas gdy nerkowa
i watrobowa P-gp posredniczy w eliminacji tych toksyn z
moczem i z6tcig. Ponadto, synteza P-gp w barierach krew-
mozg i krew-jgdro zmniejsza przechodzenie tych substancji
do mézgu ijader. P-gp jest zdolna transportowaé¢ hormony
kortykosteroidowe: kortyzol, kortykosteron oraz aldosteron
i przypuszczalnie posredniczy w sekrecji steroidow z tych
tkanek [60], Mozliwe funkcje P-gp to rowniez m.in.: trans-
port lipidéw, wptyw na poziom regulatoré6w komérkowych
oraz wptyw na apoptoze i réznicowanie komérek [61].

Badania nad ekspresja genu kodujgcego P-gp w liniach
komorkowych (Caco-2, L-MDR1), jak réwniez u myszy
knock-out pozbawionych genu MDR1 daly mozliwo$¢ zba-
dania udziatu tego biatka w transporcie lekéw [50,62], P-gp
transportuje wiele strukturalnie réznych lekéw hydrofo-
bowych i amfipatycznych w tym szereg lekéw przeciwno-
wotworowych, lekéw nasercowych, inhibitoréw proteazy
HIV, beta-blokerow i lekow przeciwhistaminowych [63,64],
Myszy pozbawione genu dla P-gp (knock-out mdral) miaty
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ADP

35 razy wyzsze stezenie digoksyny (substratu P-gp)
w moézgu i 2 razy wyzsze W 0SOCzU niz zwierzeta z
grupy kontrolnej [65]. Ponadto, w grupie kontrolnej
16% podanej dozylnie dawki byto wydalane w ciggu
pierwszych 90 minut. Dla poréwnania tylko 2% poda-
nej dawki byto wydalane przez myszy z grupy bada-
nej (knock-out mdral) [66].

JELITOWA GLIKOPROTEINA-P A
BIODOSTEPNOSC | ODDZIALYWANIA LEKOWE

W badaniach na zwierzetach zaobserwowano cat-
kowite zablokowanie jelitowego wydzielania digoksy-
ny przy réwnoczesnym podaniu inhibitora P-gp PSC-
833 [67], Digoksyna jest substratem P-gp i znaczaca jej
ilos¢ nie jest metabolizowana u ludzi. Obserwuje sie
wiele jej oddziatywan, co skutkuje wzrostem stezenia
digoksyny w osoczu krwi. Na przyktad oddziatywania
pomiedzy digoksyng a chining doprowadzajg do 2 3-
krotnego wzrostu stezenia digoksyny w osoczu oraz
wzrostu jej toksycznos$ci. Badania farmakokinetyczne
dowodzg, ze zwieksza sie absorpcja, a zmniejsza wy-
dalanie nerkowe i watrobowe digoksyny podawanej
réwnoczes$nie z chining [68]. Tak wiec hamowanie
P-gp transportera digoksyny jest gtdwnym mechani-
zmem oddziatywania pomiedzy chining a digoksyng.
W pézniejszych pracach potwierdzono, ze niskie ste-
zenia chininy prowadzg do wzrostu stezenia digoksy-
ny w osoczu u zwierzat z ekspresjg genu mdral. Efek-
tu takiego nie obserwowano u myszy pozbawionych
tego genu [69]. Wzrost stezenia digoksyny obserwo-
wana nie tylko u pacjentéw podczas podawania chininy,
ale takze podczas réwnoczesnej terapii werapamilem, pro-
pafenonem, cyklosporyng, intrakonazolem i amiodaronem
(uznane inhibitory P-gp). Wiele z tych lekéw jest rowniez
znanych z oddziatywania z P-gp.

Oprocz obserwowanego wzrostu stezenia digoksyny w
osoczu Schuetz i wsp. w badaniach na linii komorkowej
ludzkiego raka okreznicy udokumentowali zmniejszenie jej
stezenia przy rownoczesnym podawaniu ryfampicyny [70].
Ryfampicyna istotnie zmniejsza AUC (ang. area under curve)
dla doustnego podania digoksyny i indukuje 3,5-krotny

— — ) wzrost jelitowej P-gp. Po-
Tabela 5. Znane leki przeciwnowotwo- J
rowe bedace substratami dla glikopro- nadto, AUC dla doustnego
teiny-p (na podstawie [i]). podania byt ujemnie zalez-
ny od ilosci P-ep jelitowej,
wskazu'gc, ze est ona od-
powiedzialna za stezenie
digoksyny w osoczu [71].

Nazwa C}ftostatxku
Actinomycina D
Daunorubicyna

Docetaxel
EOksorUblcyna Wprowadzenie inhibi-
ItOP_OZ_): torow proteazy HIV byto
n_mm' waznym krokiem w lecze-
Irinotecan

niu zakazen wywotanych
tym wirusem. Wkrétce
stwierdzono, ze indina-

Mitomycyna C
Mitoksantron

Pak'_itaxe' vir, nelfinavir, saquinavir
Tenipozyd i ritonavir sg substratami
Topotekan P-gp [72], Wptyw jelitowe-
W inblastyna

go P-gp na biodostepnosé

Winkrystyna inhibitoréw proteazy HIV
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Rycina 10. Lokalizacja najczeéciej wystepujacych eksonowych polimorfizméw SNPs genu MDR1.

badano w eksperymencie, w ktérym myszom (knock-out
mdral) oraz zwierzetom kontrolnym podawano te leki
dozylnie i doustnie. Po podaniu dozylnym indinaviru,
nelfinaviru i saquinaviru stezenie w osoczu nie roznito
sie w obu grupach. Jednakze po doustnym podaniu tych
lekdw stezenie w osoczu byto 2 do 5-krotnie wyzsze u
myszy pozbawionych genu dla P-gp w poréwnaniu z
grupg kontrolng. Podsumowujac oba doswiadczenia,
mozna powiedzie¢, ze jelitowa P-gp odgrywa istotng role
w ograniczeniu biodostepnosci inhibitordw proteazy HIV
1

Bioragc pod uwage dostepne dane na temat udziatu P-
gp w biodostepnos$ci i dystrybucji lekéw w organizmie,
mozna przypuszczaé, ze transporter ten ma bezposredni
wspoétudziat w skuteczno$ci terapii z zastosowaniem lekow
bedacych jego substratem, w tym lekéw cytostatycznych
(Tab. 5).

Tabela 6. Czesto$¢ wystepowania w populacji kaukaskiej wariantéw allelicznych
genu MDR1 zwigzanych ze zmiang reszty aminokwasowej w obrebie P-gp.

Czestos¢
Pozycja Allel  Aminokwas wystepowania  PiSmiennictwo
alleli
A 21 Asn 88,8%
61 G 21 Asp 11,2% 5]
T 89 Met 99,5%
266 C 89 Thr 0,5% [
T 103 Phe 99,9%
807 C 103 Leu 0,1% [74]
G 400 Ser 94,5%
1199 A 400 Asn 5,5% 74]
T 662 Leu 99,5%
1985 G 662 Arg 0,5% g
A 829 Ile 99,2%
2485 G 829 Val 0,8% [
A 849 lle 99,5%
2541 G 849 Met 0,5% [
G 893 Ala 60,1% badania wtasne
2677 T 893 Ser 39,9% nieoublikowane
A 803 Thr 0,0% P
G 999 Ala 94,5%
2995 A 999 Thr 5,5% (7]
A 1107 Gin 99,8%
3320 C 1107 Pro 0,2% [75]
T 1141 Ser 99,8%
342l A 1441 Tihn 0;28 [89]
c 1256 Thr 99,5%
A 1256 Lys 0,5%

[l www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html

368

POLIMORFIZM | HAPLOTYPOWA
STRUKTURA GENU MDR1 (ABCB1)

Oprocz czynnikéw $rodowiskowych, ktére wplywaja
na ekspresje genu MDR1 i funkcje P-gp, wiadomo takze o
naturalnie wystepujacych mutacjach genu MDR1 i ich po-
tencjalnym wptywie na biodostepnos¢ lekéw. Pierwsze mu-
tacje tego genu wystepujace w zdrowych tkankach opisat
Mickley iwsp. (G2677T i G2995A) [73]. Pierwsza mape genu
MDR1 przedstawit Hoffmeyer i wsp., ktory zanalizowat
wszystkie 28 eksonéw #acznie z sekwencjg promotorowsg i
intronami w zdrowej populacji kaukaskiej. Oznaczyt 15 mu-
tacji punktowych (SNPs), z czego 6 SNPs zlokalizowanych
byto w regionach kodujgcych [74], P6Zniej Cascorbi i wsp.
przedstawili wyniki badan 461 osobowej populacji ochotni-
kéw z Niemiec i okreslili czesto$¢ wystepowania poprzed-
nio opisanych mutacji oraz dodatkowych, wczeséniej nieopi-
sanych [75]. Dotad opisano ponad 50 SNPs i 3 polimorfizmy
insercja/delecja (Tab. 6 i Ryc. 10).

Tylko jeden dotychczas opisany polimorfizm jest zwia-
zany ze zmiang ekspresji genu kodujgcego P-gp, jest nim
cicha mutacja w eksonie 26 w pozycji C3435T. Dowiedziono
jednoznacznie, ze istnieje zwigzek pomiedzy tym polimorfi-
zmem a zmiang funkcji transportera. Homozygoty TT maja
znacznie nizszy poziom ekspresji genu kodujgcego P-gp w
jelicie cienkim w poréwnaniu z pozostatg populacjg [74], Ta
sama zalezno$¢ miedzy genotypem a ekspresjg genu kodu-
jacego P-gp znaleziono w nerkach [76]. Zmniejszeniu ilosci
jelitowego P-gp towarzyszy zwiekszenie stezenia substratu
dla P-gp (digoksyna) w osoczu krwi w poréwnaniu z 0so-
bami z genotypem typu dzikiego CC [74], W korncu wykaza-
no, ze transport aktywny rodaminy 123, bedacej substratem
dla P-gp z komdrek CD56+ (ang. natural killer), jest stabszy
u zdrowych o0s6b z genotypem TT niz u 0s6b z genotypem
CC. Ponadto, pokazano mniejszy poziom mRNA dla genu
MDR1 w przypadkach z genotypem TT w poréwnaniu z CT
i CC [77], Polimorfizm C3435T wystepuje stosunkowo cze-
sto w populacji kaukaskiej odpowiednio: 20,8% (CC), 50,5%
(CT) i 28,6% (TT) [75],

Istnieje kilka hipotez dotyczacych wptywu polimorfizmu
cichego w pozycji C3435T na fenotypowo ujawniajgce sie
cechy ipredyspozycje. Jedna z nich zaktada, ze synonimicz-
ny triplet kodujacy izoleucyne moze wptywac na efektyw-
no$¢ translacji [78]. Inni autorzy sugeruja, ze allelo-specy-
ficzne roznice w strukturze Il-rzedowej RNA moga wpty-
wac na proces ciecia i sktadania (ang. splicing) lub kontrole
i requlacje procesu translacji [79], Jest takze prawdopodob-

www.postepybiochemii.pl


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html
http://www.postepybiochemii.pl

ne, ze niektére SNPs zwiekszajg stabilnos¢ mRNA, czego
konsekwencja moze by¢ zwiekszenie syntezy biatka [80],
Jednakze molekularny mechanizm wptywu polimorfizmu
C3435T genu MDR1 na funkcje P-gp nie jest do koiAca wy-
jasniony. Najbardziej prawdopodobng hipotezg wydaje sie
by¢ istnienie niezrownowazonego sprzezenia (LD) miedzy
cichymi polimorfizmami C1236T i C3435T a SNP w pozycji
G2677T/A, co wigze sie ze wspotdziedziczeniem (kosegre-
gacja) tych trzech SNP w ramach jednego haplotypu. Bada-
nia z analiza haplotypowa wskazaty na istotne jej znacze-
nie w przewidywaniu farmakokinetyki substratow P-gp:
digoksyny [81] i cyklosporyny [82], Analiza haplotypowa
pozwala na doktadniejszg ocene wptywu kilku SNP danego
haplobloku, nawet jesli nie wszystkie SNPs w nim zostaty
zdefiniowane i wiaczone bezposrednio do analizy. Jest to
szczegOlnie istotne dla SNPs zlokalizowanych w regionach
promotorowych danego genu, gdyz moga one mie¢ szcze-
go6lne znaczenie funkcjonalne. Liczne dane naukowe wska-
zujg na znaczne roznice populacyjne w czestosci wystepo-
wania réznych wariantow haplotypowych genu MDR1 [46],
Zimprich i wsp., badajgc haplotypy genu MDR1 w opornej
na leczenie padaczce skroniowej, wykazali, ze kombina-
cja CIZ5GHA-CHH wigze sie z niepowodzeniem leczenia,
co wskazuje, ze stopien opornosci moze by¢ modulowany
przez P-gp. Haplotyp C -G ~-C ™ zawierajacy allel C3H
moze by¢ zwigzany z lekoopornos$cia [83]. Haplotyp T12%
TXr-THHest zwigzany z niewielkim wzrostem ryzyka wy-
stgpienia lekoopornej postaci choroby Crohna, przy czym
analiza osobnych SNP nie data takich wynikéw [84], Dlate-
go tez analizy haplotypowe uwazane sg za lepsze i bardziej
kompleksowe, pozwalajg oceni¢ wptyw réznych wariantow
polimorficznych idajg petniejszy obraz niz analiza pojedyn-
czych determinantéw genetycznych [85].

W zdrowej tddzkiej populacji stwierdzono dominacje
trzech haplotypéw: CA-TA-TA i TIBGHFCID oraz
CIZhGB7-C33 natomiast w grupie pacjentéw z rakiem je-
lita grubego z tego samego regionu dominowaty dwa ha-
plotypy. CRZBGHF-CID i TRHTXHFTHD [badania wiasne,
niepublikowane]. Haplotypom TZBGHT-C3IB oraz CI%H
GH-CIB odpowiadata duza ich czesto$¢ wystepowania
w zdrowej populacji japonskiej [86]. Pordwnanie czestosci
wystepowania poszczegdlnych haplotypdw w grupie z ra-
kiem jelita grubego w przebadanej populacji tédzkiej i po-
pulacji japonskiej wskazuje takze na podobienstwo w cze-
stosci wystepowania gtownych haplotypdw: C126G6-C3PH
i TRBTH-TAH W populacji afrykanskiej rzadko wystepuje
natomiast haplotyp T2Z6GTXH-CTHH ale czesto wystepuje
kombinacja C*-G G~-C C~ [87], Liczba obserwowanych
kombinacji haplotypow z trzech najczesciej wystepujacych
polimorfizméw MDR1 wykazuje r6znice miedzypopulacyj-
ne [88],

POLIMORFIZM GENU MDR1 (ABCB1) A RYZYKO
ROZWOJU CHOROB NOWOTWOROWYCH

Etiologia ostrych chordb jelit, takich jak wrzody i stany
zapalne okreznicy, nie jest catkowicie znana. Wskazuje sie
na prawdopodobny udziat mikroflory jelitowej w patoge-
nezie zapalen jelita poprzez zakiécenie funkcji komorek
nabtonka jelit, co moze przyczynia¢ sie do rozwoju stanow
zapalnych i owrzodzen. Fizjologiczna rola jelitowego P-gp
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by¢ moze polega na ochronie komoérek przed niekorzyst-
nym wptywem toksyn bakteryjnych [90]. Ta hipoteza jest
poparta pracami Panwala i wsp., ktérzy pokazali, ze myszy
(knock-out mdral) sg podatne na rozw6j ostrych sponta-
nicznych owrzodzen okreznicy w obecnosci specyficznych
patogendéw. Ponadto, leczenie tych myszy poprzez doustne
podawanie antybiotykéw zapobiegato rozwojowi choroby
[91]. Obecnie prébuje sie wyjasni¢, czy niska ekspresja genu
kodujgcego P-gp u oséb z genotypem T T " jest zwigzana z
wiekszg podatnoscig na rozwdj stanéw zapalnych i owrzo-
dzen okreznicy.

P-gp obecna jest w nabtonku proksymalnym nefronu
[57], Posredniczy w wydzielaniu swoich substratéw (np.
digoksyny) do moczu. Podobnie do ochronnej roli komérek
Sciany jelit i bariery krew-mo6zg, P-gp nerkowa jest praw-
dopodobnie odpowiedzialna za mechanizm obronny prze-
ciwko toksycznym zwigzkom zawartym w moczu pierwot-
nym poprzez zapobiegawczg sekrecje. W ten sposob osoby
z obnizong ekspresjg nerkowej P-gp moga by¢ potencjalnie
narazone na wyzsze stezenie zwigzkéw toksycznych i po-
winny by¢ bardziej podatne na ich szkodliwe efekty.

Istotnie sg dane, ktdre wskazuja, ze polimorfizm C3435T
jest zwigzany ze zmniejszong ekspresja genu kodujacego P-
gp nerkowej [76]. W normalnych tkankach nerek iloSciowa
immunohistochemia ujawnia nizszg ekspresje genu kodu-
jacego P-gp w przypadku homozygoty TT niz u pacjentow
homozygotycznych typu dzikiego. Ponadto, genotyp TT "
wydaje sie by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju guzéw nerek. U
pacjentdw z rakiem nerek czesto$¢ wystepowania genoty-
pu TT33 byta znacznie wyzsza w pordwnaniu z populacja
ludzi zdrowych [76], W ten spos6b wyniki tych badan sa
w zgodzie z hipoteza, ze osoby z niska ekspresjg genu ko-
dujacego P-gp nerkowej sg bardziej podatne na wewnatrz-
komorkowa akumulacje zwigzkéw kancerogennych. Jed-
nakze nalezy podkresli¢, ze stopien ekspresji P-gp nie jest
jedynym czynnikiem predysponujagcym do rozwoju guzéw
nerek. Na przyktad Longuemaux i wsp. podali dowody na
to, ze obecnos$¢ mutacji w kilku enzymach metabolizujagcych
ksenobiotyki (CYP1AI, GSTs, NAT2) jest takze zwigzana ze
wzrostem ryzyka rozwoju guzéw nerek [92].

Yacyshyn i wsp. sugerujg, ze ekspresja genu MDR1 w
limfocytach w grupie 0s6b z wrzodziejagcym zapaleniem je-
lit (UC) jest nizsza w pordwnaniu z grupg o0sob z chorobg
Crohna, jak réwniez w poréwnaniu z grupg oséb zdrowych
[93], Takie wyniki pozwalajg przypuszczac, ze etiologia UC
jestw jakim$ stopniu zwigzana z ekspresjg genu MDR1. Jed-
nym z czynnikéw predysponujacych do rozwoju raka jelita
grubego jest UC, tak wiec poziom ekspresji MDR1 moze
réwniez mie¢ zwigzek z kancerogenezg rakow jelita grube-
go [94], Ponadto, w badaniach nad ekspresjg genu kodujgce-
go MDR1 w réznych typach raka jelita grubego wykazano,
ze typy o niskim stopniu zréznicowania (duza zto$liwosc)
charakteryzujg sie nizszg ekspresjg genu kodujgcego P-gp w
poréwnaniu z typami raka o wyzszym stopniu zréznicowa-
nia [84], Czesciej mozna tez odnotowac wystepowanie allela
zmutowanego T3#bw grupie oséb z rakiem jelita grubego
[84,95], natomiast obecnos¢ allela T2Zhwigze sie z mniejszym
ryzykiem zachorowania oraz z lepszym rokowaniem [bada-
nia witasne, niepublikowane]. Genotyp TT™ wigze sie ze
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zwiekszonym ryzykiem rozwoju ostrej biataczki limfobla-
stycznej (ALL), podczas gdy genotyp CC34_daje odwrotng
relacje [96]. Ewentualna rola allela CM®w skrdceniu czasu
zycia pacjentow chorych na raka jelita grubego poddanych
chemioterapii, jak i tendencja do czestszego jego wystepo-
wania u ludzi mtodych iz przerzutami do weztéw chton-
nych moze sie wigza¢ z gorszym prognozowaniem. Udziat
tego allela w czesto wystepujagcym haplotypie zwigzanym
z lekoopornos$cig w padaczce skroniowej (C126GX-C33),
moze sugerowaé¢ wspo6tudziat pozostatych miejsc polimor-
ficznych tego haplotypu w ujawnieniu fenotypowych cech
lekoopornosci [badania wtasne, niepublikowane].

Zmieniona ekspresja genu kodujgcego P-gp wspdigra z
gorszym prognozowaniem w przebiegu neuroblastomy,
miesaka i ostrej biataczki mieloblastycznej (AML) [17,97]
oraz wigze sie z krotszym czasem wolnym od choroby [98].
Obecnos¢ P-gp w zewnetrznej tkance guza (rak jelita grube-
go) sprzyja zajeciu naczyn krwionosnych i wystepowaniu
przerzutow do okolicznych weztéw chtonnych [99], Nie-
ktore badania wskazujg na wystepowanie réznic w pozio-
mie ekspresji genu kodujacego P-gp miedzy tkanka guza a
otaczajagcymi go tkankami, co zaobserwowano w przypad-
ku raka nerek i jelita grubego [100,101], Zmienno$¢ ta jest
obserwowana rowniez w trakcie procesu kancerogenezy, co
stwierdzono metodg immunohistochemiczng [102],

PODSUMOWANIE

Wykazano, ze substancje kancerogenne, jak i leki prze-
ciwnowotworowe nalezg do substratéow P-gp. Udowod-
niono, ze poziom ekspresji MDR1 w komoérkach nowotwo-
rowych wigze sie z opornoscig wielolekowg. Ponadto, po-
tencjalnie kancerogenne substancje, bedace substratami dla
P-gp, mogag wptywacé na zmiany zachodzgce w zdrowych
tkankach, prowadzac z czasem do transformacji nowotwo-
rowej tych komérek. Zaréwno struktura haplotypowa oraz
polimorfizmy w obrebie genu kodujgcego P-gp, jak i rozne
czynniki srodowiskowe moga wigzac sie ze zmiang ekspre-
sji i aktywnoSci P-gp.
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MDR1 (ABCB1) gene encoding glycoprotein P (P-gp),
a member of ABC transporter superfamily: consequences
for therapy and progression of neoplastic diseases
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ABSTRACT

Glycoprotein P (P-gp) is a membrane protein belonging to the ABC transporter superfamily. As ATP-dependent pump it extrudes lipophilic
particles out of the cell. P-gp was discovered in Chinese hamster ovary cells (CHO) where causing resistance to anticancer drugs. In a physi-
ological state it is present in secretory organs and contribute to tissue barriers. P-gp transports wide variety of structurally diverse compounds
including many anticancer drugs. Both environmental factors and mutations of the MDR1 gene may influence P-gp synthesis level. Linkage
disequilibrium between single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the MDR1 gene results from joint inheritance of these SNPs comprised
in one haplotype. MDR1 polymorphism could affect the bioavailability of drugs which are P-gp substrates and thus influence the effective-
ness of pharamacotherapy. Furthermore, P-gp protects organism against cancerogenic and toxic substances contained in the food and urine. A
change in P-gp expression level or its activity is a putative cause of neoplastic disorders.
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Stowa kluczowe: transferazy glutationowe,
S-koniugaty glutationu i cysteiny, p-liaza,
aktywacja S-koniugatéw, pofatdowanie tio-
redoksynowe

Wykaz skrotéow: CDNB — I-chloro-2,4-di-
nitrobenzen; CysSR —S-koniugat cysteiny;
15d-PG_L —15-deoxy-Auu-prostaglandyna
J,DCA —kwas dichlorooctowy; DP —di-
peptydaza cysteinyloglicynowa; A5~AD —
A5androsten-3,17-dion; A5PD — Abpre-
gnen-3,17-dion; FAAH — hydrolaza 4-fu-
maryloacetonu; FLAP —biatko aktywujace
lipooksygenaze; FMO — monooksydaza
zalezna od flawin; yGT —gammaglutamy-
lotranspeptydaza; GSH — glutation; GSR
— tioeter (S-koniugat glutationu); 4HNE
— 4 hydroksynonenal; JINK— kinaza Jun;
LTA4 LTB4 LTC4 — leukotrieny A4 B4 C4
LTC4 S — syntaza leukotrienu C4 MAPEG
— mikrosomalne transferazy glutationo-
we; NFkB — czynnik jadrowy kB; PGS1
— syntaza prostaglandyny E2PGE2, PGH2
— prostaglandyny E2 H2 PPARy — (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor vy);
PRXVI — peroksyredoksyna; RFT — re-
aktywne formy tlenu; STG — transferazy
glutationowe
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STRESZCZENIE

ransferazy glutationowe (STG) katalizujg atak nukleofilowy glutationu na elektrofilowe
Tcentrum drugiego substratu o charakterze hydrofobowym. Prowadzi to do utworzenia
S-koniugatow glutationu (tioeter6w) usuwanych nastepnie z organizmu w postaci kwasow
merkapturowych. W niektérych reakcjach glutation moze réwniez petni¢ funkcje kofakto-
ra, ktéry utatwia przeksztatcenie czasteczki hydrofobowego substratu i zostaje uwolniony
po zmianie jej struktury. Transferazy glutationowe uczestnicza w procesach koniugacji, re-
dukcji, izomeryzacji, biosyntezy hormondéw piciowych oraz prostaglandyn i leukotriendw,
w degradacji zwigzkéw aromatycznych oraz przekazywaniu sygnatdw. Rola tych enzymoéw
polega gtéwnie na zwiekszeniu nukleofilowosci glutationu poprzez odpowiednie ustawie-
nie i zwigzanie czasteczki GSH w centrum aktywnym, a nastgpnie jego aktywacje z udzia-
tem reszt aminokwasowych o charakterze katalitycznym. Istnieja rowniez tzw. ligandyny
—transferazy glutationowe, ktére moga wiaza¢ hydrofobowe niesubstratowe ligandy, przy-
czyniajac sie do ich sekwestracji. Dominujaca rolg jaka odgrywajg STG jest detoksykacja
ksenobiotykéw usuwanych z organizmu w postaci tioeteréw, ktére jednakze w pewnych
warunkach moga ulega¢ bioaktywacji pod wptywem p-liazy do zwigzkéw tworzacych ad-
dukty tkankowe. Zaréwno w warunkach aktywacji tioeteréw pod wptywem p-liazy, jak i
w przebiegu procesu nowotworowego, ktéremu czesto towarzyszy wzmozona synteza STG,
zahamowanie aktywnosci transferaz mogtoby mie¢ znaczenie terapeutyczne.

WPROWADZENIE

Transferazy glutationowe EC, 2.5.1.18 (STG) katalizujg atak nukleofilowy
glutationu — y-glutamylo-cysteinyloglicyny (GSH) na kosubstrat zawierajacy
reaktywne centrum elektrofilowe (RX), w wyniku czego powstaje polarny S-ko-
niugat —GSR (1)

GSH + R-X -> GSR + HX (i}

Rozpuszczalne transferazy glutationowe sg dimerami zbudowanymi z
dwoch podjednostek o masie okoto 26 KDa, tworzacymi hydrofobowe biatko
0 masie ok. 50 kDa. Kazda podjednostka posiada miejsce katalityczne ztozone
z N-koncowej domeny wigzacej GSH (domena | — miejsce G) oraz C-kofcowej
domeny wigzacej substrat o charakterze hydrofobowym (domena Il — miejsce
H). Pomiedzy domenami znajduje sie krétki tancuch polipeptydowy o zmiennej
strukturze, zawierajacy 5-10 reszt aminokwasowych. Domena | jest ztozona z a
helis oraz struktur typu harmonijka (3 natomiast domena Il jest prawie wytacz-
nie a-helikalna. Region wigzacy GSH stanowi ok. 1/3 biatka i wykazuje struk-
ture charakterystyczng dla tioredoksyny z topologiag (3a(3a(3pa (struktura typu
harmonijka p znajduje sie pomiedzy dwoma a helisami). Zachowany w ewolucji
motyw pp<ajest odpowiedzialny za rozpoznanie y-glutamylowej czesci tripepty-
du, przy czym poprzedzajaca go reszta cis-proliny stabilizuje pofatdowanie catej
domeny. Dimery STG posiadaja 0$ symetrii dwukrotnej [1,2].

Transferazy glutationowe petnig wazng funkcje w procesach: biosyntezy pro-
staglandyn, leukotriendw, testosteronu i progesteronu, degradacji zwigzkow
aromatycznych, przekazywaniu sygnatow, a takze sekwestracji niesubstrato-
wych tigandéw. Jednakze najwazniejszg ich funkcjg wydaje sie by¢ udziat w
detoksykacji szerokiego spektrum zwigzkéw elektrofilowych, kancerogenéw i
innych ksenobiotykéw o wiasciwosciach genotoksycznych i cytotoksycznych.
Nalezg do nich zwigzki alkilujgce i utleniajace, jak: epoksydy, reaktywne alkeny,
a, p-nienasycone aldehydy, chinony i nadtlenki organiczne [3,4]. Aktywacja eks-
presji genéw kodujacych STG nastepuje podczas stresu oksydacyjnego, a biatka
te uczestniczg w inaktywacji i usuwaniu zaréwno produktéw posrednich, jak i
konncowych stresu [5,6].

www.postepybiochemii.pl


mailto:mbwlodek@cyf-kr.edu.pl
http://www.postepybiochemii.pl

RODZAJE TRANSFERAZ GLUTATIONOWYCH
RODZINY

Enzymy rozpuszczalne nalezg do dwdch rodzin — cy-
tosolowej i mitochondrialnej, ktdre wykazuja pewne podo-
bienstwa strukturalne. Trzecia rodzina, obejmujgca enzymy
mikrosomalne (niektérzy autorzy wyodrebniaja 2 rodziny
enzymoéw mikrosomalnych) potgczone z btong i zwigzane
z metabolizmem glutationu i eikozanoidéw (MAPEG), cha-
rakteryzuje sie zupetnie odmienng strukturg. Odrebng gru-
pe (czwartg) tworzy rodzina fosfomycynowo-glioksalowa

[317]'

KLASY

Transferazy glutationowe zostaty podzielone na klasy w
oparciu o pewne cechy charakterystyczne, jak: punkt izo-
elektryczny, sekwencja aminokwaséw w rejonie N-konco-
wym, wiasciwosci inhibitorow, specyficzno$¢ wzgledem
substratu i przeciwciat. Na podstawie punktu izoelektrycz-
nego wytoniono poczatkowo 3 klasy cytosolowych STG —
a, p in okreslane jako zasadowa, prawie neutralna i kwasna

[8].

Obecnie poznano i opisano osiem klas rozpuszczalnych
STG wystepujacych u ssakow: cytosolowe —alpha (STGA),
mu (STGM), pi (STGP), theta (STGT) , omega (STGO), zeta
(STGZ), sigma (STGS); mitochondrialne — kappa (STGK)
i co najmniej trzy zwigzane z btonami — MSTG1, MSTG2,
MSTG3, przy czym aktywnos$¢ STGT i STGZ stwierdzono
zaréwno u roslin, jak i u zwierzat. Wsrod roslin i owadow
zidentyfikowano ponadto STG klasy: beta, delta, epsilon,
lambda, phi (STGF), tau (STGU) i u, sposrod ktorych naj-
liczniej sg reprezentowane STGU i STGF [3,8,9], Ostatnio do
rodziny STG zaklasyfikowano réwniez glutaredoksyne 2,
Ure2p oraz wewnatrzkomdrkowy kanat chlorkowy [2]. Nie-
ktore z cytosolowych STG: STGAL, STGM3, STGOI, STGP1,
STGT1 wykazujg genetyczny polimorfizm, z czym wigze
sie zwiekszona wrazliwosé na kancerogeneze [8,10]. No-
menklatura STG, oprécz przynaleznosci do odpowiedniej
klasy, obejmuje typ podjednostek (np. STGM1-1 oznacza
enzym klasy mu utworzony z dwéch podjednostek typu 1,
STGM1-2 z podjednostek typu 1i 2, a STGMIa-lb oznacza
hybryd utworzony z alleli la i Ib [1].

STRUKTURA TRANSFERAZ GLUTATIONOWYCH

Cytosolowe transferazy glutationowe sg zbudowane
z dwdch podjednostek o diugosci 199-244 reszt amino-
kwasowych. Wystepujg przewaznie w postaci homo- i
heterodimeréw utworzonych jednakze wytacznie z pod-
jednostek nalezacych do enzymow tej samej klasy, gtow-
nie w obrebie klas alpha i mu [1,3]. W tkankach szczurow
stwierdzono réwniez obecno$¢ homo- i heterotrimeréw
[8], Rozpuszczalne transferazy glutationowe charaktery-
zuja sie podobienstwem strukturalnym, wskazujagcym na
pochodzenie od wspoélnego ,,przodka™ — tioredoksyny/
glutaredoksyny. Pofatldowanie cytosolowych transferaz
uksztattowato sie w wyniku ewolucyjnego przytaczenia
catkowicie helikalnej domeny C-koncowej do N-koricowej
domeny tioredoksynowej. Natomiast w przypadku mito-
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chondrialnej STGK domena helikalna zostata wbudowana
do tioredoksynowego rdzenia [3], Porownanie sekwencji
wszystkich STG o znanych strukturach wskazuje, ze tyl-
ko nieznaczna czes$¢ tancucha polipeptydowego (mniej niz
5%, co odpowiada 5-6 resztom aminokwasowym) jest sci-
$le zachowana w ewolucji, w tym reszty w pozycjach 60 i
80 [10,11]. W wiekszosci transferaz glutationowych wyste-
puje motyw ASNAI/TRAIL, tj. Ser-Asp-Ala-lle-Leu/Thr-
Arg-Ala-lle-Leu (w helisie a-3 domeny 1), ktéry obejmuje
reszty znajdujace sie w miejscu G. Chociaz we wszystkich
STG czasteczka glutationu jest stabilizowana przez sieé
wigzan wodorowych i oddziatywan elektrostatycznych,
oddziatywanie tylko z jedng z reszt — Asp w helisie a-4
domeny Il jest wspolne dla wszystkich struktur [10], Dla
stabilno$ci wszystkich rozpuszczalnych STG istotne zna-
czenie posiada zachowana w ewolucji struktura (motyw
I), utworzona przez helise 6 i poprzedzajacy jg petle. W
zagieciu petli znajduje sie reszta Glyl46, ktorej substytucja
powoduje zerwanie sieci wigzan wodorowych utworzo-
nych z resztami otaczajgcych jg aminokwaséw, co prowa-
dzi do destabilizacji motywu Il, a w konsekwencji —catego
biatka [11]. Rozpuszczalne STG posiadajg 2 zachowane w
ewolucji motywy w domenie N-koAcowej helisy a6 —ka-
sete (S/T)XXD, (S-seryna, T-treonina, D-asparagina) na po-
czatku helisy oraz hydrofobowy motyw klamry. Struktury
te uczestniczag w formowaniu helisy, spetniajac krytyczng
funkcje w procesie fatdowania i stabilizacji biatek. Hydro-
fobowy motyw klamry przyspiesza reaktywacje enzymu,
tworzac wewngatrz domeny sie¢ wigzan wodorowych [12].

W stabilizacji dimerycznej struktury cytosolowych STG
uczestniczg oddziatywania pomiedzy domeng G jednej
podjednostki i domeng H drugiej podjednostki [1], Istnie-
ja dwa rodzaje ptaszczyzn oddziatywan pomiedzy pod-
jednostkami: 1. o charakterze hydrofobowym i topografii
zakrzywionej 2. o charakterze hydrofilowym i struktu-
rze ptaskiej. W grupie pierwszej wystepuje tzw. "motyw
zamka i klucza", utrzymujacy obie podjednostki razem na
obu koncach dimerycznej interface i zapewniajgcy wiasci-
wg konformacje miejsca aktywnego. Motyw Kklucza, nie
wystepujagcy w STG klasy: beta, delta, kappa, sigma, tau
oraz theta, jest skompensowany oddziatywaniem elektro-
statycznym pomiedzy podjednostkami [10], W centrum
aktywnym enzymdw cytosolowych znajdujg sie gtdwnie
reszty tyrozyny (z wyjatkiem STGT-seryna i STGO-cy-
steina). Grupa OH tyrozyny tworzy wigzanie wodorowe
z siarkg grupy SH glutationu (2), co powoduje obnizenie
pKa kompleksu E-GSH [1],

E-O-H + GSH -) E-O-H SG + H+

TRANSFERAZY GLUTATIONOWE KLASY
ALPHA (STGA), MU (STGM) I PI (STGP)

STG wykazujg ponad 60% identycznos$ci w obrebie kla-
sy, natomiast mniej niz 30% pomiedzy klasami [10]. En-
zymy klasy alpha, mu i pi sg najbardziej zblizone struk-
turalnie, jednakze roéznig sie nieco wzajemng orientacja
domen G i H tak, ze powierzchnie podjednostek réznych
klas nie sg catkowicie zgodne [1], Biatka te czesto wyste-
puja w tych samych tkankach. Aktywnos$¢ STGP1, obok
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STGAL i STGA2, stwierdzono w mitochondriach watroby
cztowieka (wzgledna zawarto$¢ podjednostek wyraza sie
zaleznoscig: STGAL1> STGA2 > STGP1[6]. Analiza sekwen-
cji STG wskazuje, ze geny prekursorowe cytosolowych en-
zymow klasy alpha, mu i pi prawdopodobnie wywodzg
sie z genu klasy theta (STGT) i powstaty przez jego dupli-
kacje, natomiast prekursorem STGT jest prawdopodobnie
mitochondrialna STGK [3]. Konsekwencjg tego jest ogbine
podobieAstwo strukturalne enzymdw tych trzech Kklas,
rowniez w typie oddziatywan pomiedzy podjednostkami
potgczonymi na zasadzie ,,zamka i klucza". W oddziaty-
waniach tych role klucza odgrywaja reszty fenyloalaniny,
wystepujagce w domenie G w pozycjach odpowiednio: 47
(STGP), 52 (STGA) i 56 (STGM), ktére ,wchodzag" do hy-
drofobowego zamka domeny H sasiedniego monomeru.
Motyw ,,zamka i klucza" zapewnia rowniez odpowiednig
konformacje miejsca aktywnego [1,10]. STG klasy alpha,
mu i pi wykazujg znaczne podobieAstwo strukturalne w
domenie wigzgcej glutation. Réznice wystepuja natomiast
w domenie C-koncowej, ktéra w przypadku STGA po-
siada dodatkowa, ruchliwg a-helise (helise 9), blokujaca
dostep do centrum aktywnego enzymu [13,14], natomiast
STGM charakteryzujg sie obecnoscig dodatkowej petli o
rozpietosci 33-43 reszt aminokwasowych (pomiedzy a2 i
P2) [10]. W STGA petna lokalizacja helisy 9 oraz catej do-
meny C nastepuje dopiero po zwiazaniu ligandéw miejsca
G i H, ktdre posredniczg w powstawaniu wigzan czwarto-
rzedowych pomiedzy domeng C-koncowa a resztg biatka,
co przyczynia sie do stabilizacji struktury enzymu [13,15].
Wazng role w fatdowaniu i stabilizacji STGA (Ryc. 1) od-
grywa zachowany w ewolucji motyw N-kohncowy helisy
9 (ang. N-capping motif), ktérego uszkodzenie zwigksza
dynamike regionu C, podobnie jak jonizacja katalitycznej
reszty Tyr 9 [15,16]. Funkcje katalityczng w STGM petni
reszta Tyr 6, natomiast w STGP — Tyr 7. Zastgpienie resz-
ty tyrozyny fenyloalaning obniza katalityczng aktywnos¢
tych enzymoéw [17-19]. W deprotonizacji i aktywacji gru-
py -SFI glutationu w STGA uczestniczy dodatkowo reszta
Argl5. Podobng role odgrywa wigzanie wodorowe pomie-
dzy grupa -OH reszty Thrl3 i elektronami n reszty Tyr6,
ktore zwieksza moc wigzania wodorowego stabilizujgcego
tiolan w STGM1-1 u szczura oraz reszty Tyrl08 w hSTGPI-
1 [20,21], Do enzymdw klasy alpha i mu nalezy 6 odreb-
nych podjednostek, przy czym obecno$¢ STGM 1-5 oraz
STGA 1-4 stwierdzono u cztowieka. Natomiast enzym kla-
sy pi zawiera tylko jedno biatko [10].

Zarowno pewne izoformy STG klasy alpha — STGA1-3,
jak i STGM 1,24 i 5 wykazujg wysokg homologie (85-91%
identycznos$ci). Poréwnanie ich struktury (w obrebie tej
samej klasy) wskazuje na istnienie silnie zachowanego w
ewolucji miejsca wigzgcego GSH oraz miejsca wigzgcego
substrat hydrofobowy, wykazujacego niewielkie roznice
sekwencyjne, ktore jednakze w znacznym stopniu wpty-
wajg na specyficznos$¢ substratowg [20,22]. Analiza porow-
nawcza centrum aktywnego STGA1l-1 (Ryc. 1) i STGAS3-3
wykazata, ze tylko dwie reszty (w pozycji 12 i 208) przy-
czyniajg sie do ich zrdéznicowanej aktywnos$ci wzgledem
A5AD [23]. Przyktadem moga by¢ réwniez 2 izoformy
STGM —STGM1-1 (Ryc. 2) oraz STGM4-4, ktére wykazuja
réznice strukturalne jedynie w obrebie reszt 106-108. Resz-
ta Hisl07 w STGM1-1 warunkuje zwiekszona efektywnosé

376

Rycina 1. Struktura S-transferazy glutationowej hSTGAI-1 w kompleksie z gluta-
tionem (Protein Date Base: 1PKW, za zgodg prof. Aceto i prof. Svenberga). Struk-
ture wykonano w programie Protein Explorer, format pdr. Rysunek przedstawia
elementy struktury drugorzedowej monomeru z zaznaczeniem helisy 6 (granat).
W centrum aktywnym enzymu zaznaczono reszty aminokwaséw: 1 — Phe 222,
2 — Arg 45,3 — lle 219, 4 — Met 51,5 — Val 55, 6 — cisPro 56, 7 — Tyr
9,8 - Argl15.

w katalizowaniu nukleofilowych reakcji substytucji w pier-
$cieniu aromatycznym w poréwnaniu z STGM4-4, ktéra w
pozycji 107 zawiera seryne. Hisl07 nie uczestniczy bezpo-
Srednio w wigzaniu substratu, obniza natomiast pK dla
GSH, zwiekszajac tym samym jego nukteofilowos$¢ istotng
dla katalizy reakcji substytucji nukleofilowej w pier$cieniu
aromatycznym [20]. Struktura STGM4-4 wykazuje takze
znaczne podobienstwo do STGP $wini. Lokalizacja miejsca
wigzacego GSH jest zblizona w obu enzymach, przy czym

Rycina 2. Struktura S-transferazy glutationowej hSTGMI-1 w kompleksie z glu-
tationem (Protein Date Base : 1XW86, za zgoda prof. Irvinga Listowsky). Struktu-
re wykonano w programie Protein Explorer, format psd. Rysunek przedstawia
elementy struktury drugorzedowej monomeru z zaznaczeniem helisy 6 (granat).
W centrum aktywnym enzymu zaznaczono reszty aminokwaséw: 1 — His 107,
2 —Tyr6,3 — Leub59,4 — Asnb58,5 — Trp 7,6 — Lys49,7 — Arg 42.
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Rycina 3. Struktura S-transferazy glutationowej hSTGPI-1 w kompleksie z
glutationem (Protein Date Base : 5GSS, za zgoda prof. Aaron Oakley). Struktu-
re wykonano w programie Protein Explorer, format psd. Rysunek przedstawia
elementy struktury drugorzedowej monomeru z zaznaczeniem helisy 6 (granat).
W centrum aktywnym enzymu zaznaczono reszty aminokwaséw: 1 — Tyr 108,
2 - Cys101,3 - Val 10,4 - Arg13,5 - Tyr7,6 - Phe8 7 - Val 35
8 - Trp38,9 - Cys4r.

w wigzaniu GSH w STGM-4 uczestniczg dodatkowe resz-
ty aminokwaséw znajdujace sie w pozycjach 38-48. Wiele
reszt aminokwasowych wystepujagcych w miejscu G jest
wspolnych dla obu enzyméw (Tyr7, Argl3, Lys 42, Leu50,
Pro51 i GIn62) [18]. Natomiast STGP1-1 cztowieka (Ryc. 3)
wykazuje ok. 32% identycznos$ci sekwencyjnej wzgledem
STGA1-1 [11].

TRANSFERAZY GLUTATIONOWE
KLASY OMEGA - STGO

Interesujacg grupe stanowig STG klasy omega wyste-
pujace w wiekszosci tkanek cztowieka. W odrdznieniu
od typowych transferaz glutationowych, charakteryzu-
jacych sie znacznym powinowactwem wzgledem 1-chlo-
ro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB), STGO posiadajg znikome
powinowactwo do tego substratu. Wykazujg natomiast
charakterystyczne dla glutaredoksyn aktywnosci: trans-
ferazy tiolowej zaleznej od glutationu oraz reduktazy de-
hydroaskorbinianowej, ktére nie wystepujg u innych STG.
Pomimo podobienstwa strukturalnego do innych transfe-
raz (pofatdowanie), STGO wyr6zniajg sie N-koncowym
wydtuzeniem obejmujagcym 19-20 reszt aminokwasowych,
ktore nie wystepuje w zadnej z pierwotnie opisanych S-
transferaz glutationowych. Wydtuzenie to stanowito pod-
stawe zaklasyfikowania do STGO réwniez wielu sekwen-
cji biatkowych niescharakteryzowanych jasno jako STG,
w tym biatka szoku termicznego soi oraz biatka btonowe
drozdzy [24], Komadrki Saccharomyces cerevisiae posiadajg 3
izoformy S-tranferaz klasy omega, wykazujgce aktywnos$¢
glutaredoksyny: lokowana w peroksysomach STGO-1
oraz cytosolowe STGO-2 i STGO-3. STGO-1 ma znaczenie
w regulacji redoksowej biatka — p~liazy cystationinowej
wystepujacej w peroksysomach [25,26], Powszechnos$é
ekspresji genu kodujgcego STGO 1 kontrastuje z innymi
STG, charakteryzujacymi sie specyficznos$cig tkankowa, co
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Rycina 4. Struktura S-transferazy glutationowej hSTGOI-1 w kompleksie z glu-
tationem. Przedruk z pracy ,, Identification, characterization and crystal structure
of the omega class glutatione transferases"”. J Biol Chem 275: 24798-24806, za zgo-
da prof. Philip Board.

wskazuje na fundamentalng role STGOI w metabolizmie
tkankowym. STGOI-1 posiada domene N-koricowg zblizo-
ng do tioredoksyny oraz a-helikalng domene C-koncowsa.
Domena N-konicowa jest ztozona z czterech struktur typu
harmonijka (3zakonczonych na jednym koiAcu dwoma a-
helisami, a po drugiej stronie przez strukture 310-helikalng
(Ryc. 4). C-koncowe wydtuzenie jest potaczone z N-kon-
cowg domeng za pomocg kilku wigzan wodorowych, two-
rzac ciaggta powierzchnie z N-konicowym wydtuzeniem.
STGOI-1 posiada w centrum aktywnym reszte cysteiny
32, ktora tworzy wigzanie disulfidowe z glutationem. For-
ma tiolanowa Cys32 prawdopodobnie powstaje wskutek
oddziatywania -SH cysteiny z dodatnim dipolem helisy
a-1, przy czym Pro33 zapewnia odpowiednie ustawienie
Cys32. Brak reszt tyrozyny lub seryny w centrum aktyw-
nym STGOI-1, ktére obnizajg pKa glutationu, utatwiajac
tym samym atak nukleofilowy na drugi substrat, moze
uniemozliwia¢ katalizowanie reakcji koniugacji. STGO
moze natomiast przeciwdziata¢ powstawaniu adduktéw
biatek komérkowych z GSH i resztg cysteiny, poprzez re-
dukcje tych zwigzkéw z udziatem reszty cysteiny 32 [24].
Najwieksze podobienstwo sekwencji aminokwasowej do
STGOI-1 wykazujg STG klasy zeta —STGZ.

MIKROSOMALNE TRANSFERAZY
GLUTATIONOWE - MAPEG

W oparciu o podobienistwo strukturalne (sekwencyjne)
enzymy MAPEG podzielono na cztery grupy, w obrebie
ktérych biatka wykazujg ponad 20% identycznosci. [3]

Grupa | zawiera: syntaze leukotrienu C 4—LTC4S, biatko
aktywujace lipooksygenaze (FLAP) itransferaze glutationo-
wg MSTG2. W grupie Il znajduje sie MSTG3. W grupie Il
znajduja sie biatka z Escherichia coli i Vibrio cholera, zblizone
do mikrosomalnych STG. Grupa IV obejmuje MSTGL1 isyn-
taze prostaglandyny E2 — PGES1. Enzymy grupy | wyste-
puja w postaci monomerdw lub bardziej ztozonych agrega-
téw (dimerow i trimeréw), natomiast grupy IV gtéwnie w
postaci homotrimerow. Biatko FLAP i LTC4S mogg réwniez
tworzy¢ heterodimery i heterotrimery [27].
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OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
TRANSFERAZ GLUTATIONOWYCH

BIOLOGICZNE FUNKCJE TRANSFERAZ
GLUTATIONOWYCH

Transferazy glutationowe uczestnicza w nastepujacych
procesach: koniugacji (sprzegania), redukcji, izomeryzacji
zwigzkow nienasyconych, syntezie hormonoéw sterydo-
wych, syntezie prostaglandyn oraz tiolizie [3].

Cechy wspdlne. W obrebie trzech pierwszych rodzin
transferaz glutationowych mozna zauwazy¢ pewne podo-
bieAstwo funkcjonalne, polegajace na zdolnosci katalizo-
wania (w ré6znym stopniu) tych samych reakcji: koniugacji
glutationu z I-chloro-2,4-dinitrobenzenem (CDNB) (3) oraz
redukcji wodoronadtlenku kumenu — (CuOOH). W tej
ostatniej reakcji STG wykazujg aktywnosé peroksydazy glu-
tationowej [3]. W przypadku STGOI-1 aktywno$¢ wzgle-
dem CDNB jest bardzo niska, lecz mierzalna [24], Wedtug
innych zrédet zadna z izoform STGO nie wykazuje aktyw-
nosci wzgledem tego substratu [25].
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Reakcja 3. Reakcja sprzegania p-chloronitrobenzenu z glutationem (addycja-eli-

minacja).

Reakcje koniugacji. Mechanizm reakcji katalizowanych
przez transferazy glutationowe jest oparty na nukleofilo-
wym ataku GSH na niepolarne zwigzki zawierajace elektro-
filowy atom wegta (31i4), siarki (5) i azotu (6) [28]. Reakcje te
nalezg do proces6w addycji oraz addycji-eliminacji.

H H H

H .
GSH + . ¥ -

Reakcja 4. Reakcja koniugacji akroleiny z glutationem.

GSH + CHXH2SCN >+ CH3CH2SSG + HCN (5)
Reakcja 5. Reakcja sprzegania tiocyjanianu etylu z glutationem.

H H H H H H
2684 + H—Cc—C—C H > H—C c—C H + GSSG + HNO,

(o] (o) 0 (0] OH O

NO, NO, NO, NO, NO,

(6)

Reakcja 6. Reakcja sprzegania i redukgji nitrogliceryny.

Dziatanie transferaz polega gtdwnie na zwiekszeniu
nukleofilowos$ci zwigzanego z enzymem glutationu, co w
znacznym stopniu utatwia jego atak na elektrofilowe cen-
trum drugiego substratu [1,29]. Potwierdzeniem nukleofi-
lowego charakteru reakcji moze by¢ spostrzezenie, ze pod-
stawnik odciggajacy elektrony (np. grupa -N 02w pozycji
-orto tub -para wzgledem chlorowca) utatwia reakcje z GSH
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wskutek efektu rezonansu (3) [29]. Transferazy glutatio-
nowe wykazujg specyficzno$¢ w stosunku do kinetycznie
pierwszego substratu —GSH, natomiast nieznaczng specy-
ficznos¢ wzgledem nietiolowych substratow. Ze wzgledu
na matg specyficzno$¢ substratowgq istnieje trudno$é w iden-
tyfikacji izoenzyméw wytacznie na podstawie wiasciwosci
katalitycznych.

Reakcja prowadzgaca do redukcji trinitrogliceryny, przed-
stawiona tutaj sumarycznie, przebiega faktycznie w dwéch
etapach. W pierwszym etapie (7) nastepuje atak GSH na
elektrofilowy azot wigzania estrowego (ONO,) z utworze-
niem produktu posredniego [GSNOJ przy katalitycznym
udziale STG. W kolejnym etapie (8) GSN02moze reagowac
z nadmiarem GSH, w wyniku czego powstaje disiarczek
glutationu GSSG [29]:

GSH + RONO, — [GSNO2] + ROH 0]

[GSNOj ]+ GSH — GSSG + HNO: ®)

Reakcje sprzegania chlorowcopochodnych alkenéw z
GSH. Reakcje koniugacji z dichlorowcoalkenami i dichlo-
roacetylenem, katalizowane przez STG, nalezg do proce-
soéw substytucji winylowej i sg przyktadem reakcji addycji
oraz addycji-eliminacji [30]. Generalnie 1,2-dichloroalkiny
uczestniczag w reakcjach addycji (9), 1,1-dichloroalkeny w
procesie addycji-eliminacji z utworzeniem S-koniugatéw 1-
chloroalkenylo-glutationowych (10), natomiast koniugacja
glutationu do 1,1-difluoroalkenow jest przyktadem zarow-
no reakcji addycji, jak i addycji-eliminacji (12). W tym ostat-
nim procesie nastepuje stereoselektywny atak nukleofilowy
GSH na ugrupowanie 1,1-difluorometylenowe zwigzany z
przesunieciem elektronéw n w kierunku elektroujemnych
atomoéw fluoru oraz utworzeniem struktur mezomerycz-
nych z udziatem fluoru przekazujacego z powrotem elek-
trony do uktadu n [30], Réwniez w reakcji z I-chlorol,2,2
trifluoroetenem mikrosomalna STG wykazuje wysokga ste-
reoselektywnos$¢ wzgledem grupy 1,1-difluorometylenowej,
co prowadzi do utworzenia nowego chiratnego centrum 2S
(11). Stereoselektywnosci nie wykazuje natomiast cytosolo-
wa STG. Koniugacja toksycznego trichloroetenu z GSH pro-
wadzi do powstania 2 izomerow (E) lub (Z)-S-1,2-dichlo-
rowinytoglutationu lub S-2,2-dichlorowinyloglutationu.
Oba stereoizomery, jak rowniez ich pochodne cysteinowe
pojawiajg sie w moczu zwierzat, ktorym podawano trichlo-
roeten w postaci merkapturanow.

ste ©5 H
cl - e
cl c 9)
Cl X STG GS X
T +Cl
c X SH of X (10)
Gs Cl
FO S eTe
o i
:
R £ H 1)
GS X
F X STG GS X
.- iy
3 Y +GSH F X 3 1 ra A

Reakcje 9-12. Reakcje sprzegania chlorowcopochodnych alkenéw z GSH (opis
w tekscie).

Reakcje redukcji. Wspomniane juz STG klasy omega
— STGOI, STGO02 i STG03 wykazujg aktywnos$¢ jako re-
duktazy dehydroaskorbinianowe oraz reduktazy kwasu
monometyloarsenowego oraz dimetyloarsenowego [25].
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Wykazano, ze delecja reszty E155 powoduje 2 do 3-krotny
wzrost aktywnosci STGOI wzgledem wszystkich substra-
téw i wigze sie z, trudnym do wyjasnienia, wzrostem wy-
dzielania arsenu [31]. Dla wiekszosci przeprowadzonych
reakcji STG02-2 wykazuje aktywno$¢ katalityczng zblizong
do STGOI-1. Wyjatek stanowi redukcja dehydroaskorbi-
nianu, przebiegajagca gtéwnie z udziatem STG02-2 (enzym
ten przejawia 70-100 razy wyzszg aktywnos$¢ od STGOI-1).
Wigze sie z tym mozliwos$¢ recyklingu askorbinianu, dzieki
czemu STGO02-2 moze chroni¢ przed skutkami stresu oksy-
dacyjnego [31]. Analiza mutacji punktowych STGO02 wska-
zuje , ze dla aktywnosci glutaredoksynowej tego enzymu
istotna jest obecnos¢ tylko jednej z 3 reszt cysteinowych w
pozycji 46. Sugeruje to, ze STGO02 dziata poprzez mecha-
nizm monotiolowy [25]. Jedyng znaczaca aktywnos$cig zaob-
serwowang w przypadku STGO 1-1 jest zdoIlno$¢ dziatania
jako S-transferaza tiotowa zalezna od glutationu. Niezwy-
kle wazng rolg jaka moze odgrywac¢ STGOI-1 jest zdolno$¢
do odnawiania funkcji enzymow poprzez redukcje miesza-
nych disiarczkéw biatek komo6rkowych z GSH [24],

W odréznieniu od enzymow eukariotycznych stosun-
kowo niewiele uwagi poswiecono dotychczas bakteryjnym
STG, ktore z reguty nie wykazujg aktywnosci wzgledem
klasycznych substratow. Niektore z nich uczestnicza w pro-
cesach redukcyjnych, np. w redukcyjnym rozszczepieniu
wigzan eterowych w eterach |3-arylowych lub redukcyjnej
dechloracji w metabolizmie pentachlorofenolu [32], Gtow-
na ich rola polega jednakze na detoksyfikacji epoksydow,
w ktorej uczestniczg biatka opornosci na fosfomycyne oraz
biatko produkowane przez Rhodococcus sp., ktore bierze
udziat w degradacji izoprenu [2],

Reakcje izomeryzacji. Badania przeprowadzone na roz-
nych zwigzkach nienasyconych wykazujgcych podobien-
stwo strukturalne, jak kwas maleinowy, maleiloacetooctan
oraz maleiloaceton, wykazaty, ze nie w kazdym przypad-
ku istnieje mozliwo$¢ przeprowadzenia ich izomeryzacji
cis/trans przy katalitycznym udziale transferaz glutationo-
wych. Warunkiem przebiegu takiej reakcji jest hydrofobo-
wy charakter drugiego substratu, co umozliwia wigzanie
do hydrofobowego centrum aktywnego enzymu [28], Kwas
maleinowy, ktory ulega przemianie do kwasu fumarowe-
go w obecnosci samego glutationu, nie jest ani substratem
ani inhibitorem STG. Przyczyng tego jest prawdopodobnie
obecno$¢ drugiej grupy karboksylowej, zwiekszajgca hy-
drofitowo$¢ czasteczek tego zwigzku. Zablokowanie jed-
nej z grup poprzez estryfikacje (maleiloaceton) przywraca
natomiast zdolno$¢ substratu do tworzenia kompleksu z
enzymem [28]. W przypadku maleiloacetooctanu utwo-

Fenyloalanina v bursztynian

bursztynyloacetooctan FAAH,

4 -
acetyloaceton

v

homogentyzynian STGZ1-1

» 4.maleiloacetooctan > 4.fumaryloacetooctan
» 4
kwas kwas
acetylooctowy  fumarowy

- -
bursztynyloacetooctan

v
bursztynyloaceton (tyrozynemia typ I)

Schemat 1. Degradacja fenyloalaniny z udziater STGZI-1.
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rzenie kompleksu enzym-substrat, pomimo obecnosci 2
zjonizowanych grup karboksylowych, jest mozliwe dzieki
obecnosci dtugiego fragmentu hydrofobowego czasteczki.
W izomeryzacji cis/trans maleiloacetooctanu do 4-fumary-
loacetooctanu oraz maleiloacetonu do fumaryloacetonu
uczestniczy STGZ1-1 (13). W reakcji tej STGZ1-1 petni bar-
dziej funkcje tioltransferazy niz izomerazy, natomiast GSH
funkcje kofaktora. Po utworzeniu glutationylowego adduk-
tu z olefing jako akceptorem nastepuje regeneracja GSH,
ktérej towarzyszy utworzenie bardziej stabilnego izomeru
trans [28,33]. Nalezy wspomnieé, ze rdwniez sam glutation
moze katalizowa¢ przemiane maleiloacetooctanu do 4-fu-
maryloacetooctanu, a wiec deficyt STGz wydaje sie by¢ zna-
czacy wytacznie w warunkach obnizenia poziomu GSH, np.
pod wptywem paracetamolu [34],

o o o] o) o o

H A COOH GS o COOH H COOH
3 OH o anis COO! ) Coo!
I - I - It +GS
H™ "COOH GSH H™ "COOH HOOC™ 'H

cis trans ¢3)

Reakcja 13. Reakcja izomeryzacji maleiloacetooctanu (cis) do fumaryloacetoocta-
nu (tram) z udziatem STGZ.

Produkt tej reakcji, 4-fumaryloacetooctan, jest silnie elek-
trofilowy i indukuje oksydacyjne uszkodzenia poprzez re-
akcje z grupami -SH. Deficyt STGZ1-1 powoduje akumu-
lacje maleiloacetooctanu, ktérego toksycznos$¢ jest zblizona
do 4-fumaryloacetooctanu [34].

Izomeryzacja maleiloacetooctanu stanowi réwniez etap
posredni procesu degradacji fenyloalaniny i tyrozyny do
kwasu acetylooctowego i fumarowego.

Reakcje degradacji. Dotychczas sgdzono, ze brak aktyw-
nosSci STGZ1-1, przy niezmienionej aktywnos$ci hydrolazy
4-fumaryloacetooctanu (FAAH), nie prowadzi do powsta-
wania bursztynyloacetonu, gdyz bursztynyloacetooctan
jest rowniez efektywnie degradowany przez hydrolaze
fumaryloacetooctanowg (Schemat 1). Natomiast w warun-
kach deficytu FAAH maleiloacetooctan i 4-fumaryloaceto-
octan mogg by¢ redukowane do bursztynyloacetooctanu i
dekarboksylowane do toksycznego bursztynyloacetonu,
markera dziedzicznej tyrozynemii typu I, choroby atakuja-
cej watrobe, nerki oraz nerwy obwodowe [34,35], Jednakze
wykazano, ze dieta znacznie wzbogacona o fenyloalanine
u myszy-mutantéw pozbawionych STGZ1-1 prowadzi do
utraty wagi, a nawet $mierci w wyniku dysfunkcji nerek i
watroby. Natomiast zmutowane zwierzeta hodowane na
standardowej diecie laboratoryjnej pozostawaty zdrowe po-
mimo obecnos$ci w moczu bursztynyloacetonu i fumarylo-

cholesterol

3P - hydroksy - 5 - pregnen - 20 - on
AS - androsten - 3,17 - dion AS - pregnen - 3,20 - dion

8TOA3-3l l STGA3 -3

A* . androsten - 3,17 - dion A* - pregnen -3,20 - dion

Schemat 2. Synteza hormonéw steroidowych z udziatem STGA3-3.
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acetooctanu. Swiadczy to 0 pozakomérkowym (bez udziatu
FAAH) metabolizmie fenyloalaniny oraz izomeryzacji ma-
leiloacetooctanu bez udziatu STGZ. Obserwacje te wskazujg
na szczegdlne znaczenie STGZ w metabolizmie fenyloala-
niny w warunkach wysokiego poziomu tego zwigzku w
pozywieniu (przekraczajacego zdolnosci detoksykacyjne
organizmu) [34]. Chociaz genetyczny deficyt STGZ1-1 jest
bardzo rzadki, deficyt ten moze by¢ indukowany farmako-
logicznie, np. z udziatem kwasu dichlorooctowego (DCA).
Transferazy klasy zeta katalizujg rowniez biotransformacje
toksycznych a-chlorowcokwasdéw, tj. kwasu dichloroocto-
wego, chlorofluorooctowego, 2-chlorowcopropanowych
oraz kwasu 2,2-dichloropropanowego [36,37], Szczegdlne
znaczenie posiada biotransformacja, bedgcego markerem
kwasicy mleczanowej, kwasu dichlorooctowego do kwasu
glioksalowego. Kwas dichlorooctowy wystepuje czesto jako
zanieczyszczenie wody pitnej. Stata ekspozycja organizmu
na wode zawierajacg kwas dichlorooctowy powoduje za-
hamowanie STGZ. Odbywa sie to na drodze kowalencyjnej
modyfikacji reszty Cysl6 w centrum aktywnym enzymu
przez produkt posredni utworzony z glutationu i kwa-
su dichlorooctowego [37,38]. Aktywnos$¢ STGZ wykazuje
rowniez dehalogenaza tetrachlorohydrohinonu, petnigca
rownoczesnie funkcje izomerazy maleiloacetonu [39]. Me-
chanizm jej dziatania polega na ketonizacji deprotonowa-
nego substratu z utworzeniem 2,3,5,6-tetrachloro-4-hydrok-
sycykloheksa-2,4-dionu, a nastepnie 1,4-eliminacji HCL, w
wyniku czego powstaje trichlorobenzochinon, ktéry ulega
sprzeganiu z GSH i kolejno dekompozycji do mieszaniny
produktow [39].

Reakcje syntezy steroidow. lzomeryzacja jest rowniez
waznym etapem w procesie syntezy hormonow sterydo-
wych. Zwigzki te powstajg na drodze metabolizmu chole-
sterolu, ktéry przebiega wielostopniowo, poprzez szereg
produktéw posrednich. Jednym z najwazniejszych jest 3-
[3-hydroxy-5-pregnen-20-on, ktéry moze by¢ utleniony do
Ab-androsten-3,17-dionu (A5-AD) lub alternatywnie do A5
-pregnen-3,20-dionu (A5-PD) (Schemat 2). W kolejnym eta-
pie —izomeryzacji A5-ketosteroidow do Ad-ketosteroidow,
bezposrednich prekursoréw odpowiednio testosteronu i
progesteronu uczestniczg STG klasy alfa, gtdwnie STGA3-3
[22]. Reakcje zapoczatkowuje przytaczenie protonu ze ste-
roidu do tiolanu —GS’, z kolei grupa -OH reszty tyrozyny
przekazuje proton ponownie do steroidu [23]. Katalityczna
wydajnos¢ (kcat/Km) STGA3-3 wzgledem A5-AD jest jed-
ng z najwyzszych, jakg wykazujg transferazy glutationowe,
co wskazuje na fizjologiczne znaczenie tego zwigzku, jed-
nocze$nie jest 5-krotnie wyzsza od efektywnosci STGA1-1
i 1000-krotnie od STG2-2. Co ciekawe, STGA3-3 w proce-
sie izomeryzacji 3-keto-steroidow wykazuje wydajnosé 230
razy wyzsza od wydajnosci dehydrogenazy 3-p-steroidowej
[22].

Reakcje tiolizy. Tioliza jest procesem degradacji wigza-
nia estrowego z udziatem niskoczasteczkowych i zwigza-
nych z biatkami tioli. Przyktadem tiolizy jest wspomnia-
na uprzednio reakcja redukcji triazotanu gliceryny (7). W
pierwszym etapie tej reakcji nastepuje degradacja wigzania
estrowego -O-NO., pod wptywem GSH. W przypadku octa-
nu p-nitrofenylu (14) tioliza, przeprowadzona w obecnosci
réznych transferaz glutationowych pochodzacych z watro-
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GSH + CHs-(C0O)-0- CeHsN02-» GS-CO-CH: + HO- Cs Hs N 0:
Octan p-nitrofenylu p-nitrofenol (14)

by szczura, w kazdym przypadku prowadzi do utworzenia
p-nitrofenolu iestru tiolowego [28],

STG katalizujg rowniez tiolize trimetylooctanu p-nitrofe-
nylu. Reakcja ta, z uwagi na powolny przebieg pozwala na
detekcje kompleksu enzymatycznego z trimetylooctanem.

Reakcje syntezy eikozanoidéw. Szczeg6lng grupe sta-
nowig mikrosomalne transferazy glutationowe MAPEG,
z ktérych znaczna cze$¢ uczestniczy w syntezie hormonoéw
eikozanoidowych, tj. prostaglandyn, prostacyklin, leuko-
trienow i tromboksanéw, ktorych bezposrednim prekurso-
rem jest kwas arachidonowy.

Synteza leukothendéw (LT) i prostaglandyn (PG). Leu-
kotrieny odgrywajg wazng role w inicjacji i rozwoju odpo-
wiedzi zapalnej komorki, patogenezie astmy oraz aktywacji
komorek uktadu immunologicznego i hematopoetycznego.
Synteza leukotrienéw wymaga obecnosci kompleksu funk-
cjonalnych biatek na zewnetrznej powtoce jadra i siateczki
$rodplazmatycznej, tj. fosfolipazy A2 5-lipooksygenazy, in-
tegralnego biatka aktywujgcego lipooksygenaze (FLAP) oraz
syntazy leukotrienéw (LTC4S), ktdra wykazuje wysoka ho-
mologie z biatkiem FLAP [27], W warunkach aktywacji ko-
marek zapalnych 5-lipooksygenaza ulega przeniesieniu do
powtoki jadrowej, gdzie przeksztatca kwas arachidonowy
do niestabilnego epoksydu — leukotrienu A4(LTA4 [40]. W
dalszym etapie nastepuje synteza leukotrienu C4 na drodze
koniugacji LTA4z GSH, a nastgpnie izomeryzacji przy kata-
litycznym udziale LTC4 skoniugowanej z biatkiem FLAP.
Role syntazy leukotrienu C4moga réwniez odgrywac dwie
mikrosomalne transferazy glutationowe: MSTGT2 i MSTGT3
wykazujace wysokag homologie z biatkiem FLAP, ktore nie
posiada wiasciwosci katalitycznych, natomiast wigze ara-
chidonian, utatwiajgc jego biotransformacje do leukotrienu
A4 Homodimery i homotrimery FLAP sg prawdopodobnie
odpowiedzialne za wytworzenie puli LTA4zdolnej zar6wno
do biotransformacji do LTC4 jak i LTB4[27]. Stwierdzono, ze
MSTG2 i MSTG3 cztowieka moga uczestniczy¢ zaréwno w
procesie detoksykacji ksenobiotykow, jak isyntezie leukotrie-
nu LTC4 Natomiast LTC4S i PGES1 petnig wytgcznie funkcje
odpowiednio: syntazy leukotrienu C4isyntazy prostaglandy-
ny E2(PGE2, ktéra powstaje w procesie GSH-zaleznej izome-
ryzacji PGH2. Oba enzymy katalizujg przy tym koniugacje
substratow z GSH [3],

Kolejnym przyktadem jest wystepujaca u kregowcow cy-
tosolowa STG klasy sigma, katalizujgca zalezng od GSH syn-
teze hematopoetycznej prostaglandyny D2na drodze izome-
ryzacji PGH, (15) [41], Uczestniczy ona réwniez w syntezie
prostanoidow serii J, w tym cyklopentanonu prostaglandyny
15-deoxy-Al2l4prostaglandyny J2 (15d-PGJ2 [41] w komor-
G

| co oH

OH

= STGS

(15)

Reakcja 15. Synteza prostaglandyny PGD2na drodze izomeryzacji PGH2z udzia-
tem STGS.
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kach tucznych iinnych komérkach uktadu immunologiczne-
go. Koniugacja prostaglandyn i prostanoidéw z GSH utatwia
ich eliminacje z udziatem transporteréw MRP1 i MRP3 (bia-
tek zwigzanych z opornoscig wielolekows).

Ligatidyny. W wigkszos$ci przeprowadzanych reakcji,
transferazy glutationowe reaguja specyficznie z GSH, a na-
stepnie wigzg w odpowiednim miejscu drugi substrat o cha-
rakterze hydrofobowym, posiadajgcy jednoczes$nie centrum
elektrofilowe wrazliwe na nukleofilowy atak GS'.

Istnieje jednakze szereg zwiazk6éw, ktére nie sg sub-
stratami STG (co wykazano metodg spektroskopii flu-
orescencyjnej oraz dichroizmu kotowego), a mimo to
wykazujg powinowactwo do transferaz glutationowych.
W tym przypadku nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy,
stanowiacym miare wigzania substratu, wygaszaniem
wewnetrznej fluorescencji biatek (STG), a aktywnoscig
wigzanego ligandu. Nadmiar substancji nie powodowat
rowniez zablokowania enzymu, co wskazuje na jej wig-
zanie w miejscu odmiennym niz centrum Kkatalityczne.
Transferazy glutationowe wigzace substraty, takie jak
np. maleinian i bromosulfoftaleina nazwano ligandy-
nami. Hydrofilowe niesubstratowe ligandy mogag by¢
zwigzane z enzymem zaréwno kowalencyjnie, jak i nie-
kowatencyjnie. Nie wiadomo natomiast czy substancje
te nie reaguja z GSH wskutek niezdolnosci do wigzania
sie w miejscu H, czy tez w wyniku odpychajgcego dzia-
tania jonu tiolanowego [28], Ligandyny uczestniczg w
wewnatrzkomérkowym transporcie oraz sekwestracji
ligandéw. Funkcje ligandyn petnig STG klasy alpha (he-
lisa 9 regionu C-koncowego) oraz liczne STG pochodze-
nia ro$linnego [9,15],

BIOLOGICZNE ZNACZENIE TRANSFERAZ
GLUTATIONOWYCH

Cytosolowe STG wykazujg przewaznie dziatanie
ochronne w przeciwienstwie do mikrosomalnych o cha-
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rakterze prozapalnym. Enzymy te uczestniczg w de-
toksykacji ksenobiotykow, usuwaniu produktéw stre-
su oksydacyjnego oraz modulacji $ciezek transdukcji
sygnatéw, prowadzacych do namnazania komoérek lub
apoptozy [3]. STG klasy pi mogag by¢ stosowane jako
markery biatkowe procesu detoksykacyjnego specyficz-
nych tkanek [8],

DETOKSYKACJA KSENOBIOTYKOW

Proces detoksykacji obejmuje cztery fazy.

Faza pierwsza. Pierwszym etapem procesu detok-
sykacji jest mikrosomalna transformacja czasteczek
ksenobiotyk6w, ktdra nastepuje gtéwnie w komorkach
watroby z udziatem cytochromu P450. Prowadzi to do
zwiekszenia polarnosci metabolizowanych zwigzkéw,
co utatwia i podwyzsza zdolno$¢ usuwania toksycznych
metabolitéw z ustroju ludzkiego i zwierzecego.

Faza druga. W fazie drugiej nastepuje sprzeganie, zmo-
dyfikowanych wskutek mikrosomalnego metabolizmu,
zwigzkow z kwasem siarkowym, glukuronowym, z pew-
nymi aminokwasami lub peptydami, np. z glutationem,
przy katalitycznym udziale odpowiednich enzymow:
sulfotransferazy, glukuronozylotransferazy i transferazy
glutationowej (STG) (Schemat 3).

Faza trzecia. W trzeciej fazie detoksykacji S-koniugaty
glutationu (GSR), podobnie jak sam glutation — L-y-glu-

tamylo-L-cysteinyloglicyna (GSH) ulegajg
biodegradacji w tzw. cyklu y-glutamylowym
Meistera (Schemat 4). Proces ten jest poprze-
dzony ich przeniesieniem z udziatem trans-
btonowych przenos$nikow — biatek zwigza-
nych z opornoscig wielolekowg (MRP) i ich
homologéw. Cykl y-glutamylowy obejmuje
dwustopniowy proces biosyntezy glutationu
w cytosolu z udziatem syntetaz y-glutamy-

o
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i U " locysteinowej i glutationowej oraz biode-
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transbtonowych: y-glutamylotranspeptyda-
; m‘“'""w" Tl zy (yGT) i dipeptydazy cysteinyloglicyno-

transferazo

wej (DP) (Schemat 4). Biodegradacja odbywa
sie gtdwnie w nerkach, z uwagi na znacznie
wyzszg aktywno$¢é yGT niz w innych narza-
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nu pod wpltywem yGT nastepuje usuniecie
reszty glutaminianowej i glicynowej, w wy-
niku czego powstaje S-koniugat cysteiny
(CysSR) [42].
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Faza czwarta. Ostatni etap procesu detoksykacji kse-
nobiotykdw obejmuje N-acetylacje Cys-SR z utworzeniem
kwasu merkapturowego, ktory tatwo moze by¢ wydalany z
moczem (Schemat 5).

Powstawanie tioeteréw cysteiny (Cys-S-X), prowadza-
ce zazwyczaj do nietoksycznego kwasu merkapturowego,
wigze sie jednakze z niebezpieczenstwem wynikajacym z
mozliwosci przebiegu konkurencyjnej reakcji — (3-elimina-
cji, ktérej produktami sa pirogronian, amoniak i reaktywne
tiole (RS ). Alternatywnie mogg réwniez powstawaé kwa-
sy sulfenowe, ktére w reakcji z tiolami biatkowymi tworzg
mieszane disiarczki, przyczyniajgc sie do zahamowania
funkcji biatek. S-koniugaty cysteiny moga takze ulegaé
transaminacji i oksydacji do S-koniugatow kwasu pirogro-
nowego (Schemat 6) [42]. Natomiast w obecnosci monook-
sydazy zaleznej od flawin FMO i cytochromu P450 moga
powstawaé toksyczne sulfoksydy [30]. Nerki, w ktérych
natezenie procesu biodegradacji S-koniugatéw z udziatem
yGT jest szczegblnie wysokie, oprécz aktywnosci p-liazy,
wykazujg aktywno$é N-deacetylazy, ktéra moze przeciw-
dziata¢ skutkom detoksykacji, przeksztatcajgc powstajgce w
watrobie merkapturany ponownie do S-koniugatéw cyste-
iny, substratow p-liazy [43]. O skutecznosci procesu detok-
sykacji decydowac¢ wiec bedzie z jednej strony robwnowaga
pomiedzy N-acetylacjg a p-eliminacja, z drugiej natomiast
— pomiedzy N-acetylacjg a deacetylacjg. Wysokie stezenie
merkapturanéw w moczu moze by¢ wyktadnikiem prawi-
dtowego przebiegu procesu hiodegradacji ksenobiotykdw,
prowadzgcego ostatecznie do ich detoksykacji. S-koniugaty
cysteiny mogg réwniez ulega¢ transaminacji lub utlenianiu
do odpowiednich S-koniugatéw 3-merkaptopirogroniano-
wych.

Ciekawg grupe zwigzkow stanowig S-koniugaty cysteiny
z chlorowcoalkenami. Zwigzki te moga ulegaé transamina-
cji i p-eliminacji przy katalitycznym udziale p-liazy do ak-
tywnych produktéw posrednich. W procesie p-eliminacji
powstajg aktywne tiolany, pirogronian i amoniak. Réwniez
oksydacja siarki w haloalkenowych S-koniugatach cysteiny
i odpowiadajgcych im kwaséw merkapturowych prowadzi
do bioaktywacji tych zwigzkéw [30].

Egzogenne substraty STG obejmujg szerokie spektrum
substancji, w tym zanieczyszczenia przemystowe i$rodowi-
skowe, srodki owadobdjcze —pestycydy iherbicydy, kance-
rogeny, atakze leki. Szczeg6lne zagrozenie dla zdrowia sta-
nowig wszechobecne (w dymie papierosowym, spalinach)
wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne, jak: chry-
zen, benzochryzen, fenantren, benzofenantren, benzopiren,
dibenzatracen metabolizowane do toksycznych epoksydow
diolowych [3,44], Epoksydy diolowe, produkty utlenia-
nia wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
(PAH) z udziatem monooksydaz zaleznych od P450 i hy-
drolaz epoksydowych, wykazujg wtasciwosci rakotwadrcze.
W detoksykacji tych zwigzkdw, oprécz STGAI-1, STGA2-2 i
STGM1-1, znaczacg role odgrywa hSTGPI-1. Istniejg 4 formy
STGP1-1, ktdre r6znig sie resztami aminokwaséw w pozycji
104 i 113 i wykazujg zr6znicowang aktywnos$¢ wzgledem
epoksydow diolowych, pochodnych PAH. Najbardziej roz-
powszechniony z alleli hnSTGPI-1( 1104,A113) charakteryzu-
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je sie zarazem najwiekszg efektywnos$cig w przeciwdziata-
niu toksycznosci epoksydoéw diolowych wywodzacych sie
z antibenzochryzenu i benzofenantrenu. Natomiast aliele
STGP1-1(V104,A113) i (V104,V113), sa bardziej aktywne w
detoksykacji (+)-antibenzopirenu niz izoenzymy zawierajg-
ce reszte izoleucyny w pozycji 104. Sundberg i wsp. ostatnio
potwierdzili wiekszg efektywno$¢ alleli zawierajgcych resz-
te waliny w pozycji 104 w procesie koniugacji z wiekszoscig
PAH w tym antibenzopirenem. Wynika z tego, ze osobniki
—homozygoty dla V104, A113 lub V104,V113 powinny by¢
mniej zagrozone kancerogennym dziataniem PAH, co nie
znajduje potwierdzenia w rzeczywistosci. Wskazuje to na
role innych weglowodoréw aromatycznych, jak benzochry-
zen i benzofenatren, w procesie nowotworzenia. Warianty
VA iW odgrywajg role w detoksykacji epoksydoéw diolo-
wych regionu ,bay" (+)-antibenzopirenu, (x)-antichryzenu
i racemicznego (x)-antibenzochryzenu, natomiast izoformy
1104, A113 uczestnicza w detoksykacji regionu ,fiord” (¥)-
antibenzochryzenu ibenzofenantrenu. Poniewaz epoksydy
diolowe regionu fiord" sg znacznie bardziej mutageniczne i
kancerogenne niz regionu ,,bay”, detoksykacja tego regionu
przez wariant IA transferazy glutationowej klasy pi moze
by¢ decydujaca dla przeciwdziatania toksycznosci (z)-an-
tibenzochryzenu i benzofenantrenu. [45]. Podsumowujac,
izoformy V104, A113 (VA) oraz V104,V113 (W) uczestniczg
w koniugacji GSH z planarnym regionem ,,bay” epoksy-
dow diolowych PAH, natomiast izoformy 1104, A113 (1A) z
nieplanarnym i sferycznie ograniczonym regionem ,fjord"
[45,46],

Inng grupe kancerogenow reprezentujg heterocykliczne
aminy, np. 2-amino-l-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b]piry-
dyna, powstajagce w procesie gotowania produktéw boga-
tobiatkowych i przeksztatcane do aktywnych metabolitow.
Zwigzki te ulegajg biodegradacji po utworzeniu koniugatow
z GSH przy katalitycznym udziale STG. Do zanieczyszczen
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srodowiskowych, usuwanych przez STG naleza réwniez:
akroleina, atrazyna, DDT, nieorganiczne arseniany, lindan,
tridifan i wiele innych [3],

Endogenne substraty STG. Inng doniostg funkcja jaka
spetniajg STG jest ochrona przed bioaktywnymi produk-
tami stresu oksydacyjnego, utworzonymi z udziatem re-
aktywnych form tlenu (RFT) w procesie peroksydacji
lipidow blonowych. Procesy peroksydacji prowadzag do
powstawania wysoce niestabilnych wodoronadtlenkéw
lipidow, ktére z kolei ulegajg biodegradacji do epoksyal-
dehydow, 2-alkenali, 4-hydroksy-2-alkenali i ketoaldehy-
dow. Zwiazki te, o charakterze elektrofilowym, sg czesto
genotoksyczne. Szczeg6lnie wysoki poziom RFT znajduje
sie w bezposrednim otoczeniu mitochondridéw. Mitochon-
drialne STG posiadajg zdolno$¢ detoksykacji produktéw
posrednich stresu oksydacyjnego poprzez redukcje wo-
doronadtlenkéw oraz a, (3-nienasyconych aldehydéw [6].
W usuwaniu 4-hydroksy-2-nonenalu i innych alkenali w
znacznym stopniu uczestniczy STGA4-4 [6,44], Natomiast
hSTGPI-1 oprécz inaktywacji a, (3-nienasyconych aldehy-
dow uczestniczy w detoksykacji zasadowych propenali i
wodoronadtlenkdw [6], W mitochondriach ludzkiej watro-
by stwierdzono znaczacg aktywnos$¢é STGAL, STGA?2 oraz
STGP1 [6], Co ciekawe, specyficzna aktywno$¢ mitochon-
drialnej STG wzgledem 4-hydroksy-2-nonenalu jest znacz-
nie wyzsza od cytosolowej [6]. Wskazuje to na role tego en-
zymu w przeciwdziataniu uszkodzeniom mitochondriow
podczas stresu oksydacyjnego.

AKTYWNOSC PEROKSYDAZOWA
TRANSFERAZ GLUTATIONOWYCH

Aktywnos$¢ peroksydazowa jakg wykazujg izoenzymy
STG pozwala na redukcje wodoronadtlenkéw fosfolipi-
dow, wolnych kwaséw ttuszczowych i cholesterolu we-
wnatrz bton komérkowych (bez wczesniejszego dziatania
fosfolipazy C), zapobiegajac w ten sposdb powstawaniu
elektrofilowych produktow posrednich stresu oksyda-
cyjnego [47], Najwyzsza aktywnoscia peroksydazowg
wzgledem I-palmitoilo-2-(13-hydroperoxy-cis-9, trans-
ll-oktadienoilo)-1-3-fosfatydylocholiny charakteryzuja
sie STGA, STGM oraz STGT, przy czym aktywnos¢ ta
spada w szeregu STGA1-1>STGT1-1>STGM1-1>STGA2-
2>STGAA4-4. Stwierdzono, ze mutacje, ktére powoduja
modyfikacje miejsca hydrofobowego w STGA1l-1 — Me-
t208Ala lub Argl5Lys, obnizajg k_tdla wodoronadtlen-
kow fosfolipidow [48], Ochrona przed peroksydacja
lipidow moze mie¢ znaczenie dla procesu konserwacji
produktow spozywczych (miesa, ttuszczéw). Co cieka-
we, podczas przechowywania prébek tych produktéow
w formie zamrozonej zaobserwowano stopniowy wzrost
aktywnosci peroksydazy glutationowej oraz transferazy
glutationowej [49]. STG klasy alpha wykazujg réwniez
aktywnos$é peroksydazowa, skierowana przeciwko tok-
sycznosci wodoronadtlenkéw steroidowych, np. 7-a i
7-(3-hydroperoksycholest-5-en-3-p-ol-u, podobnie jak se-
lenowa peroksydaza glutationowa (Se-GP). Jednakze Se-
GP moze katalizowaé redukcje wodoronadtlenkéw cho-
lesterolu wystepujagcych w znacznie nizszych stezeniach,
poniewaz powinowactwo Se-GP do tych substratéw jest
znacznie wyzsze niz STGA [50], Fizjologiczne znaczenie
STGA polega zar6wno na uczestnictwie w detoksykacji
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produktow posrednich stresu oksydacyjnego poprzez
sprzeganie z GSH, jak i w obronie przeciwutleniajgcej
komorek. Redukcja wodoronadtlenkéw fosfolipidow i
wolnych kwasow ttuszczowych oraz wodoronadtlenkéw
cholesterolu ogranicza powstawanie epoksydow i reak-
tywnych karbonyli. Dodatkowg ostone przeciwutlenia-
jaca zapewnia koniugacja tych produktéw z GSH pod
katalitycznym wptywem STG. Transferazy glutationowe
katalizujg sprzeganie z GSH zaréwno epoksydéw cho-
lesterolu, kwasu stearynowego i eikozatrienowego, jak i
koncowych produktow peroksydacji: 2-alkenali akrole-
iny i aldehydu krotonowego oraz 4-hydroksynonenalu.
STGA, ktérej obecnos$¢ stwierdzono we wnetrzu mikro-
somoéwcztowieka, katalizuje koniugacje z GSH 7-chloro-
4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazolu oraz genotoksycznych
a,(3-nienasyconych aldehydéw, m.in. 4-hydroksy-2-no-
nenalu. Wykazuje rowniez aktywno$¢ peroksydazowg
wzgledem wodoronadtlenkéw wolnych kwaséw ttusz-
czowych i fosfatydylocholiny, ale nie wzgledem samego
nadtlenku wodoru [51], Mikrosomalne STG moga row-
niez przeciwdziata¢ skutkom stresu oksydacyjnego w
sposob posredni, poprzez reaktywacje peroksyredoksy-
ny (PrxVI) —enzymu katalizujgcego redukcje nadtlenku
wodoru oraz wodoronadtlenkéw lipidowych. Redukcja
tych substratow powoduje utlenienie Cys47 w PrxVI do
kwasu sulfenowego, co prowadzi do zahamowania ak-
tywnosci enzymu. Reaktywacja peroksyredoksyny naste-
puje poprzez heterodimeryzacje tego enzymu z STGP za-
wierajgcym zwigzany GSH, a nastepnie glutationylacje,
prowadzacg do powstawania mieszanych disiarczkow.
Ostatnim etapem tego procesu jest redukcja mieszanego
disiarczku z udziatem GSH, w wyniku czego nastepuje
regeneracja -SH w miejscu aktywnym PrxVI. [5,52],

STG odgrywajg rowniez wazng role w detoksykacji
epoksydow powstajacych w procesie utleniania chlorow-
copochodnych alkenéw przy katalitycznym udziale cyto-
chromu P450 lub oksygenaz produkowanych przez mikro-
organizmy. Epoksydy wywodzace sie z chlorowcopochod-
nych etenu, jak rowniez produkty ich transformacji (chlorki
acetylowe) moga tworzy¢ addukty z makroczasteczkami
komérkowymi, przyczyniajac sie do ich kowalencyjnej mo-
dyfikacji. Natomiast koniugacja GSH z epoksydami, np.
z 1,2-dichloroepoksyetanem, przy katalitycznym udziale
STG, prowadzi do otwarcia ich pierscienia. Powstajg przy
tym niestabilne produkty przejsciowe, ktére ulegajg sponta-
nicznej dekompozycji do glioksalu [53].

NIEKORZYSTNY EFEKT BIODEGRADACII
KSENOBIOTYKOW

Terapii przeciwnowotworowej czesto towarzyszy nade-
kspresja STG, bedaca czynnikiem rozwoju nabytej oporno-
§ci w stosunku do lekdw przeciwnowotworowych. Wiele
chemoterapeutycznych czynnikéw, jak: adriamycyna, chlo-
rambucil, cisplatyna, cyklofosfamid, kwas metakrylowy,
mitozantron, pochodne nitrozomocznika i inne tworzy
koniugaty z glutationem w procesie katalizowanym przez
STG i jest degradowanych oraz usuwanych z organizmu.
Prowadzi to do zmniejszenia ich terapeutycznego dziatania,
a tym samym skutecznosci [3]. Innym niekorzystnym zja-
wiskiem towarzyszacym koniugacji ksenobiotykow z GSH
moze by¢ ich bioaktywacja.
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BIOAKTYWACIJA S-KONIUGATOW GLUTATIONU

Do zwigzkow tatwo ulegajacych procesowi bioaktywacji
nalezg chlorowcopochodne alkanéw i alkendéw, powszech-
nie uzywanych w przemysle jako solwenty, srodki owa-
do- i grzybobdjcze oraz produkty posrednie dla syntezy
organicznej. Poza bioaktywacjg pod wptywem cytochromu
P450moga one ulega¢ biotransformacji w reakcji sprzegania
z glutationem, ktéra przebiega tym tatwiej, iz atom wegla
potagczony z odciggajacym elektrony chlorowcem staje sie
centrum elektrofilowym podatnym na atak nukleofilowych
grup GS' [63]. S-koniugaty glutationu, powstajgce gtéwnie
w watrobie, ulegaja przeniesieniu do nerek, gdzie z udzia-
tem y-glutamylotranspeptydazy nastepuje ich hydroliza
do tioeterow cysteiny. Toksyczno$¢ S-koniugatéw cysteiny
z chlorowcoalkenami jest rezultatem transaminacji i p~eli-
minacji przy katalitycznym udziale (3-liazy. W reakcji tej
powstajg tiolany, pirogronin i amoniak. Niestabilne tiolany
przeksztatcane sg nastepnie w elektrofilowe czynniki tio-
acetylujace, ktérych obecno$¢ prowadzi do ekspresji tok-
sycznosci. Tiolany utworzone z udziatem (3-liazy moga ule-
gac tautomeryzacji do formy tioacetylowej lub eliminacji do
tioketendéw (Schemat 7). Reasumujac, w wyniku sprzegania
chlorowcopochodnych alkenéw z GSH mogg powstawac
w nerkach z udziatem p-liazy reaktywne tioketeny (z S-
koniugatéw pochodzacych od chloroalkenéw), tioacetylo-
chlorowcopochodne (z S-koniugatéw wywodzacych sie od
fluoroalkenow nie zawierajgcych bromku), tiirany i tiolak-
tony (z S-koniugatéw pochodnych fluoroalkenéw, zawiera-
jacych bromek) [30]. Powstawanie tych bioaktywnych meta-
bolitdw moze wyjasniac rakotworcze i toksyczne wzgledem
nerek dziatanie, m.in. trichloroetenu i tetrachloroetenu.
Koniugacja toksycznego trichloroetenu z GSH prowadzi do
utworzenia dwoch izomerédw (E) lub (Z)-S-(I,2-dichlorowi-
nyloglutationu) lub S-(2,2-dichlorowinyloglutationu). Tio-
acylujagce pochodne produktow p-eliminacji S-koniugatow
cysteiny z 1,1-dichloroalkenami oraz 1,1-difluoroalkenami
reagujg z tkankowymi makroczasteczkami (gtéwnie z po-
taczong z biatkami resztg lizyny) z utworzeniem kowalen-
cyjnie zwigzanych adduktéw. Wykazano, ze S-(2,2-dichlo-
rowinylo)-L-cysteina przejawia mniejszg nefrotoksycznosc
niz S-(1,2-dichlorowinylo)-L-cysteina z uwagi na znacznie
wolniejszg aktywacje pod wptywem p-liazy oraz mozliwos$¢
tautomeryzacji powstajacego z jej udziatem tiolanu do nie-
toksycznego tioaldehydu [30,54],
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Schemat 8. Bioaktywacja S-koniugatéw cysteiny z I,1,2-trifluoro-2-chloro-etanem
pod wptywem p-liazy.

Ponadto, produkty posrednie p-eliminacji S-koniugatéw
cysternowych chlorowcopochodnych alkenéw moga wcho-
dzi¢ w reakcje z innymi ksenobiotykami, przyczyniajac sie
do wzrostu toksycznos$ci. Przyktadem moze by¢ 2-chloro-
1,1,2-trifluoroetanotiolan wytapywany przez bromek ben-
zylu z utworzeniem tioeteru 2-chloro-1,1,2-trifluoroetylo-
benzylowego (Schemat 8), ktéry jest substratem dla cyto-
chromu P450 i wykazuje cytotoksyczno$¢ w izolowanych
hepatocytach [30],

Liczne doniesienia wskazujg na nefrotoksycznos$¢ i cyto-
toksyczno$¢ S-koniugatow cysteinowych wywodzacych sie
zaréwno z fluoroalkendw, jak i chloroalkendw, przy czym
te ostatnie wykazujg rowniez mutageniczno$¢. Wskazuje to
na powstawanie z ich udziatem dodatkowych produktéw
posrednich, ktérymi okazaty sie tioketeny (utworzone w
drodze eliminacji jonu chlorkowego z tiolanéw), ktdre moga
reagowa¢ z DNA. Jednakze rowniez fluoroalkeny, zawiera-
jace w swej czasteczce atomy bromu, mogg by¢ mutagenne
wskutek metabolizmu z udziatem p-liazy do reaktywnych
produktéw posrednich —tiiranéw. Produktami posredni-
mi metabolizmu fluoroalkenéw moga byé a-tiololaktony
lub tiirany (Schemat 9). Powstawanie reaktywnych produk-
téw posrednich — tiiranéw jest korzystniejsze energetycz-
nie, co wydaje sie przeczy¢ powstawaniu formy a-tiolakto-
nowej [55]. Ostatnio wykazano, ze tiirany powstajg rowniez
z S-koniugatow cysteiny z fluoropochodnymi alkenéw, nie
zawierajgcymi bromu, np. w procesie metabolizmu 2-chlo-
ro-1,1,2-trifluoroetanotiolanu oraz 2,2-dichloro-I,I-diflu-
oroetanotiolanu [30],
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Schemat 9. Przemiany tiolanéw — produktéw p-eliminacji tioeteréw do zwigz-

kéw mutagennych.
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Procesem alternatywnym do (3-eliminacji jest sulfoksy-
dacja. S-koniugaty kwaséw merkapturowych: N-acetylo-
S-(l/2-dichlorowinylo)-L-cysteina/ N-acetylo-S-(2,2-dichlo-
rowinylo)-L-cysteina, N-acetylo-S-(l,2,2-trichlorowinylo)-
L-cysteina i inne ulegajg sulfoksydacji przy katalitycznym
udziale cytochromu P450. Proces ten moze wiec hamowac
detoksykacje chlorowcopochodnych alkenéw. Ponadto,
utworzone w tym procesie sulfoksydy sg bardziej cytotok-
syczne w koze nerki niz odpowiadajgce im koniugaty kwa-
sow merkapturowych, gdyz reagujg one z makroczgastecz-
kami komdérkowymi. Cytotoksyczno$¢ wykazujg réwniez
S-koniugaty cysteinylo-glicynowe. Jej zahamowanie moze
nastagpi¢ pod wptywem dipeptydaz. Pierwszymi objawa-
mi cytotoksycznos$ci wywotanej obecnoscig S-koniugatow
(S-1,2-dichlorowinylocysteiny i S-(1,2,3,4,4-pentachlorobu-
tadienylocysteiny) sa: zahamowanie oddychania komaérko-
wego i obnizenie stezenia ATP, wskazujace na dysfunkcje
mitochondriow. Towarzysza temu zmiany potencjatu btony
mitochondrialnej, prowadzace do zmian przepuszczalnosci
oraz spadek poziomu GSH w mitochondriach. W komor-
kach inkubowanych z S-koniugatami stwierdzono poza
tym wzrost stezenia disiarczkéw glutationu. Powstawaniu
kowalencyjnych adduktéw S-(l1,2-dichlorowinylo)-L-cyste-
iny towarzyszy wzrost peroksydacji lipidéw, zwiekszona
synteza HSP70 i $mieré komorki. S-(I,2-dichlorowinylo)-
L-cysteina powoduje réwniez anemie aplastyczna oraz
nekroze nabtonka kanalikéw nerkowych u zwierzat. W
bioaktywacji S-koniugatéw cysteiny moga uczestniczy¢
rowniez transaminazy. Transaminacja S-(l,2-dichlorowi-
nylo)-D-cysteiny prowadzi do kwasu S-(l,2-dichlorowiny-
lo)-3-merkaptopirogronowego, ktory z kolei moze ulegac
transaminacji do nefrotoksycznego koniugatu L-cysteiny
(S-1,2-dichlorowinylo-L-cysteiny), bedacego substratem p-
tiazy [30], Zwiazek ten moze indukowac stres oksydacyjny,
a w konsekwencji — aktywacje czynnika transkrypcyjnego
NFkB. S-koniugaty cysteiny i glutationu wykazujg znacz-
nie mniejsza toksyczno$¢ u ludzi niz u zwierzat z uwagi na
nizszg aktywnos$¢ (3-liazy w nerkach cztowieka. Rownocze-
$nie potencjalne rakotwdrcze dziatanie trichloroetenu i te-
trachloroetenu, pomimo pojawienia sie w moczu zwierzat
S-koniugatow kwaséw merkapturowych, nie zostato jedno-
znacznie potwierdzone [30].

Odrebnym problemem, zwigzanym z detoksykacjg
ksenobiotykéw z udziatem STG, moze byé obnizenie we-
wnatrzkomorkowego stezenia GSH. Koniugacja allylo-,
benzylo-, fenetylo-izotiocyjaniandéw oraz sulforafanu (izo-
tiocyjanianu 4-metylosulfinylobutylu) z GSH prowadzi do
powstania tiokarbamian6éw, ktére po opuszczeniu komorki
ulegajg ponownemu przeksztatceniu do pochodnych izo-
tiocyjanianow, uwalniajac jednoczesnie GSH [3]. Izotiocy-
janiany moga by¢ wielokrotnie transportowane do wnetrza
komarki i sprzegane z wewnatrzkomdrkowym GSH (16),
przyczyniajac sie do stopniowej deplecji tego waznego
przeciwutleniacza, a jednocze$nie obnizajagc mozliwos$¢ de-
toksykacji innych ksenobiotykow.

Z drugiej strony, izotiocyjaniany (sulfurafan) i flawono-
idy (apigenina) mogg modyfikowaé, poprzez rézne Sciezki
transdukcji sygnatdw, ekspresje genéw enzymow zwigza-
nych z druga fazg detoksykacji: transferaz glutationowych i
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R A sG (16),
Reakcja 16. Reakcja sprzegania sulforafanu z GSH. ‘
UDP-glukuronytotransferaz (STGAL i UTGAL). W ekspresji
genu kodujgcego STGA1L uczestniczg NFkB oraz kinaza fos-
fatydyloinozytolu 3, indukowane zaréwno przez apigening,
jak i sulforafan [56], Indukcja enzyméw zwigzanych z pro-
cesem detoksykacji ksenobiotykéw moze przyczynié sie do
przeciwnowotworowego dziatania izotiocyjanianéw (m.in.
zahamowanie wzrostu przedklinicznych guzéw). Obnize-
nie poziomu grup holowych w komoérkach w nastepstwie
koniugacji izotiocyjanianéw z GSH moze bowiem prowa-
dzi¢ do wybuchu tlenowego, a w konsekwencji —do akty-
wacji kaspaz i indukcji apoptozy [57].

UDZIAL TRANSFERAZ GLUTATIONOWYCH W
PROCESIE PRZEKAZYWANIA SYGNALOW

Transferazy glutationowe odgrywaja wazng role w mo-
dulowaniu przekazywania sygnatéw lub apoptozy, po-
przez oddziatywanie z biatkami indukowanymi przez
stres. Enzymy te selektywnie rozpoznajg pewne sekwencje
biatek wykazujgcych wysoka homologie z czynnikiem mar-
twicy nowotwordw (TNF), z czynnikiem zasocjowanym z
TRAF4, z C-koncowg domeng kinazy Jun oraz z receptorem
MRGX3, zasocjowanym z biatkiem G. Oddziatywania tego
rodzaju stwierdzono w przypadku STGALl-1, STGP1-1 i
STGM2-2 [58],

Transferazy glutationowe klasy pi moga by¢ réwniez
endogennymi inhibitorami kinazy Jun (JNK). W fizjologicz-
nych warunkach aktywno$¢ JNK jest bardzo niska, pomi-
mo ciggtej stymulacji przez czynniki wzrostu i endogenne
reaktywne formy tlenu, poniewaz JNK jest zasocjowana z
monomeryczng formg STGP, prawdopodobnie w centrum
aktywnym enzymu. Podczas stresu oksydacyjnego nastepu-
je zmniejszenie oddziatywania STGP-JNK wskutek dimery-
zacji (multimeryzacji) enzymu. Powstajgce wéwczas mostki
disiarczkowe pomiedzy podjednostkami stwarzajg ograni-
czenia steryczne, utrudniajgce wigzanie kinazy. Uwolnie-
nie JINK prowadzi do fosforylacji c-jun, a w konsekwencji
— do aktywacji enzymdéw uczestniczagcych w usuwaniu
skutkow stresu, w tym STGP. Wskazuje to na istnienie bez-
posredniego systemu regulacji aktywnosci kinazy jun przez
STGP. Istnieje hipoteza, ze komarki raka, wykazujgce nad-
mierng synteze STGP, unikajg w ten spos6b apoptozy, w
ktérej posredniczy JNK [59], Ciggta aktywacja kinazy Jun
w komérkach jest warunkiem przebiegu apoptozy induko-
wanej przez r6zne stymulatory, w tym 4-hydroksynonenal
(4-HNE). 4-HNE powoduje aktywacje JNK, ktora wigze
sie do N-kohAcowego regionu c-jun i fosforyluje 2 miejsca
wewnatrz domeny aktywacyjnej tego czynnika transkryp-
cyjnego. C-jun z kolei tworzy kompleks z miejscem AP-1
promotora wielu genéw, w konsekwencji czego nastepuje
aktywacja kaspazy-3 i apoptoza. Wykazano, ze cytotoksycz-
nosci 4-hydroksynonenalu mozna przeciwdziata¢ poprzez
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transfekcje komorek z mSTGA4, poniewaz enzym ten wigze
4-HNE [60],

Poniewaz eikozanoidy dziatajg jako czasteczki sygnato-
we, modulowanie ich poziomu przez STG moze réwniez
wptywacé na proces przekazywania sygnatéow. Prostaglan-
dyny cyklopentanowe w odr6znieniu od klasycznych pro-
staglandyn: PGD2, PGE2, PGF,unie oddziatujg poprzez re-
ceptory zwigzane z biatkiem G. 15d-PGJ,, metabolit PGD2
jest ligandem aktywujgcym PPARYy (z ang. peroxisome proli-
ferator-activated receptor y ). Ten czynnik transkrypcyjny jest
krytyczny dla réznicowania adipocytéw. Koniugacja 15d-
PGJ2: GSH moze zmniejszy¢ ekspresje gendw aktywowang
oddziatywaniem tego prostanoidu z PPARYy [61].

Transkrypcja wielu gendéw kodujgcych biatka chronigce
komorke przed kancerogenami i utleniaczami pozostaje
pod kontrolg rejonu regulatorowego DNA — ARE (ang.
antioxidant response element). Wzrost ekspresji tych genow
powoduje zahamowanie rozwoju nowotworu. R6zne sub-
stancje chemiczne, bedace posrednimi induktorami ARE,
powodujg odszczepienie Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid
2-related factor 2) potgczonego z biatkiem Keapl. Wolny
Nrf2 migruje z cytoplazmy do jadra, gdzie tgczy sie z rejo-
nem ARE, powodujac wzrost transkrypcji enzymow detok-
sykacyjnych i biatek o dziataniu przeciwutleniajgcym [62].
15-deoxy-Al24-prostaglandyna J24tgczy sie z resztg cysteiny
biatka Keapl zasocjowanego z cytoszkieletem, co uniemoz-
liwia jego oddziatywanie na jadrowy czynnik Nrf2 i utatwia
jego dysocjacje. Sprzegniecie 15d-PGJ2 z GSH powoduje
utrate zdolnosci tej prostaglandyny do modyfikacji Keapl,
a tym samym zmniejsza ilo$¢ Nrf2 przedostajgcego sie do
jadra.

UWAGI KONCOWE

Transferazy glutationowe (STG) uczestniczg w meta-
bolizmie kancerogenow, lekéw, zanieczyszczen Srodowi-
skowych, metabolitéw przemystowych, srodkéw ochrony
roélin, produktow posrednich stresu oksydacyjnego i wie-
lu innych zwigzkéw. RdOwnocze$nie pod wptywem pro-
utleniaczy, a takze w przebiegu procesu nowotworowego
nastepuje aktywacja transkrypcji genoéw kodujacych STG.
Enzymy te petnig zatem przeciwstawne funkcje: z jednej
strony uczestniczg w detoksykacji ksenobiotykéw, z dru-
giej natomiast zmniejszajg terapeutyczne dziatanie lekdw,
poprzez koniugacje z glutationem i usuwanie utworzonych
pod ich katalitycznym wptywem tioeteréw, co moze mie¢
szczeg6lne znaczenie w terapii przeciwnowotworowe;j.
Dlatego poznanie ich budowy oraz mechanizmu dziatania
moze pozwolié¢ na modulowanie ich funkcji, poniewaz na-
wet niewielkie zmiany strukturalne mogg znacznie zmienic
powinowactwo STG do okreslonych substratéw. Powaznym
problemem dla toksykologdw moze by¢ aktywacja zarow-
no utworzonych S-koniugatéw, jak produktéw ich N-ace-
tylacji pod wptywem [3-liazy, enzymu, ktérego najwyzsza
aktywno$¢é zaobserwowano w nerkach. Powstajgce w tym
procesie tiolany moga by¢ przeksztatcone do toksycznych
czynnikow tioacylujacych, tiiranéw lub mutagenicznych
tioketenow. Zaréwno w warunkach aktywacji tioeteréw
pod wptywem [3-liazy, jak i w przebiegu procesu nowotwo-
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rowego zahamowanie aktywnosci S-transferaz mogtoby
wiec mie¢ znaczenie terapeutyczne.

PISMIENNICTWO

1. Armstrong R N (1997) Structure, catalytic mechanism, and evolution
of the glutathione transferases. Chem Res Toxicol 10: 2-18

2. Nathaniel C, Wallace LA, Burke J, Dirr HW (2003) The role of an evo-
lutionarily conserved cis-proline in the thioredoxin-like domain of hu-
man class Alpha glutathione transferase Al-1. Biochem J 372: 241-246

3. Hayes JD, Flanagan JU, Jowsey IR (2005) Glutathione transferases.
Annu Rev Pharmacol Toxicol 45: 51-88

4. Mannervik B, Berhane K, Castro VM, Olin B, Ridderstrom M, Vignani
R, Kozarich JW, Ringborg U (1990) Glutathione-linked enzymes in
normal and tumor cells and their role in resistance against genotoxic
agents. Princess Takamatsu Symp 21: 253-262

5. Morozova N, Khrapko K, Panee J, Liu W, Harney JW, Berry MJ (2007)
Glutathione depletion in hippocampal cells increases levels of H and
L ferritin and glutathione S-transferase mMRNAs. Genes to cells 12:561-
567

6. Gallagher EP, GardnerJL, Barber DS (2006) Several glutathione S-trans-
ferase isoenzymes that protect against oxidative injury are expressed
in human liver mitochondria. Biochem Pharmacol 71:1619-1628

7. Pearson WR (2005) Phylogenies of glutathione transferase families
(2005) Methods Enzymol 401:186-204

8. Thyagaraju K, Hemavathi B, Vasundhara K, Rao AD, Devi KN (2005)
Comparative study on glutathione transferases of rat brain and testis
under the stress of phenobarbitol and p-methylcholanthrene. J Zheji-
ang Univ Sci 6B: 759-769

9. Moons A (2005) Regulatory and functional interactions of plant growth
regulators and plant glutathione S-transferases (GSTs). Vitam Horm
72:155-202

10. Sheehan D, Meade G, Foley FM, Dowd CA (2001) Structure, function
and evolution of glutathione transferase: implications for classivication
of non-mammalian members of an ancient superfamily. Biochem J 360:
1-16

11. Kong GKW, Polekhina G, McKinstry WJ, Parker MW, Dragani B, Ace-
to A, Paludi D, Principe DR, Mannervik B, Stenberg G (2003) Contri-
bution of glycine 146 to a conserved folding module affecting stability
and refolding of human glutathione transferase PI-1. J Biol Chem 278:
1291-1302

12. Cocco R, Stenberg G, Dragani B, Principe DR, Paludi D, Mannervik B,
Aceto A (2001) The folding and stability of human alpha class gluta-
thione transferase Al-1 depend on distinct roles of a conserved N-cap-
ping box and hydrophobic staple motif. J Biol Chem 276: 32177-32183

13. Alves CS, Kuhnert DC, Sayed Y, Dirr HW (2006) The intersubunit
lock- and- key motifin human glutathione transferase Al-1: role of the
key residues MetSland Phe®in function and dimer stability. Biochem
J393:523-528

Sinning I, Kleywegt GJ, Cowan SW, Reinemer P, Dirr HW, Huber R,
Gilliland GL, Armstrong RN, Ji X, Board PG, Olin B, Mannervik B,
Jones TA (1993) Structure determination and refinement of human
alpha class glutathione transferase Al-1, and comparison with Mu and
Pi class enzymes. J Mol Biol 232:192-212

Kuhnert DC, Sayed Y, Mosebi S, Sayed M, Stell T, Dirr HW (2005) Ter-
tiary interactions stabilise the C-terminal region of human glutathione
transferase Al-1: a crystalographic and calorimetric study. J Mol Biol
349:825-838

16. Dirr HW, Little T, Kuhnert DC, Sayed Y (2005) A conserved N-cap-
ping motif contributes significantly to the stabilization and dynamics
of the C-terminal region of class alpha glutathione S-transferases. J
Biol Chem 280:19480-19487

17.Ji X, Tordova M, O'Donnell R, Parson JF, Hayden JB, Gilliand GL, Zim-
niak P (1997) Stucture and function of the xenobiotic substrate- bind-
ing site and location of a potential non-substarate- binding site in a
class pi glutathione S-transferase. Biochemistry 36: 9690-9702

1

>

1

o

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

18.

19.

20.

2

[y

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36

37.

Penington CJ, Rule GS (1992) Mapping the substrate-binding site of a
human class mu glutathione transferase using nuclear magnetic reso-
nance spektroscopy. Biochemistry 31: 2912-2920

Wang RW, Newton DJ, Huskey SE, McKeever BM, Pickett CB, Lu AY

(1992) Site directed mutagenesis of glutathione S-transferase Ya,Ya.

Important role of tyrosine 9 and aspartic acid in catalysis. J Biol Chem
267:19866-19871

Patskovsky YV, Patskovska LN, Listowsky I (1999) Functions of His
107 in the catalytic mechanism of human glutathione S-transferase hG-
STMIla-la. Biochemistry 38:1193-1202

.Oakley AJ, Lo Bello M, Battistoni A, Ricci G, Rossjohn J, Villar HO,

Parker MW (1997) The structures of human glutathione S-transferase
PI-1 in complex with glutathione and various inhibitors at high reso-
lution. J Mol Biol 274: 84-100

Johansson HS, Mannervik B (2001) Human glutathione transferase
A3-3, a highly efficient catalyst of double-bond isomerization in the
biosynthetic pathway of steroid hormones. J Biol Chem 276: 33061-
33065

Gu Y, Guo J, Pal A, Pann SS, Zimniak P, Singh SV, Ji X (2004) Crystal
structure of human glutathione S-transferase A3-3 and mechanistic
implications for its high steroid isomerase activity. Biochemistry 43:
15673-15679

Board PG, Coggan M, Chelvanayagam G, Easteal S, Jermiin LS, Schul-
te GK, Danley DE, Hoth LR, Griffor MC, Kamath AV, Rosner MH,
Chrunyk BA, Perregaux DE, Gabel CA, Geoghegan KF, Pandit J (2000)
Identification, characterization and crystal structure of the omega class
glutathione transferases. J Biol Chem 275: 24798-24806

Garcera A, Barreto L, Piedrafita L, Tamarit J, Herrero E (2006) Saccha-
romyces cerevisiae cells have three omega class glutathione transfer-
ases acting as 1-Cys thiol. Biochem J 398:187-196

Barreto L, Garcera A, Jansson K, Sunnerhagen P, Harrero E (2006) A
peroxisomal glutathione transferase of Saccharomyces cerevisiae is
functionally related to sulfur amino acid metabolism. Eukaryot Cell 5:
1748-1759

Mandal AK, Skoch J, Bacskai BJ, Hyman BT, Christmas P, Miller D,
Yamin TD, Xu S, Wisniewski D, Evans JF, Soberman RJ (2004) The
membrane organization of leukotriene synthesis. Proc Natl Acad Sei
USA 101: 6587-6592

Keen JH, Jakoby WB (1978) Glutathione transferases. Catalysis of nu-
cleophilic reactions of glutathione. J Biol Chem 253: 5654-5657

Keen JH, Habig WH, Jakoby WB (1976) Mechanism for the several ac-
tivities of the glutathione S-transferases. J Biol Chem 251: 6183-6188

Anders MW, Dekant W (1998) Glutathione- dependent bioactivation
of haloalkenes. Artnu Rev Pharmacol Toxicol 38: 501-537

Schmuck EM, Board PG, Whitbread AK, Tetlow N, Cavanaugh JA,
Blackburn AC, Masoumi A (2005) Characterization of the monome-
thylarsonate reductase and dehydroascorbate reductase activities of
omega class glutathione transferase variants: implications for arsenic
metabolism and the age -at-onset of Alzheimer's and Parkinson's di-
seases. Pharmacogenet Genomics 15:493-501

McCarthy DL, Navarrete S, Willett WS, Babbitt PC, Copley SD (1996)
Exploration of the relationship between tetrachlorohydroquinone and
the glutathione S-transferases. Biochemistry 35:14634-14642

Seltzer S. (1973) Purfirication and properties of maleylacetone cis-trans
isomerase from vibrio 01.J Biol Chem 248: 215-222

Feméndez-Canon J M, Baetscher MW, Finegold M, Burlingame T,
Gibson KM, Grompe M (2002) Maleylacetoacetate isomerase (MAAI/
GSTZ) — deficient mice reveal a glutathione-dependent nonenzyma-
tic bypass in tyrosine catabolism. Mol Cell Biology 22: 4943-4951

Feméandez-Canon JM, Penalva MA (1998) Characterization of a fungal
maleylacetoacetate isomerase gene and identification of its human ho-
mologue. J Biol Chem 273: 329-337

.Board PG, Anders MW (2005) Human glutathione transferase zeta.

Methods Enzymol. 401: 61-77

Lantum HBM, Lieber DC, Board PG, Anders MW (2002) Alkylation
and inactivation of human glutathione transferase zeta (hGSTZI-1) by
maleylacetone and fumarylacetone. Chem Res Toxicol 15: 707-716

Postepy Biochemii 53 (4) 2007

38.

3

©

40.

41.

4

N

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50

51

52.

53.

54.

55.

56.

Schultz IR, Merdink JL, Gonzales-Leon A, Bull RJ (2002) Dichloroace-
tate toxicokinetics and disruption of tyrosine catabolism In B6C3F1
mice: dose -response relationships and age as modyfying factor. Toxi-
cology 173: 229-247

. Kiefer PM Jr, Copley SD (2002) Characterization of the initial steps in

the reductive dehalogenation catalyzed by tetrahlorohydroquinone
dehalogenase. Biochemistry 41:1315-1322

Swartz J, Hallin E, Shi Y, S6derstrom M, Hammarstrom S (2006) Iden-
tification of regions of leukotriene C4 synthase which direct the enzy-
me to its nuclear envelope localization. J Cell Biochem 98:1517-1527

Kanaoka Y, Ago H, Inagaki E, Nanayarna T, Miyano M, Kikuno R,
Eguchi N, Toh H, Urade Y, Hayaishi O (1997) Clonning and crystal
structure of hematopoietic prostaglandin D synthase. Cell 90: 1085-
1095

. Wiodek L (2003) Glutation. Antyoksydacyjne i detoksykacyjne witasci-

wosci, biologiczna i farmakologiczna regulacja biosyntezy, W: Wiodek
Lidia (red) Biotiole w warunkach fizjologicznych, patologicznych i w
terapii Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, str. 117-
119,128-131

Wiodek L, Iciek M (2003) Cysteina. Metabolizm, biologiczna rola i
przyczyna toksycznosci, W: Wiodek L (red) Biotiole w warunkach fi-
zjologicznych, patologicznych i w terapii. Wydawnictwo Uniwersyte-
tu Jagiellonskiego, Krakéw, str. 45-47

Coles BF, Kadlubar FF (2005) Human alpha class glutathione S- trans-

ferases: genetic polymorphism, expression and susceptibillity to dis-
ease. Methods Enzymol 401: 9-42

Hu X Srivastava SK, Pal A, Awasthi YC, Zimniak P, Sinh SV (1998) Cat-
alytic efficiencies of allelic variants of human glutathione S-transferase
PI-1 toward carcinogenic anti-diol epoxides of benzo[c]phenantrene
and benzo[g]chrysene. Cancer Res 58:5340-5343

Pal A, Desai DH, Amin S, Srivastava SK, Hu X, Herzog C, Zimniak P,
Singh SV (2000) Location of the epoxide function determines specific-
ity of the allelic variants of human glutathione transferase pi toward
benzo[c]chrysene diol epoxide isomers. Febs Lett 468:163-166

Yang Y, Sharma R, Zimniak P, Awasthi YC (2002) Role of alpha class

glutatione S-transferases as antioxidant enzymes in rodent tissues.
Toxicol Appl Pharmacol 182:105-115

Hurst R, Bao Y, Jemth P, Mannervik B, Williamson G (1998) Phospho-
lipid hydroperoxide glutathione peroxidase activity of human gluta-
thione transferases. Biochem J 332: 97-100

Nair MB, Latha MS (2005) Glutathione antioxidant status of frozen
meat samples. J Environ Biol 26: 681-685

.Hiratsuka A, Yamane H, Yamazaki S, Ozawa N, Watabe T (1997) Sub-

unit Ya-specific glutathione peroxidase activity toward cholesterol 7-
hydroperoxides of glutathione S-transferases in cytosols from rat liver
rand skin. J Biol Chem 272: 4763-4769

Prabhu KS, Reddy PV, Jones EC, Liken AD, Reddy CC (2004) Charac-
terization of a class alpha glutathione S-transferase with glutathione
peroxidase activity in human liver microsomes. Arch Biochem Bio-
phys 424: 72-80

Ralat LA, Manevich Y, Fisher AB, Colman RF (2006) Direct evidence
for formation of a complex between 1-cysteine peroxiredoxin and glu-
tathione S-transferase pi with activity changes in both enzymes. Bio-
chemistry 45: 360-372

van Hyclama Vlieg JET, Janssen DB (2001) Formation and detoxifica-
tion of reactive intermediates in the metabolism of cWorinated ethenes.
J Biotechnol 85:81-102.

Commandeur JN, Boogaard PJ, Mulder GJ, Vermeulen NP (1991) Mu-
tagencity and cytotoxicity of two regioisomeric mercapturic acids and
cysteine S-conjugates of trichloroethylene. Arch Toxicol 65: 373-380
Luu NC, lyer RA, Anders MW, Ridge DP (2000) Bioactivation mecha-
nisms of haloalkene cysteine s-conjugates modeled by gas-phase, ion-
molecule reactions. Chem Res Toxicol 13: 610-615

Svehlikova V, Shuran W, Jakubikova J, Williamson G, Mitchen R, Bao
Y (2004) Interactions between sulforaphane and apigenin in the induc-
tion of UGT1A1 and GSTAL in Caco-2 cells. Carcinogenesis 25: 1629-
1637

387



57. Xu K, Thomalley PJ (2001) Involvement of glutathione metabolism in 60. Cheng lJi-Z, Singhal SS, Sharma A, Saini M, Yang Y, Awasthi S, Zim-

the cytotoxicity of the phenethyl isothiocyanate and its cysteine con- niak P, Awasthi YC (2001) Transfecton of mMGSTA4 in HL-60 cells pro-
jugate to human leukaemia cells in vitro. Biochem Pharmacol 61:165- tects against 4-hydroxynonenal-induced apoptosis by inhibiting INK-
177 mediated signaling. Arch Biochem Biophys 392:197-207

58. Edelat M, Persson MA, Mannervik B (2003) Selective recognition of 61. Powis G, Mustacich D, Coon A (2000) The role of the redox protein
peptide sequences by glutathione transferases: a possible mechanism thioredoxin in cell growth and cancer. Free Rad Biol Med. 29: 312-322
for modulation of cellular stress-induced signaling pathways. Biol 62.Hang Y, Gordon GB (2004) A strategy for cancer prevention: stimula-
Chem 384: 645-651 tion of the Nfr2-ARE signaling pathway. Mol Cancer Ther 3: 885-893

59. Adler V, Yin Z, Fuchs SY, Benezra M, Rosario L, Tew KD, Pincus MR,
Sardana M, Henderson CJ, Wolf CR, Davis RJ, Ze'ev R (1999) Regula-
tion of INK signaling by GSTp. EMBO J 18:1321-1334
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P-lyase-dependent bioactivation of cysteine S-conjugates
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ABSTRACT

Glutathione transferases (GSTs) catalyze nucleophilic attack of glutathione on electrophilic center of the second substrate, hydrophobic in
character. It leads to the formation of glutathione S-conjugates (thioethers), which are subsequently eliminated from the organism as mercap-
turic acids. However, in some reactions, glutathione can also fulfills the role of a cofactor, facilitating transformation of a hydrophobic sub-
strate molecule, and released after the structure has been changed. Glutathione transferases participate in the processes of conjugation, reduc-
tion, isomerization, synthesis of sex hormones, prostaglangins and leukotrienes, degradation of aromatic compounds and signal transduction.
The role of these enzymes consists principally in increasing glutathione nucleophilicity by its appropriate positioning and binding in active
center, and its following activation by catalytic amino acid residues. There are also so-called ligandins, i.e. glutathione transferases which can
bind hydrophobic, non-substrate ligands, thereby contributing to their sequestration. GSTs play a dominating role in detoxification of xeno-
biotics eliminated from the body in the form of thioethers, which however, under certain conditions, can be bioactivated in p-liase-catalyzed
reaction to form compounds capable of forming tissue adducts. Inhibition of S-transferase activity can have therapeutic significance both
when thioethers are activated by p-liase and during carcinogenesis, which is often accompanied by overexpression of GSTs.
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W ptyw modyfikacji biatek komorkowych przez
O-GIcNACc na proces przekazywania sygnatu

STRESZCZENIE

likozylacja, polegajaca na przytaczeniu pojedynczych reszt p-N-acetylo-D-glukozami-
Gny do reszt seryny lub treoniny polipeptydu wigzaniem O-glikozydowym (O-GIcNAc),
jest powszechna modyfikacja biatek jadrowych i cytoplazmatycznych. Wéroéd zidentyfiko-
wanych do tej pory prawie 200 biatek posiadajgcych reszty O-GIcNAc, wyrézni¢ mozna,
miedzy innymi, czynniki transkrypcyjne, biatka uczestniczace w przekazywaniu sygnatu
i enzymy szeregu proces6w metabolicznych. Biatka modyfikowane przez O-GIcNAc moga
by¢ takze fosforylowane. W niektérych przypadkach reszty O-GIcNAc i fosforanowe zajmu-
ja zamiennie doktadnie te same miejsca. Sugeruje sie wiec, ze zamiast prostej regulacji tylko
przez fosforylacje, w przekazywanie sygnatu wtaczony jest mechanizm bardziej ztozonej
regulacji, uwzgledniajacy takze glikozylacje biatek. Niniejsza praca przedstawia aktualny
stan wiedzy na temat struktury i funkcji enzyméw zaangazowanych w modyfikacje biatek
komérkowych przez O-GIcNAc oraz roli tej modyfikacji w regulacji procesu przekazywania
sygnatu i transkrypcji.

WPROWADZENIE

Glikozylacja, polegajagca na przytgczeniu pojedynczych reszt (3-N-acetylo-D-
glukozaminy do reszt seryny lub treoniny polipeptydu wigzaniem O-glikozy-
dowym (O-GIcNACc), jest powszechng modyfikacjg biatek komdrkowych [1-3].
Odkrycie tej formy glikozylacji biatek, ktérego dokonano w 1984 roku w labo-
ratorium Harta [4], stato sie waznym wydarzeniem w dziedzinie glikobiologii,
poniewaz zasadniczo zmienito poglady na role glikozylacji w komorce. Do tej
pory uwazano, ze glikozylowane biatka wystepuja wytgcznie w siateczce $réd-
plazmatycznej i na powierzchni komdrki, tymczasem wiele biatek jagdrowych
i cytoplazmatycznych posiada pojedyncze reszty (3-N-acetylo-D-glukozaminy.
Biatka zawierajgce reszty O-GIcNAc wykryto u wszystkich badanych do tej pory
wyzszych Eukaryota oraz u wirus6w. Nie stwierdzono natomiast tej modyfikacji
u Prokaryota [5], Wystepowanie tego rodzaju glikozylacji u nizszych Eukaryota,
na przyktad u drozdzy, jest kontrowersyjne, poniewaz u organizmoéw tych biat-
ka modyfikowane sg takze przez reszty a-GIcNAc, a wiele technik stosowanych
obecnie w badaniach O-glikozylacji nie pozwala na rozréznienie czy reszta N-
acetyloglukozaminy przytgczona jest wigzaniem a czy p [5] .

O-glikozylowane biatka wewnatrzkomdérkowe sg bardzo rézne zaréwno pod
wzgledem strukturalnym, jak i funkcjonalnym. Obecnie zidentyfikowano okoto
200 biatek komorkowych, w przypadku ktérych potwierdzono wystepowanie
reszt O-GIcNAc [2]. Mozna wsrdd nich wyrdzni¢: biatka cytoszkieletu, jadro-
wych komplekséw porowych, chromatyny, polimeraze RNA klasy Il i jej czyn-
niki transkrypcyjne, protoonkogeny, supresory nowotwordw, jadrowe receptory
hormonow, fosfatazy, kinazy, enzymy zaangazowane w procesy metaboliczne i
wiele innych [6], Glikozylacja, polegajaca na przytgczeniu reszt O-GIcNAc, jest
modyfikacja wykazujaca cechy predestynujace jg do odgrywania roli w przeka-
zywaniu sygnatu w komoérce [1,2,5]. Wiasciwosci tej modyfikacji pod wieloma
wzgledami bardziej przypominajg fosforylacje niz typowe N- i O-glikozylacje.
Po pierwsze, w przeciwienstwie do klasycznych typow glikozylacji z raczej sta-
tycznymi tancuchami sacharydowymi, modyfikacja biatek przez O-GIcNAc cha-
rakteryzuje sie niezwyktg dynamika. Okres potowicznego zaniku reszt cukro-
wych jest bardzo krotki w poréwnaniu z tym samym czasem dla polipeptydu.
Po drugie, stopien O-glikozylacji biatek jadrowych i cytoplazmatycznych zmie-
nia sie pod wptywem czynnikow $rodowiska zewnetrznego, np. w odpowiedzi
na stymulacje insuling, zmiane stezenia glukozy, podwyzszong temperature,
stres osmotyczny i oksydacyjny [7], Aktywacja limfocytow T myszy przez mi-
togen —konkanawaline A powoduje szybka zmiane stopnia glikozylacji biatek
jadrowych i cytoplazmatycznych [2], Podobnie w przypadku neutrofiléw, ob-
serwowano przejsciowy wzrost ilosci reszt O-GIcNAc w biatkach komérkowych
w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw chemotaktycznych [8]. Wprowadzanie
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lusuwanie reszt O-GIcNAc w przypadku wielu biatek zale-
zy réwniez od fazy cyklu komdérkowego [9],

ENZYMY PRZYLACZAJACE |
USUWAJACE RESZTY O-GIcNAc

O-GIcNAc TRANSFERAZA

[3-N-acetyloglukozaminylotransferaza UDP-N-acetylo-
glukozamina: biatko (O-GIcNAc transferaza, OGT) jest je-
dynym enzymem odpowiedzialnym za katalityczne przyta-
czenie p-N-acetylo-D-glukozaminy do grupy hydroksylowej
reszty seryny lub treoniny biatka [10]. Jego obecnos$¢ stwier-
dzono we wszystkich badanych do tej pory organizmach
wielokomérkowych zardwno roslinnych, jak i zwierzecych.
Nie stwierdzono natomiast wystepowania O-GIcNAc trans-
ferazy u Prokaryota i drozdzy [11,12], Najwiekszg ekspresja
genu kodujgcego O-GIcNAc transferaze charakteryzuje sie
moézg i trzustka [11,12].

Kiedy po raz pierwszy otrzymano oczyszczong O-Glc-
NAc transferaze z komdrek watroby szczura, okazato
sie, ze enzym ten jest heterotrimerem sktadajagcym sie z
2 podjednostek a o masie czagsteczkowej 110 kDa i jednej
P o masie czasteczkowej 78 kDa [10]. P6zZniejsze badania
wykazaty jednak, ze podjednostka 110 kDa wystepuje we
wszystkich tkankach w postaci homotrimeru, natomiast
podjednostka 78 kDa wykrywana jest tylko w nerkach,
miesniach i watrobie [2]. Przeciwciata wytworzone prze-
ciwko podjednostce a reagujg takze z podjednostkg 78
kDa, co mogtoby oznaczaé, ze jest ona fragmentem wiek-
szej podjednostki, powstatym w wyniku jej proteolizy [10].
Najnowsze badania z laboratorium Hanovera sugeruja jed-
nak, ze u ssakdw istniejg trzy izoformy O-GIcNAc transfe-
razy, bedgce efektem alternatytwnego sktadania mRNA.
Dwie z nich, tj. ncOGT (ang. nucleocytoplasmic OGT) i sOGT
(ang. short OGT), odpowiadajace podjednostkom 110 kDa
i 78 kDa, maja jadrowo-cytoplazmatyczng lokalizacje, a
trzecia —mOGT (ang. mitochondrial OGT) — wystepuje w
mitochondriach [13-15]. Podjednostka 110 kDa sktada sie
z trzech czesci: N-koncowej domeny, zawierajacej wiele
tandemowo utozonych powtérzen motywow TPR (ang.
tetratricopeptide repeats), katalitycznej domeny C-kohAcowej
oraz fragmentu tgczacego te dwie domeny, stanowigcego
sekwencje lokalizacji jadrowej [11,12] (Ryc. 1). Domena N-
kofAcowa, ktéra u cztowieka zawiera 11,5 powtorzen TPR,
a u Caenorhabditis elegans - 13, odpowiada za oddziatywa-
nia miedzy OGT a jej biatkowymi substratami [10,16,17],
Dwie pozostate izoformy O-GIcNAc transferazy posiadajg
takg samg domene katalityczng, ale r6znig sie liczbg po-
wtdérzen TPR w N-konAcowej czesci enzymu, co wptywa
na specyficzno$¢ wzgledem substratow biatkowych. Mito-
chondrialna izoforma OGT o masie czasteczkowej 103 kDa
zawiera w domenie N-koncowej 9 powtdrzen TPR, ktore
sa poprzedzone krdtka sekwencja decydujaca o jej lokali-
zacji [13]. sOGT zawiera trzy motywy TPR. W laborato-
rium Hanovera [15] badano specyficzno$¢ poszczegdlnych
izoform OGT wzgledem rdznych biatek komdrkowych.
Okazato sie, ze niektére biatka, np. Nup62 (ang. nucleoporin
62 kDa) i kinaza kazeinowa Il, sg glikozylowane zar6wno
przez ncOGT, jak i mOGT. Z kolei p-N-acetylo-D-glukoza-
minidaza i biatko tau ulegajg modyfikacji tylko w wyniku
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Izoformy O-GIcNAc transferazy

N T c coGT

Domena NLS Domena

TPR katalityczna

N -C sOGT
C mOGT

Izoformy (-N-acetylo-D-glukozaminidazy

N C

& Domena

Domena K 3
aspaza s atalityczna A

katalityczna H/G

- B

Rycina 1. Strukturalna organizacja izoform O-GIcNAc transferazy i p-N-acety-
lo-D-glukozaminidazy. Domena TPR — domena zawierajgca powtérzenia TPR
(ang. tetratricopeptide repeats; motywy sekwencyjne zawierajace uktad czterech, a
nastepnie trzech zachowanych w ewolucji aminokwaséw); NLS (ang. nuclear loca-
lization sequence; sekwencje lokalizacji jadrowej); MTS (ang. mitochondrial targeting
sequence; sekwencja warunkujaca lokalizacje mitochondrialng); Domena katali-
tyczna H/G — domena o aktywnosci hialuronidazy i N-acetyloglukozaminida-
zy; Domena katalityczna A —domena o aktywnosci acetylotransferazy.

dziatania ncOGT, a kinaza yes tylko — mOGT. sOGT nie
powodowata modyfikacji zadnego z badanych biatek, cho-
ciaz jej katalityczna domena byta aktywna [15].

Domena C-koncowa O-GIcNAc transferazy, zawieraja-
ca miejsca aktywne enzymu, byta poczatkowo uwazana za
unikatowg, poniewaz nie stwierdzono homologii do zadne-
go znanego biatka. Pozniej jednak, dzieki technice modelo-
wania molekularnego, wykazano, ze domena ta ma pewne
strukturalne cechy, ktére upodabniajg jg do biatek nalezga-
cych do nadrodziny fosforylazy glikogenu [18]. Modele
czasteczkowe wykazujg, ze C-koniec O-GIcNAc transferazy
tworzy falde, sktadajgcy sie z dwoch domen przypominaja-
cych domeny Rossmanna. W czwartej helisie drugiej dome-
ny wystepuja cztery zachowane w ewolucji reszty amino-
kwasowe o charakterze kwasnym, ktoére prawdopodobnie
odpowiadajg za wigzanie urydynodifosfo-N-acetylogluko-
zaminy (UDP-GIcNAc) [18],

UDP-GIcNACc jest kluczowym donorem reszt N-acety-
loglukozaminy dla O-GIcNAc transferazy. Aktywnos¢ en-
zymu wzgledem peptydowych substratow wzrasta wraz
ze stezeniem UDP-GIcNAc. Badania kinetyki reakcji z wy-
korzystaniem jako substratu peptydéw otrzymanych ze
znanego biatka modyfikowanego przez O-GIcNAc — poli-
merazy RNA klasy Il, wykazaty, ze enzym praktycznie nie
ulega wysyceniu nawet przy bardzo wysokich stezeniach
UDP-GIcNAc, znacznie przekraczajgcych zakres fizjolo-
giczny [10]. Natomiast niska wartos¢ Km (~ 500 nM) daje
O-GIcNACc transferazie przewage w rywalizacji z transpor-
terami przenoszacymi UDP-GIcNAc z cytosolu do $wiatta
siateczki $rodplazmatycznej i aparatu Golgiego. Fakt, ze
aktywno$¢ OGT wzgledem biatek jest zalezna od poziomu
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UDP-GIcNAc, ktéry z kolei zmienia sie pod wptywem réz-
nych czynnikéw zewnatrzkomorkowych, a szczego6lnie ste-
zenia substratow energetycznych, czyni ten enzym dobrym
kandydatem do petnienia funkcji czynnika posredniczgcego
w przekazywaniu sygnatu biatkom uczestniczacym w regu-
lacji proces6w metabolicznych.

O-GlcNAc transferaza ulega potranslacyjnym modyfika-
cjom, takim jak fosforylacja tyrozyny oraz automodyfikacji,
czyli O-glikozylacji [10]. Nie wiadomo doktadnie jaki jest
wptyw tych modyfikacji na aktywno$¢ enzymu. Ostatnie
badania sugerujg, ze fosforylacja tyrozyny aktywuje OGT

(2.

O-GIcNAc transferaza jest kodowana przez pojedynczy
gen zlokalizowany u cztowieka i myszy w chromosomie X
(u cztowieka region ql3) [14,19], Badania dotyczgce inakty-
wacji genu tego enzymu dowiodty, ze jest on niezbedny do
zycia i utrata funkcji OGT prowadzi do $mierci embriondw
myszy [19]. Z kolei knock-out genu O-GIcNAc transferazy
u myszy ograniczony tylko do neuronéw powodowat, ze
nowo narodzone zwierzeta byty znacznie mniejsze od swo-
ich normalnych rowie$nikow i nie rozwijaty odpowiednich
zdolnosci lokomocyjnych. Zwierzeta te byty stabo odzywio-
ne izwykle umieraty przed uptywem 10. dnia zycia [20]. Ba-
dania moézgu irdzenia kregowego tych zwierzat wykazaty
wzrost iloSci zwigzanego z mikrotubulami biatka tau ijego
hiperfosforylacje [20].

B-N-ACETYLO-D-GLUKOZAMINIDAZA

Podobnie jak w przypadku OGT, oczyszczono, sklono-
wano i scharakteryzowano enzym usuwajacy reszty O-Glc-
NAc z biatek jadrowych i cytoplazmatycznych, czyli (3-N-
acetylo-D-glukozaminidaze [21,22], Obecnos$¢ p-N-acetylo-
D-glukozaminidazy stwierdzono we wszystkich badanych
dotychczas tkankach. Najwiekszg ekspresjg tego enzymu
charakteryzujg sie: mézg, tozysko i trzustka [6]. Poczatko-
wo (3-N-acetylo-D-glukozaminidaza zostata okreslona jako
heksozaminidaza C ze wzgledu na swoja jadrowo-cytopla-
zmatyczng lokalizacje, optymalne pH bliskie obojetnemu i
specyficzno$¢ wzgledem reszt GIcNAc, a nie N-acetyloga-
laktozaminy (GalNAc) [10]. W przeciwienstwie do niej opty-
malne pH dla dziatania lizosomowych heksozaminidaz (A i
B) jest bardziej kwasowe, sg one zlokalizowane wytgcznie w
lizosomach i wykazujg aktywnos$é zarowno wzgledem reszt
GlIcNAc, jak i GalNAc.

Gen P-N-acetylo-D-glukozaminidazy zlokalizowany jest
u cztowieka w chromosomie 10 (10q24) [21]. Sekwencja sklo-
nowanej P-N-acetylo-D-glukozaminidazy zostata zidentyfi-
kowana jako sekwencja odpowiadajgca antygenowi 5, ule-
gajacemu ekspresji w komérkach oponiaka (MGEA5 —ang.
meningioma expressed antigen 5) i powodujacemu odpowiedz
immunologiczng u pacjentéw [10]. Stwierdzono istnienie
dwdch wariantow p-N-acetylo-D-glukozaminidazy o réznej
wielkosci, ktére powstaja w wyniku alternatywnego skia-
dania mRNA. Gen dla enzymu sktada sie z 16 eksonéw. W
przypadku krétkiego wariantu enzymu, miejsce 5' wycina-
nia intronu 10 jest ignorowane, co daje dtuzszy ekson 10 za-
wierajagcy fragment intronu. W obrebie dalszych sekwencji
intronowych znajdujg sie alternatywny kodon stop i alter-
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natywne miejsce dla poliadenylacji [22], Konsekwencjg ta-
kiego sktadania mRNA dla P-N-acetylo-D-glukozaminidazy
jest wystepowanie dwoch form enzymu: dtuzszej —sktada-
jacej sie z 916 aminokwasow, ktora podczas elektroforezy w
zelu poliakrylamidowym z SDS wedruje w postaci pasma
0 masie czasteczkowej 130 kDa, i krotszej o masie 75 kDa,
zbudowanej z 677 aminokwaséw [10,21,22],

P-N-acetylo-D-glukozaminidaza wykazuje stabg aktyw-
nos¢ hialuronidazy oraz aktywnos$¢ heksozaminidazy, ktére
zwigzane sg z N-kofncowa czescig enzymu [23,24], Okaza-
o sie, ze kluczowe znaczenie dla aktywnosci heksozami-
nidazowej majg reszty Aspl74 i Aspl75 [25], Poréwnanie
sekwencji p-N-acetylo-D-glukozaminidazy z r6znymi ace-
tylotransferazami wykazato homologie jej C-koncowej do-
meny do rodziny acetylotransferaz GNAT (GNAT —ang.
GCN5-related family of acetyltransferases) [10]. Ostatnio w
laboratorium Kudlowa [23] udowodniono, ze P-N-acetylo-
D-glukozaminidaza dziata jak acetylotransferaza histondw
1ta aktywnos$é zwigzana jest z C-koncowg domeng enzy-
mu. Tak wiec P-N-acetylo-D-glukozaminidaza okazata sie
by¢ biatkiem o podwdjnej funkcji, wykazujacym dwie réz-
ne aktywnos$ci enzymatyczne. W zwigzku z tym Kudlow i
wspétpracownicy zaproponowali zmiane nazwy enzymu
na NCOAT (ang. nuclear cytoplasmic O-GIcNAcase and ace-
tyltransferase). Na NCOAT dziata kaspaza 3, ktéra odcina C-
koricowy fragment o masie 65 kDa. Nie ma to jednak wpty-
wu ani na heksozaminidazowa, ani acetylotransferazowg
aktywnos$¢ enzymu [23],

Przez dtugi czas uwazano, ze krotki wariant enzymu, po-
zbawiony jednej trzeciej dtugosci polipeptydu od C-korca,
nie wykazuje aktywnos$ci enzymatycznej. Jednak ostatnie
badania in vitro aktywnosci obu form wysoce oczyszczone-
go enzymu z wykorzystaniem syntetycznego, bardzo czute-
go substratu, potwierdzity heksozaminidazowg aktywnos$¢
krétkiego wariantu enzymu. W innym dos$wiadczeniu z
kolei wykazano, ze inkubacja lizatu komorek HelLa i HT-29
z oczyszczonym krotkim wariantem enzymu, powodowata
wyrazne obnizenie stopnia O-glikozylacji biatek [26],

Najpowszechniej stosowanym do tej pory inhibitorem
aktywnosci heksozaminidazowej enzymu jest PUGNAc
[0-(2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozylideno)ami-
no-N-fenylokarbaminian], Ten nietoksyczny zwigzek jest
czesto wykorzystywany w badaniach O-glikozylacji biatek
przez N-acetyloglukozamine, poniewaz jego dodanie do
hodowli komorek prowadzi do akumulacji reszt O-GIcNAc
w biatkach jadrowych i cytoplazmatycznych [27], Znanym
inhibitorem enzymu jest takze analog O-GIcNAc —strepto-
zotocyna [3]. Zwigzek ten powszechnie stosowany jest do
wywotania cukrzycy u zwierzat doSwiadczalnych oraz w
chemioterapii nowotworéw uktadu nerwowego i dokrew-
nego [3],

O-GLIKOZYLACJA A FOSFORYLACJA

Wszystkie zidentyfikowane do tej pory biatka modyfiko-
wane przez O-GIcNAc sg fosfoproteinami. Szczeg6towe ba-
dania wykazaty, ze reszty O-GIcNAc znajdujg sie na ogot w
miejscach, ktore sgrozpoznawane przez kinazy biatkowe [5],
W niektérych przypadkach reszty O-GIcNAc i fosforanowe
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Rycina 2. Hipoteza ,,yin-yang" — zalezno$¢ pomiedzy O-glikozylacja a fosfory-
lacjg.

zajmujg zamiennie doktadnie te same miejsca. Taka sytu-
acja dotyczy na przyktad reszty Thr58 biatka c-myc [28] czy
reszty Serl6 receptora p estrogenéw myszy [29], Reszty tych
aminokwaséw mogg wystepowa¢ w formie niemodyfiko-
wanej, fosforylowanej lub glikozylowanej. Wydaje sie wiec,
ze O-glikozylacja i fosforylacja sa modyfikacjami wzajemnie
sie wykluczajgcymi, chociaz w pewnych przypadkach miej-
sca fosforylacji i glikozylacji nie pokrywaja sie i sg oddalone
od siebie o kilka reszt aminokwasowych, jak np. w kinazie
kazeinowej Il czy czynniku wrazliwosci na surowice krwi

T

(OGT>

Rycina 3. Schemat przedstawiajgcy szlak biosyntezy heksozamin i wptyw modyfikacji biatek przez O-GIcNAc na przekazywanie
sygnatu insuliny. Kluczowym produktem szlaku heksozamin jest UDP-N-acetyloglukozamina, stanowigca substrat dla O-GIcNAc
transferazy. Wzrost O-glikozylacji szeregu biatek komérkowych, m.in. IRS1, AKT i Glut4, przyczynia sie do ograniczenia przeniesie-
nia transportera glukozy do btony komérkowej, w rezultacie czego zahamowany jest stymulowany przez insuline transport glukozy
do komorki. O-glikozylacja syntazy glikogenowej (GS) i kinazy syntazy glikogenowej p (GSKp) zaburza takze synteze glikogenu.
GFAT (ang. glutaming: fructose-6-phosphate-amido-transferase; amidotransferaza glutamina : fruktozo-6-fosforan).
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SRF (ang. serum responsefactor) [6]. Wzajemng zalezno$¢ po-
miedzy O-glikozylacjg a fosforylacjg zaobserwowano nie
tylko w odniesieniu do indywidualnych biatek, ale takze na
poziomie catej komorki. Traktowanie komaérek inhibitora-
mi fosfataz (kwas okadaikowy) i aktywatorami kinaz (estry
forbolu) prowadzito do obnizenia stopnia O-glikozylacji
wielu biatek komoérkowych [5], | odwrotnie — inhibitory
kinaz, takie jak staurosporyna, powodujg wzrost stopnia O-
glikozylacji biatek. Dane te pozwolity na wysuniecie hipote-
zy ,yin-yang", ktora zaktada wspdtzawodnictwo pomiedzy
resztami O-GIcNAc a fosforanowymi o dostepne miejsca
wigzania do biatka [5], Istnieje wiec mozliwos¢, ze zamiast
prostej regulacji tylko poprzez fosforylacje, w przekazywa-
nie sygnatu wigczony jest mechanizm bardziej ztozonej re-
gulacji, uwzgledniajgcy takze glikozylacje biatek. Hipoteza
»yin-yang" zaktada wystepowanie nastepujacych po sobie
proceséw deglikozylacji/fosforylacji oraz defosforyalacji/
glikozylacji, odpowiednio zmieniajacych witasciwosci biat-
ka (Ryc. 2). Fakt, ze O-GIcNAc transferaza tworzy stabilny
i aktywny kompleks z katalityczng podjednostka fosfatazy
PP1 (ang. protein phosphatase 1) wydaje sie stanowié¢ dosko-
nate potwierdzenie tej hipotezy [30],

O-GIcNAc A PRZEKAZYWANIE SYGNALU INSULINY

Istnieje wiele doniesien sugerujacych zwiagzek pomiedzy
zmianami stopnia O-glikozylacji biatek komérkowych a
cukrzyca typu Il [31,32], Znakiem szczeg6lnym tego typu
cukrzycy jest hiperglikemia potgczona z opornoscig na in-
suline, czyli niezdolnoscig komdrek do wychwytywania
glukozy pod wptywem insuliny [1,32]. Ostatnio uwaza sie,
ze w opornosci na insuline duzg role moze odgrywac szlak
biosyntezy heksozamin (Ryc. 3), ktérego koAcowym pro-
duktem jest przede wszystkim UDP-N-acetyloglukozamina
(UDP-GIcNAc), bedaca

substratem dla O-Glc-
NAc transferazy [32].
Chociaz normalnie szlak
biosyntezy heksozamin
reprezentuje tylko okoto
2-5% calego metaboli-
zmu glukozy, w warun-
kach jej zwiekszonego
stezenia we krwi odsetek
ten moze by¢ znacznie
wiekszy [31,33], Wzrost
poziomu  zewnatrzko-
mérkowej glukozy moze
powodowaé podwyzsze-
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[34-37]. Z kolei wzmozona synteza O-GIcNAc transferazy
w tkance ttuszczowej oraz miesniach szkieletowych i ser-
cu transgenicznych myszy powodowaty insulinoopornos$é
i zwiekszenie stezenia leptyny w surowicy [38], Natomiast
u szczuréw z genetycznie uwarunkowana cukrzycg lub
zwierzat, u ktérych byta ona indukowana iniekcjg strepto-
zotocyny, stwierdzono podwyzszong ekspresje O-GIcNAc
transferazy w rogowce [39], trzustce [40] i mie$niach gtad-
kich aorty [41]. Powyzszony stopien O-glikozylacji biatek
komarek trzustki i wysp Langerhansa u szczuréw Goto-
Kakizaki, stanowigcych zwierzecy model cukrzycy typu Il,
powodowat obnizenie sekrecji insuliny [42],

Uwaza sie, ze insulinooporno$¢ zwigzana jest z zaha-
mowaniem pewnych etapéw szlaku insuliny. Pierwszym
zdarzeniem w drodze przekazywania sygnatu inicjowa-
nego przez zwigzanie insuliny z receptorem, ktéry ma ak-
tywnos¢ kinazy tyrozynowej, jest fosforylacja biatek IRS-1 i
IRS-2 (ang. insulin receptor substrate). Fosforylacja tyrozyny
tych biatek umozliwia ich zwigzanie z domeng SH2 regu-
latorowej podjednostki p85 3-kinazy fosfatydyloinozytolu,
ktora poprzez aktywacje katalitycznej podjednostki pllO,
przeksztatca fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforan do fos-
fatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu (PIP3. W potaczeniu
z PDK1 (ang. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1),
PIP3przyczynia sie do aktywacji kolejnych efektoréw, np.
kinazy biatkowej B (AKT/PKB) i kinazy biatkowej C, kt6-
re kontrolujg ré6zne metaboliczne procesy, wigczajgc w to
przeniesienie transportera glukozy 4 (Glut4) do btony ko-
madrkowej w miesniach i adipocytach, synteze glikogenu w
miesniach, adipocytach i watrobie oraz synteze lipidéow w
watrobie [43].

Zwiekszenie liczby reszt O-GIcNAc zaktdca dynamiczng
rownowage pomiedzy fosforylacjg a O-glikozylacja, pro-
wadzgc do zaburzen szlaku przekazywania sygnatu insu-
liny. Okazato sie, ze niektore biatka tego szlaku, tj. IRS-1,
IRS-2, AKT i Glut4, s3 modyfikowane przez O-GIcNAc [32,
44-47]. Nie wiadomo jednak do konca, O-glikozylacja ktd-
rych biatek ma podstawowe znaczenie w zahamowaniu
przekazywania sygnatu insuliny i prowadzi do insulino-
opornosci. Vosseller i wsp. [48] wykazali, ze zwiekszenie
liczby reszt O-GIcNAc w biatkach komérkowych w wyniku
traktowania adipocytéw 3T3-L1 inhibitorem (3-N-acetylo-D-
glukozaminidazy —PUGNAc, powoduje insulinoopornosé
zwigzang z defektem aktywacji kinazy AKT, wynikajagcym z
obnizenia jej fosforylacji. Zaktécenie przekazywania sygna-
tu insulinowego ogranicza zdolno$¢ komorki do pobierania
glukozy w wyniku zredukowanego przeniesienia Glut4 do
btony komdrkowej [32], Poniewaz zardwno Glut4 [46], jak i
wiele biatek w pecherzykach transportujagcych Glut4 posia-
da reszty O-GIcNAc [37], nie jest jasne czy redukcja prze-
niesienia transportera glukozy jest spowodowana bloko-
waniem przez O-GIcNAc fosforylacji Glut4, aktywacji AKT
czy O-glikozylacjg biatek pecherzykéw uczestniczagcych w
transporcie [2],

Od O-glkozylacji uzalezniony jest takze metabolizm gli-
kogenu. Stwierdzono, ze syntaza glikogenu jest modyfiko-
wana przez reszty O-GIcNAc w adipocytach 3T3-L1 [49],
O-glikozylacja tego enzymu, zwiekszona w odpowiedzi
na wysokie stezenie glukozy i glukozaminy, ktérymi trak-
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towane byly komorki, wptywata na obnizenie jego aktyw-
nosci. Podwyzszenie ilosci O-GIcNAc w syntazie glikogenu
powoduje, Ze jest ona oporna na stymulowang przez isnu-
line aktywacje przez biatkowg fosfataze 1 (PP1, ang. protein
phosphatase 1) [49]. Reszty O-GIcNAc w syntazie glikogenu
prawdopodobnie przeszkadzajag w oddziatywaniu z PP1
lub innymi biatkami niezbednymi do jej aktywacji. Badania
roli modyfikacji biatek przez O-GIcNAc i fosforylacji w re-
gulowaniu aktywnosci syntazy glikogenu u myszy, u kto-
rych wywotano objawy cukrzycy przez podawanie strep-
tozotocyny, potwierdzity, ze wzrost liczby reszt O-GIcNAc
zalezny byt od obnizenia aktywnosci syntazy glikogenowej,
a usuniecie tych reszt przez (3-N-acetylo-D-glukozaminida-
ze utatwia aktywacje enzymu przez biatkowg fosfataze 1
[50]. Co interesujace, kinaza 3p syntazy glikogenu (GSK3P)
jest substratem dla OGT i jej glikozylacja moze wptywaé na
aktywnos$¢ wzgledem tego enzymu [16,48],

Wykazano zwigzek pomiedzy modyfikacjg biatek przez
O-GIcNAc atowarzyszacymi cukrzycy komplikacjami, taki-
mi jak np. choroba wiencowa [51], Clark i wsp. [52] stwier-
dzili, ze poddanie kardiomiocytéw szczura dziataniu wy-
sokiego stezenia glukozy powoduje zaburzenie w transpor-
cie wapnia, co byto zwigzane z redukcjg poziomu mRNA
i biatka Ca2ATPazy siateczki srédplazmatycznej SERCA2a
(ang. sarcoplasmic reticulum Ca2ATPase). Transport wapnia i
ekspresja SERCAIla byty przywrdcone do normalnego stanu
po wprowadzeniu do komorek adenowirusowego wekto-
ra zawierajagcego gen p-N-acetylo-D-glukozaminidazy. Tak
wiec nadprodukcja enzymu, ktéry usuwa O-GIcNAc, po-
woduje odwrdcenie efektu wywotanego przez ekspozycje
komorek na wysokie stezenie glukozy. Podobne rezultaty
uzyskano w przypadku myszy z cukrzyca indukowang
streptozotocyng. Zwierzeta te wykazywaty podwyzszong
O-glikozylacje biatek komorkowych i zaktécong funkcje
serca, ale wprowadzenie wektora z genem p-N-acetylo-D-
glukozaminidazy powodowato wyrazng poprawe w prze-
ptywie wewngatrzkomérkowego wapnia, jego gromadzenie
w siateczce $rédplazmatycznej i poprawe kurczliwosci, {j.
skrécenie czasu skurczu [53]. Wysokie stezenie glukozy we
krwi negatywnie wptywa na $ciany naczyn krwiono$nych.
Czesciowo jestto spowodowane hamowaniem endotelialnej
syntazy tlenku azotu (eNOS), ktéra hamuje agregacje ptytek
i proliferacje miesni gtadkich naczyn, redukuje przepusz-
czalno$¢ naczyn i utlenianie tipoprotein o malej gestosci
[54], Wykazano, ze wzrost przeptywu glukozy przez szlak
biosyntezy heksozamin zwieksza glikozylacje eNOS. Nor-
malnie eNOS jest aktywowana poprzez fosforylacje reszty
seryny 1177 przez AKT. W warunkach wysokiego stezenia
glukozy fosforylacja tej reszty ulega obnizeniu [54],

Sktonnos$¢ do zapadania na cukrzyce typu Il wydaje sie
by¢ genetycznie uwarunkowana, aczkolwiek ujawnienie
sie fenotypu jest modulowane przez wiele dodatkowych
czynnikéw, na przyktad diete, ¢wiczenia i wiek [32], Ostat-
nio czesto sugeruje sie powigzanie miedzy cukrzycg a eks-
presja genu kodujgcego p-N-acetylo-D-glukozaminidaze.
Prawidtowa funkcja i ekspresja tego enzymu jest wazna dla
odpowiedzi komérki na stezenie glukozy. Tak wiec gen ko-
dujacy p-N-acetylo-D-glukominidaze —MGEAS wydaje sie
by¢ jednym z gendw, ktorych defekt moze byé zwigzany z
prawdopodobienstwem wystgpienia cukrzycy. Przeprowa-
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dzone ostatnio badania genetyczne w grupie Amerykanow
meksykanskiego pochodzenia chorych na cukrzyce typu Ili
ich rodzin, ujawnity zalezno$¢ pomiedzy cukrzycg a wyste-
powaniem rzadkiego allelu zwiazanego z polimorfizmem
SNP (ang. single nucleotide polymorphism) w intronie 10
MGEAS5. Poniewaz intron ten zawiera alternatywny kodon
stop jest mozliwe, ze zmiany w obrebie tego intronu powo-
dujg obnizenie ekspresji dtugiej formy enzymu [55],

O-GlcNAc A CHEMOTAKSJA LEUKOCYTOW

Neutrofile odgrywaja wazna role w odpowiedzi immu-
nologicznej organizmu na zakazenia bakteryjne i uszkodze-
nie tkanek. Efektywnos¢ tych komaérek w niszczeniu drono-
ustrojow przez fagocytoze jest uzalezniona od mozliwosci
ich migracji w kierunku ogniska zapalnego pod wptywem
dziatania r6znych czynnik6w. Chemotaksja wigze sie z uru-
chomieniem wewnatrzkomaorkowej sieci przekazywania sy-
gnatu obejmujacej dziatanie czynnikéw, takich jak: 3-kinaza
fosfatydyloinozytolu, mate biatka wigzgce GTP z rodziny
Rho i kinazy biatek aktywowanych mitogenem (MAPK,
ang. mitogen activated protein kinase). Ostatnio Kneass i Mar-
chase [8] stwierdzili, ze O-glikozylacja moze by¢ dodatko-
wym czynnikiem wptywajgcym na ruchliwos¢ leukocytow.
Neutrofile wykazujg szybkg zmiane stopnia O-glikozylacji
pod wptywem dziatania peptydu formylometionylo-leu-
cyno-fenyloalaniny (fMLF), ktory jest znanym agonistg
tych komorek [8]. Preinkubacja komdrek z glukozamina,
bedaca substratem szlaku biosyntezy heksozamin, powo-
duje wzrost stezenia UDP-GIcNAc i O-glikozylacji biatek
oraz dodatkowo wzmacnia efekt dziatania fMLF podczas
indukcji chemotaksji. Podobnie zastosowanie inhibitora (3
N-acetylo-D-glukozaminidazy — PUGNAc wptywato po-
zytywnie na indukowang chemoatraktantem ruchliwo$¢
komarek [8]. fMLF wiagze sie z receptorami na powierzchni
komoérek, ktoére uruchamiaja za posrednictwem biatek ada-
pterowych i matych biatek G, nalezagcych do nadrodziny
biatek wigzacych GTP, kaskade przekazywania sygnatu
obejmujacag kolejno kinazy MKKK (ang. MAPK kinase ki-
nase), MKK (ang. MAPK kinase) i MAPK. Stwierdzono, ze
wzrost O-glikozylacji wywotany inkubacjg komorek z glu-
kozaming lub PUGNAc harmonizowat ze wzrostem ilosci
potaczonego z GTP, czyli aktywnego biatka Rac. Podobnie
zwiekszenie O-glikozylacji skojarzone byto ze wzrostem ak-
tywnosci kinaz MAP (MAPK) —p38 i p44/42, ktdre z kolei
wynikato z aktywacji znajdujacych sie wyzej w kaskadzie
przekazywania sygnatu kinaz MAPK: MKK3/6 i MEK1/2.
Nie wiadomo doktadnie, w jaki sposéb kinazy MAPK po-
$redniczg w regulacji chemotaksji. Stwierdzono jednak, ze
farmakologiczne zahamowanie aktywnos$ci p38 i p44/42
obniza zdolno$¢ komérek do chemotaksji. Zwigzane jest to
prawdopodobnie z regulacjg specyficznego dla leukocytow
biatka 1, tagczacego sie z aktyna, oraz matego biatka szoku
termicznego HSP27 (ang. heat shock protein), modulujgcego
polimeryzacje aktyny. Oba biatka wigczone sg w regulacje
szkieletu aktynowego i migracje komaorek [56].

O-GIcNAc A STRES KOMORKOWY
Stres uruchamia mechanizmy przekazywania sygnatu w
komoérce, w wyniku czego dochodzi do syntezy lub akty-

wacji okreslonych biatek, ktérych zadaniem jest ostabienie
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skutkéw dziatania czynnika stresogennego poprzez prze-
ciwdziatanie sygnatom promujacym $mieré¢ komdrki. Za-
chara i wsp. [7] wykazali, ze r6zne formy stresu (termiczny,
oksydacyjny, etanolowy, osmotyczny) powodujg wzrost
stopnia glikozylacji biatek w réznych typach komérek. Wia-
domo, ze w wielu komaérkach w odpowiedzi na stres docho-
dzi do wzmozenia procesu transportu glukozy do komorki.
Cze$¢ tej glukozy jest wykorzystywana do wytworzenia
UDP-GIcNACc na drodze biosyntezy heksozamin. Tak wiec
zwigkszenie stopnia O-glikozylacji biatek w odpowiedzi na
stres komorkowy moze by¢ konsekwencja wzrostu stezenia
substratu dla O-GIcNAc transferazy. Potwierdzeniem tej
hipotezy sg wyniki badan, w ktérych wykazano, ze stres
oksydacyjny aktywuje droge biosyntezy heksozamin [57], a
zahamowanie tego szlaku powoduje zniesienie pozytywne-
go wptywu glukozy na ochrone pewnych komdrek przed
skutkami stresu [58].

W komorkach poddanych stresowi termicznemu przez
inkubacje w temperaturze 45°C, stwierdzono podwyzszony
stopien O-glikozylacji biatek oraz zwiekszong aktywnos$é
O-GIcNAc transferazy [7], Z kolei zwiekszenie iloSci reszt
O-GIcNACc przez zastosowanie PUGNACc lub nadprodukcje
OGT po wprowadzeniu wektora zawierajgcego gen tego
enzymu, powodowato zwiekszenie termotolerancji komo-
rek. | odwrotnie, obnizenie poziomu O-glikozylacji przez
zastosowanie metody wyciszenia genu O-GIcNAc transfe-
razy poprzez interferencje RNA, powodowato, ze komarki
byly bardziej wrazdiwe na stres termiczny. Nie wiadomo
doktadnie, w jaki sposob modyfikacja biatek przez O-Glc-
NAc zabezpiecza komorki przed skutkami stresu termicz-
nego. Stwierdzono jednak, ze biatko szoku termicznego
HSP70 jest lektyna, rozpoznajaca reszty O-GIcNAc [59].
Sugeruje sie wiec, ze reszty O-GIcNAc moga utatwiaé pew-
nym biatkom zwigzanie z HSP70 w czasie stresu. Co wiecej,
modyfikacja samych biatek szoku termicznego przez O-Glc-
NAc moze regulowac ich funkcje lub lokalizacje. Reszty O-
GIcNAc wykazano do tej pory w Kilku z nich, np. HSP70,
HSC70, HSP90 oraz HSP27 [6,7]. Niewykluczone jest takze,
ze rola O-GIcNAc polega na stabilizowaniu struktury bia-
tek, jak ma to miejsce w przypadku klasycznych typéw gli-
kozylacji lub, alternatywnie, na przeciwdziataniu agregacji
zdenaturowanych biatek [7],

0O-GlcNAc A CYKL KOMORKOWY

Na cykl komdrkowy wyzszych Eukaryota sktadajg sie
cztery nastepujace po sobie fazy: Ga w ktérej dochodzi do
wzrostu masy komorki i przygotowania do syntezy DNA, S
—podczas ktorej nastepuje powielenie materiatu genetycz-
nego przez replikacje DNA, G2 —to okres, kiedy komorka
przygotowuje sie do podziatu, syntetyzujac biatka budujgce
wrzeciono podziatowe icykliny mitotyczne oraz M —czyli
etap podziatu komérki macierzystej na dwie potomne, skta-
dajacy sie z kariokinezy i cytokinezy. Po podziale komorki
wchodzg ponownie w faze G1i cykl sie powtarza albo po-
zostajg w stanie spoczynku, czyli fazie Gf. Postep cyklu ko-
morkowego, czyli przejscie komorki z jednej fazy do drugiej,
zalezy od wielu biatek i wzajemnych relacji miedzy nimi.
Cykliny, ktérych poziom zmienia sie podczas kolejnych faz
cyklu komérkowego, oddziatujg z kinazami CDK (ang. cyc-
lin dependent kinases) i tworzg kompleksy odpowiadajace za
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fosforylacje biatek efektorowych, ktdrymi moga by¢ pewne
czynniki transkrypcyjne regulujace cykl komorkowy, jak
pRb czy p53. Tworzeniu tych kompleksow przeciwdziataja
mate biatka nazywane inhibitorami kinaz zaleznych od cy-
klin (CDKI, ang. cuclin-dependent kinase inhibitor) jak p21Wfl/
dpi i p27Kgd [ 60].

Coraz wiecej danych sugeruje, ze modyfikacja biatek
przez O-GIcNAc moze by¢ jednym z mechanizméw regula-
cji wzrostu komérek iich podziatu. O-glikozylacja odgrywa
kluczowg role w modulowaniu funkcji biatek wptywaja-
cych na postep cyklu komérkowego. Delecja genu O-Glc-
NAc transferazy wigze sie z zatrzymaniem wzrostu i zwiek-
szeniem syntezy inhibitora cyklin p27 w embrionalnych
fibroblastach myszy [20], jak réwniez zmniejszeniem ich
zywotnosci [19]. Z kolei wyniki badan dotyczacych Xenopus
laevis wykazujg defekty cyklu komdrkowego w przypadku
oocytéw poddanych mikroiniekcji (3-galaktozylotransferazy
—enzymu, ktéry modyfikuje koncowe reszty O-GIcNAc i
uniemozliwia ich usuwanie [61]. Ostoniecie reszt O-GIcNAc
przez galaktoze powoduje zaburzenia przejscia pomiedzy
fazg M iS.

Ostatnio w laboratorium Harta [9] przeprowadzono
whnikliwe badania wptywu zmiany stopnia glikozylacji, po-
wodowanej przez czynniki farmakologiczne lub genetycz-
ne, na cykl komérkowy w réznych liniach komoérkowych.
Stwierdzono, ze komorki HelLa i 3T3-L1 poddane dziataniu
PUGNAc wykazywaty znacznie wolniejszy postep cyklu
komoérkowego w poréwnaniu z komaérkami kontrolnymi.
Spowolnienie cyklu komérkowego, wywotane przez PU-
GNAc, wigzato sie przede wszystkim z opdznionym przej-
$ciem z fazy Gndo M. Z kolei zmniejszenie ilosci O-GIcNAc,
przez zastosowanie inhibitora amidotransferazy glutamina:
fruktozo-6 fosforan, enzymu kontrolujgcego szybkos¢ szla-
ku biosyntezy heksozamin, powodowato zatrzymanie ko-
morek 3T3-L1 na etapie przejscia z fazy GOdo Gy a komadrek
HeLa w fazie Gr Natomiast, gdy zmniejszenie O-glikozy-
lacji nastepuje po tym, jak komoérki przejda etap kontrolny
w fazie G,, faza S ulega przyspieszeniu i komorki tatwiej
przechodzg z fazy G, do M. Sugeruje sig, ze postep cyklu
komoérkowego uzalezniony jest od dostepnosci substancji
odzywczych. Kiedy komérka ma niedostateczng ilo$¢ sub-
stratow energetycznych, poziom glikozylacji obniza sie i ko-
morka nie wchodzi w faze Gy ale pozostaje w spoczynku.
Szczeg6lnie wrazliwe na niedobdr substancji odzywczych
sg komarki w fazie Gy poniewaz wtedy wtasnie odbywa sie
przygotowanie do replikacji i podziatu [9],

Nadprodukcja zarowno O-GIcNAc transferazy, jak i (3
N-acetylo-D-glukozaminidazy powoduje zaburzenia cy-
klu komérkowego. Chociaz mechanizmy tych zaburzen
wydajg sie rézne to w przypadku zwiekszonej syntezy
obu enzymoéw dochodzi do zmian w fosforylacji biatek,
szczegblnie pRb, op6znienia przejscia przez faze M oraz
zaktocenia normalnej syntezy cyklin. Dodatkowo, komor-
ki z nadekspresja genu kodujgcego OGT wykazuja takze
defekty w cytokinezie, prowadzace do poliploidalnosci.
Wykazano, ze podczas fazy M O-GIcNAc transferaza loka-
lizuje sie w obrebie wrzeciona kariokinetycznego. Sugeru-
je sie, ze enzym ten moze powodowacé przytaczenie reszt
O-GIcNAc do specyficznych biatek wrzeciona lub tez sta-
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nowi¢ kotwice dla innych biatek poprzez oddziatywania,
w ktore zaangazowana jest jej domena z powtdrzeniami
TPR. Takimi biatkami moga by¢ pewne fosfatazy. Wiado-
mo na przyktad, ze OGT oddziatuje z biatkowg fosfatazg
PPla, ktora jest aktywna podczas fazy M [9].

WPLYW O-GLIKOZYLACJI NA PROCES TRANSKRYPCJI

Wiaczenie kaskady przekazywania sygnatu prowadzi
do potranslacyjnych modyfikacji ré6znych biatek, w tym
czynnikéw transkrypcyjnych selektywnie regulujacych eks-
presje okreslonych genéw. Wystepowanie reszt O-GIcNAc
stwierdzono na kilku biatkach zwigzanych z chromatyng
i szeregu czynnikach transkrypcyjnych, m.in.: Spl [62,63],
p53 [64,65], c-Myc [28], YY1 [66], Oct-2 [67], Stat5 [68], CREB
[69] i MafA [70]. Modyfikacja czynnikéw transkrypcyjnych
przez reszty O-GIcNAc moze wptywaé na ich stabilnos¢,
wewnatrzkomoérkowga lokalizacje, aktywno$¢é oraz oddzia-
tywania z innymi biatkami komplekséw transkrypcyjnych
lub DNA. Uwaza sig, ze zachowanie rownowagi pomiedzy
O-glikozylacjg a fosforylacja ma kluczowe znaczenie dla
aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych iich zdolnosci do
regulowania ekspresji genow.

Jednym z najczesciej badanych, w aspekcie O-glikozylacji,
czynnikéw transkrypcyjnych jest Spl (ang. specific protein 1).
Stwierdzono, ze O-glikozylacja Spl jest modulowana w od-
powiedzi na zmieniajacy sie poziom zewngtrzkomaérkowej
glukozy i stymulacje insuling [62,63]. Majumdar i wsp. [63]
sugeruja, ze insulina stymuluje biosynteze Spl i aktywuje
OGT, ktdra glikozyluje ten czynnik przez co staje sie on bar-
dziej stabilny. Wczesne badania z laboratorium Kudlowa
wykazaty, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy stopniem gliko-
zylacji Spl a jego opornos$cig na degradacje przez proteaso-
my. P&Zniejsze prace sugerujg jednak, ze degradacja Spl nie
zalezy od stopnia jego glikozylacji, ale od glikozylacji biatek
samych proteasomdw [71]. Modyfikacja przez reszty O-Glc-
NAc ATPazy Rpt2, wchodzacej w sktad kompleksu 19S pro-
teasomoéw, powoduje akumulacje w komérkach czynnika
Spl oraz innych biatek [71,72]. Bezpos$redni wzrost stabil-
nosci biatka po modyfikacji przez O-GIcNAc obserwowa-
ny byt natomiast w przypadku p53. O-glikozylacja reszty
Serl49, stabilizuje p53 przez uniemozliwienie ubikwitylacji,
a w konsekwencji zaleznej od ubikwityny proteolizy [65],

O-glikozylacja jest wiaczona w przeniesienie Spl do ja-
dra komorkowego [62,63,73], Wykazano, ze jadra komoér-
kowe, a szczegdlnie jadrowe kompleksy porowe, sg boga-
te w O-glikozylowane biatka, a wiele biatek posiadajgcych
reszty O-GIcNAc krazy pomiedzy jadrem a cytoplazma [5].
Duverger i wsp. [74] zaproponowali interesujacg hipoteze
udziatu reszt cukrowych, w tym N-acetyloglukozaminy, w
transporcie jadrowo-cytoplazmatycznym, jako niepeptydo-
wych sygnatéw lokalizacji jadrowej. Majumdar i wsp. [63]
sugeruja, ze glikozylowany Spl moze szybko przemieszczaé
sie do jadra komorkowego, gdzie wigze sie z sekwencjami
bogatymi w GC promotora genu dla kalmoduliny. Zalezne
od reszt cukrowych przeniesienie Spl i biatka alpha4 do ja-
dra, wykazano w komoérkach biataczkowych szczura Nb2
[73], Biatko alpha 4, podobnie jak Spl, nie posiada sekwen-
cji lokalizacji jadrowej. Oba biatka sg jednak O-glikozylowa-
ne, a w komorkach stymulowanych prolaktyng stopien ich
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glikozylacji znacznie wzrasta. Obnizenie ekspresji genu O-
GlIcNAc transferazy o 50% przez wyciszenie metodg inter-
ferencji RNA powoduje czesciowa redystrybucje tych biatek
do cytosolu. W jadrze komérkowym po zwigzaniu z DNA,
Spl jest czeSciowo lub catkowicie deglikozylowany, a na-
stepnie fosforylowany. Fosforylacja Spl sprawia, ze jest on
bardziej aktywny i promuje transkrypcje docelowego genu
(Ryc. 4) [63].

Przytaczanie reszt O-GIcNAc do czynnikdw transkryp-
cyjnych moze by¢ mechanizmem regulujacym ich powi-
nowactwo do DNA lub innych biatek. O-glikozylacja C-
koricowej domeny p53 z komdrek cztowieka linii EB-1
utatwia przytgczenie p53 do DNA, poniewaz maskuje za-
sadowy region C-koncowej czesci biatka, normalnie ha-
mujacy wigzanie [64], Natomiast O-glikozylacja bogatej
w glutamine domeny Spl uniemozliwia oddziatywanie
tego czynnika z transkrypcyjnym kompleksem TFIID [75]
i wydaje sie redukowaé transkrypcyjng aktywnos$¢ czyn-
nika Spl [76].

Wysokie zewngtrzkomdrkowe stezenie glukozy stymu-
luje O-glikozylacje YY1, czynnika transkrypcyjnego o struk-
turze palca cynkowego, ktéry wptywa na ekspresje wielu
gendéw komdrkowych [66], YY1 moze dziata¢ jako aktywa-
tor lub represor w zaleznosci od miejsc wigzacych w obre-
bie promotora, stezenia i obecnosci innych czynnikéw ko-
moérkowych. YY1 po zwigzaniu z biatkiem retinoblastoma
(pRD) nie jest zdolny do wigzania sie z DNA. O-glikozylacja
czynnika YY1 powoduje jego dysocjacje od pRb i zwigzanie
z promotorem, co prowadzi do represji lub aktywacji genu
[661].

Biatka Stat sg przekaznikami sygnatu i aktywatorami
transkrypcji. Posrednicza one w odpowiedzi komorki na
dziatanie cytokin, hormondéw i czynnikéw wzrostu. Po po-
taczeniu tych ligandéw ze swoistymi receptorami na po-
wierzchni komorki, biatka Stat sg aktywowane przez fos-
forylacje tyrozyny i mogg tworzy¢ dimery. Dimery ulegaja
przeniesieniu do jadra komdrkowego, wigzg sie ze specyficz-
nymi sekwencjami promotorowymi iindukujg transkrypcje
danego genu. Gewinner i wsp. [68] stwierdzili, ze czynnik
Stat5a po indukcji komérek cytokinami jest modyfikowa-
ny przez O-GIcNAc. Ta modyfikacja wystepowata tylko na
czynniku Statba, lokalizujgcym sie w jadrze komérkowym.
Zastgpienie, modyfikowanej przez O-GIcNAc, treoniny w
pozycji 92 alaning uniemozliwia transaktywacje promotora
genu docelowego. Wigzanie Statba z DNA nie jest jednak
zaktocone. Utrata funkcji wigze sie raczej z faktem, ze zmu-
towany Stat5a nie oddziatuje z koaktywatorem transkrypcji
CBP (ang. CREB binding protein), ktéry jest konieczny dla
transkrypcji genow za pos$rednictwem StatSa. Natomiast
modyfikacja samego biatka CREB (ang. cyclic AMP-response
element binding protein) przez reszty O-GIcNAc uniemozli-
wia oddziatywanie tego czynnika transkrypcyjnego z TAFII
130 i hamuje jego transkrypcyjng aktywnos¢ [69],

Tak wiec modyfikacja czynnikéw transkrypcyjnych przez
reszty O-GIcNAc wydaje sie znaczagco wptywaé na tworze-
nie komplekséw transkrypcyjnych, powodujacych aktywa-
cje lub represje transkrypcji w zaleznosci od systemu. Co
interesujace, wykazano réwniez, ze duza katalityczna pod-
jednostka polimerazy RNA klasy Il moze by¢ O-glikozylo-
wana w swojej C-koricowej domenie (CTD) [77]. Ta sama
domena moze by¢
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy wptyw modyfikacji biatek przez O-GIcNAc na proces transkrypcji. O-glikozylacja pewnych czynni-
kow transkrypcyjnych w cytosolu moze zwigksza¢ ich oporno$¢ na degradacje proteolityczng oraz utatwiac¢ ich przeniesienie do jadra
komérkowego. W jadrze komdérkowym nastepuje usunigcie reszt O-GIcNAc, dzigki czemu czynnik transkrypcyjny moze oddziatywac
z innymi elementami komplekséw transkrypcyjnych. O-glikozylowana forma polimerazy RNA klasy Il wchodzi w sktad kompleksu
inig'acji, a po deglikozylagi jest fosforylowana i uczestniczy w elongacji transkrypcji. Dwufunkcyjny enzym NCOAT utatwia trans-
krypcje, powodujac deglikozylacje czynnikéw transkrypcyjnych i acetyjacje histondw. O-GIcNAc transferaza (OGT) jest sktadnikiem

genow transkrybowa-
nych przez polimeraze
RNA klasy Il. O-Glc-
NAc transferaza moze
by¢ takze sktadnikiem
kompleksu regulujace-
go transkrypcje. Yang
i wsp. [78] stwiedzili,
ze OGT oddziatuje z
kompleksem  deace-
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kompleksu hamujacego transkrypcje. HDAC (ang. histon deacetylases; deacetylazy histonéw)
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tylaz histon6w przez zwigzanie z korepresorem mSin3A i
wspoétuczestniczy w zahamowaniu transkrypcji przez O-
glikozylacje czynnikéw transkrypcyjnych i/lub polimerazy
RNA klasy Il. lyer i wsp. [79] sugeruja, ze biatko oddzia-
tujace z O-GIcNAc transferaza, czyli OIP-106 (ang. OGT-
interacting protein), odpowiada za dostarczenie O-GIcNAc
transferazy do miejsc transkrypcji. Badania ko-immuno-
precypitacji potwierdzity wystepowanie in vivo kompleksu
RNA polimeraza klasy 11-OIP106-OGT. Uwaza sie, ze OGT
i OIP106 moga stanowi¢ nowe skiadniki kompleksu pre-
inicjacji. Interesujace jest réwniez to, ze enzym usuwajacy
reszty O-GIcNAc, czyli (3-N-acetylo-D-glukozaminidaza,
ma aktywno$é acetylotransferazy histonow. Sugeruje sie
wiec, ze enzym ten, wchodzac w sktad transkrypcyjnych
kompleksow, reguluje ekspresje gendw przez deglikozy-
lacje czynnikow transkrypcyjnych i polimerazy RNA oraz
przez acetylacje histonow [79],

UWAGI KONCOWE

Modyfikacja biatek przez O-GIcNAc odgrywa istotng role
w szybkiej odpowiedzi komdrki na zmiany warunkéw $ro-
dowiska zewnetrznego i stymulacje przez rézne czynniki.
Badania wskazujg, ze podczas reakcji komaérki na stymulacje
decydujace znaczenie ma jej stan energetyczny. Wrazliwos$¢
O-GIcNACc transferazy na stezenia UDP-GIcNAc pozwala
na szybka zmiane stopnia glikozylacji biatek w odpowiedzi
na zmieniajace sie stezenie substratéw energetycznych. O-
glikozylacja, jako sensor metaboliczny, moze wptywaé na-
synteze, lokalizacje i aktywno$¢ biatek zaangazowanych w
regulacje ré6znych proceséw komaérkowych.

Wiele poglagdéw dotyczacych mechanizmu przekazy-
wania sygnatu w komarce i procesu transkrypcji uksztat-
towato sie przed wykryciem O-GIcNAc lub w okresie,
kiedy nie byto jeszcze dostatecznie rozwinietych narzedzi
do badania tego typu modyfikacji. Ostatnie lata przyniosty
jednak znaczny rozwéj metod analizy O-glikozylacji. Do-
stepno$¢ specyficznych wzgledem reszt O-GIcNAc prze-
ciwciat, sklonowanie ischarakteryzowanie OGT i (3-N-ace-
tylo-D-glukozaminidazy, mozliwo$¢ nadekspresji obu en-
zymoéw w badanych komdrkach lub ich farmakologicznej i
genetycznej inaktywacji oraz wykorzystanie technik spek-
trometrii masowej do okreslenia miejsc przytgczania reszt
O-GIcNAc do badanych biatek, pozwolity na lepsze zrozu-
mienie funkcji tej modyfikacji w komdrce. Zwiekszajgca sie
liczba dowoddéw sugerujacych zaangazowanie glikozylacji
w regulacje odpowiedzi komorki na zewnagtrzkomaérkowa
stymulacje ijej wzajemne relacje z fosforylacja, zmuszajg
do ponownego przyjrzenia sie¢ procesom przekazywania
sygnatu, transkrypcji i cyklu komdrkowego pod katem
udziatu w nich modyfikacji biatek przez O-GIcNAc.

Jednak pomimo znacznego postepu, jaki dokonat sie w
badaniach tej modyfikacji w ciggu ich ponad dwudziesto-
letniej historii, wiele pytan nadal pozostaje bez odpowie-
dzi. Przede wszystkim niewystarczajaca jest wiedza doty-
czaca tego, w jaki sposéb odbywa sie regulacja ekspresji i
aktywnosci O-GIcNAc transferazy i (3-N-acetylo-D-gluko-
zaminidazy. Przyszte badania skoncentrujg sie zapewne na
okresleniu doktadnego udziatu zaburzen O-glikozylacji w

Postepy Biochemii 53 (4) 2007

patologii chordb, takich jak cukrzyca, nowotwory i choroby
neurozwyrodnieniowe.
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ABSTRACT

Glycosylation, consisting in incorporation of single P-N-acetyl-D-glucosamine residues attached by O-linkage to serine or threonine residues,
isacommon modification of cytoplasmic and nuclear proteins. Up to now about 200 proteins modified by O-GIcNAc have been identified inc-
luding transcription factors, signaling components and metabolic enzymes. O-GIcNAc modified proteins can be also phosphorylated. In some
cases O-GIcNAc and O-phosphate alternatively occupy the same sites. It has been suggested, that in signal transduction, instead of simple re-
gulation by phosphorylation, more complex mechanism including glycosylation, is involved. Presented work focus on the structure and func-
tion of enzymes involved in O-GIcNAc modification and the role of this modification in regulating signal transduction and transcription.
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STRESZCZENIE

Eukariotyczne mRNA posiadajag na koncu 5' strukture kapu, ktéra odgrywa wazng
role podczas inicjacji procesu translacji, przebiegajgcej wedtug tzw. mechanizmu
skaningowego. W alternatywnym sposobie translacji aktywny rybosom tworzy sie bez
udziatu kapu, dzieki obecnosci w regionie niekodujacym 5' mRNA odcinka sekwencji,
ktory zwany jest wewnetrznym miejscem oddziatywania z rybosomem, IRES. Jest to
fragment mRNA przyjmujacy specyficzng strukture drugo- i trzeciorzedowa, do ktérego
przytacza sie podjednostka rybosomalna 40S oraz wybrane czynniki biatkowe i utwo-
rzony zostaje kompleks inicjacyjny, a nastepnie aktywny translacyjnie rybosom 80S.
Okazuje sie, ze w komoérce eukariotycznej zalezna od IRES translacja niektorych mRNA
umozliwia synteze wybranych biatek w warunkach, gdy proces translacji zalezny od
kapu jest zahamowany lub zachodzi na silnie obnizonym poziomie. Jak przedstawiono
w niniejszym opracowaniu, alternatywna droga inicjacji translacji dotyczy biatek o klu-
czowym znaczeniu dla cyklu komérkowego, apoptozy, odpowiedzi komérki na warunki
stresowe, a takze procesu nowotworzenia.

WPROWADZENIE

Proces translacji, podczas ktdrego zachodzi przepisywanie informacji zawar-
tej w mRNA na tancuch polipeptydowy biatka, jest koncowym etapem ekspresji
genow [1]. Prowadzi on do powstania proteomu, czyli petnego zestawu biatek,
jaki posiada komérka w danych warunkach. Podczas translacji dochodzi do
skoordynowanej wspétpracy ponad stu makroczasteczek: rybosoméw, mRNA,
tRNA, czynnikow translacyjnych i enzymoéw aktywujacych. Po poznaniu pet-
nej sekwencji genomu cztowieka [2] okazato sie, ze tylko ok. 2% to sekwencje
kodujace biatka. Z drugiej strony, aparat translacyjny stanowi 30% suchej masy
komorki, a rRNA wchodzacy w sktad rybosomow stanowi az 80% komorko-
wego RNA. Regulacja ekspresji genow kodujacych biatka zachodzi podczas
wszystkich etapéw rozwoju komaérki, poczawszy od réznicowania sie, poprzez
zdolnos$é do funkcjonowania w zmiennych warunkach srodowiska, az po proces
apoptozy. Najwazniejszymi etapami, na ktérych zachodzi regulacja ilosci po-
wstajacych biatek, sg etapy transkrypcji i translacji. W szczegdlno$ci regulacja
na poziomie translacji umozliwia komorce bardzo szybka odpowiedz na zmiany
wywotane np. stresem komérkowym badz dziataniem czynnikéw pro- lub an-
tyapoptotycznych. Biorac pod uwage fakt, ze znaczacy okres czasu wymagany
jest do syntezy mRNA, jego dojrzewania i eksportu do cytoplazmy, regulacja
na poziomie jego translacji jest w tych przypadkach szczegélnie korzystna dla
komorki.

Proces translacji ztozony jest z trzech etapow: inicjacji, etongacji i termina-
cji [1]. Cho¢ na kazdym z nich dochodzi do regulacji iloSci powstajacego biat-
ka, to przede wszystkim regulowany jest etap inicjacji, gdy powstaje kompleks
rybosom-mRNA i wybierany jest kodon startowy, od ktdrego rozpoczyna sie
synteza. Sadzi sie, ze etap ten limituje efektywno$¢ translacji. Z tego wzgledu,
kontrola na etapie inicjacji jest bardziej efektywna niz regulacja na etapach p6z-
niejszych, zwigzana z konieczno$cig usuwania z komorki nieukonczonych fan-
cuchow polipeptydowych [1]. Sadzi sie takze, ze jednym ze sposobdw dziatania
mikroRNA w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw moze by¢ hamowanie
inicjacji translacji mMRNA z réwnoczesnym zwiekszeniem szybkosci jego deade-
nylacji [3].

Wszystkie eukariotyczne mRNA zawierajg na koncu 5' strukture kapu
(ang. cap), ktorego obecno$¢ silnie stymuluje inicjacje translacji. Przy udzia-
le czynnikow biatkowych dochodzi do zwigzania podjednostki rybosomal-
nej 40S do konca 5° mRNA posiadajgcego kap, nastepnie do przesuwania
sie utworzonego kompleksu az do kodonu inicjujacego, w obrebie ktdrego
przytacza sie podjednostka 60S i tworzy sie aktywny translacyjnie rybosom.
W ten sposOb przebiega proces inicjacji translacji, ktéry zalezny jest od obec-
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nosci kapu na koncu 5' mRNA, noszacy nazwe mecha-
nizmu skaningowego [1], W alternatywnym sposobie
translacji, wedtug tzw. mechanizmu inicjacji wewnetrz-
nej [4], aktywny rybosom tworzy sie bez udziatu kapu,
dzieki obecnos$ci w regionie niekodujgcym 5' mRNA od-
cinka sekwencji, ktdry zwany jest wewnetrznym miej-
scem oddziatywania z rybosomem (IRES, ang. Internal
Ribosome Entry Site). Jest to fragment mRNA, przyjmujacy
okreslong strukture drugo- i trzeciorzedowa, do ktérego
przytacza sie podjednostka rybosomalna 40S oraz wy-
brane czynniki biatkowe i utworzony zostaje kompleks
inicjacyjny, a nastepnie aktywny rybosom 80S. Sekwen-
cje o takich wiasciwosciach zidentyfikowano w szeregu
wirusowych RNA [5-7], W podobny sposdb, niezalezny
od kapu, moze zachodzi¢ rowniez translacja niektorych

a3 A

elF4F

AUG

AUG

l

ATP ADP+Pi

N
AUG

l

elF2-GDP + Pi
elF5B-GTP

elF5B-GDP + Pi

elF3, elF1A

mRNA w komodrkach eukariotycznych [8]. Jak przedsta-
wiono w niniejszym opracowaniu, alternatywna droga
inicjacji translacji dotyczy biatek o kluczowym znaczeniu
dla cyklu komérkowego, apoptozy, odpowiedzi komdrki
na warunki stresowe, a takze procesu nowotworzenia.

INICJACJA PROCESU TRANSLACJI U EUKARIONTOW
ZALEZNA OD OBECNOSCI KAPU NA KONCU 5 mRNA

W komodrkach eukariotycznych pierwszym etapem ini-
cjacji translacji jest utworzenie kompleksu inicjacyjnego
43S, w sktad ktérego wchodza: mata podjednostka ryboso-
malna 40S, kompleks elF2-GTP-Met-tRNA.Mtoraz czynnik
elF3 (Ryc. 1A) [1]. Po ztozeniu kompleksu 43S, tgczy sie on
ze strukturg kapu obecng na kofAcu 5' mRNA, sktadajaca

43s B
=

ITAF

IRES

m'eG 5'UTR AUG

m'G AUG

\-p elF2-GDP + Pi

e elF5B-GTP

- N\—p eIF5B-GDP + Pi
\-p elF3, elF1A

v

80S 80S
Rycina 1. Schematyczne przedstawienie procesu inicjacji translacji. A — Inicjacja translacji zalezna od struktury kapu, gdy po uformowaniu kompleksu inicjacyjnego
nastepuje skanowanie regionu niekodujacego 5 mMRNA do momentu napotkania kodonu start — AUG. Szczeg6towy opis w tek$cie. B — Inicjacja translacji zalezna od

struktury IRES, polegajaca na wigzaniu sie podjednostki rybosomalnej 40S do regionu niekodujgcego 5' w poblizu kodonu inicjujacego z udziatem niektérych kanonicz-

nych czynnikéw inicjacyjnych oraz specyficznych czynnikéw ITAF.
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sie z 7-metyloguanozyny potaczonej z pierwszym trans-
krybowanym nukleotydem wigzaniem 5'-5'-trifosforano-
wym. Sadzi sie, ze kap wptywa na stabilno$¢ czasteczki
mRNA, chronigc jej koniec 5' przed degradacjg oraz pet-
ni stymulujaca funkcje w procesie sktadania pre-mRNA.
Wigzanie 43S do kapu zachodzi dzieki obecnosci komplek-
su elF4F, sktadajgcego sie z trzech czynnikéw biatkowych:
elF4A (posiada aktywno$¢ ATP-zaleznej helikazy), elF4E
(biatko wigzgce sie z kapem) oraz elF4G (tworzy potgcze-
nie miedzy elF4E a PABP oraz wigze elF3 i elF4A). Na
wiazanie kompleksu 43S do mRNA ma réwniez wptyw
odcinek poliadenylowy znajdujacy sie na koficu 3' mRNA.
W oddziatywaniu tym bierze udziat biatko PABP, ktére
wigze sie do sekwencji poli (A) i oddziatuje z czynnikiem
elF4G, wymuszajac takie zagiecie czgsteczki mRNA, ze jej
koniec 3' znajduje sie w bliskim sgsiedztwie miejsca inicja-
cji translacji [1].

Po zwigzaniu konica 5' mRNA, kompleks inicjacyjny ska-
nuje czasteczke do momentu, az napotka kodon startowy
AUG. U organizmo6w eukariotycznych rozpoznanie kodonu
inicjacyjnego zachodzi dzieki jego umiejscowieniu w obre-
bie zgodnej sekwencji Kozak 5'-GCCRCCAUGG-3' [1]. W
trakcie skanowania, kompleks inicjacyjny czesto napotyka
drugorzedowe struktury RNA. Zwykle rozplatane sa one
dzieki aktywnosci dwoch czynnikow: elF4A, o aktywnosci
ATP-zaleznej helikazy, i elF4B, ktéry stymuluje aktywnos¢
elF4A. Usuwajg one wigzania miedzy zasadami azotowymi
w obrebie drugorzedowych struktur mRNA, odblokowujgc
w ten sposob droge kompleksowi inicjacyjnemu. Wykaza-
no jednak, ze stabilne struktury typu spinki moga stanowi¢
przeszkode dla rybosomu i uniemozliwi¢ dalsze skanowa-
nie [1].

Z chwilg umieszczenia kompleksu 43S w regionie zawie-
rajacym kodon inicjacyjny AUG zachodzi przytaczenie du-
zej podjednostki 60S i utworzenie kompletnego rybosomu,
co jest jednocze$nie ostatnim etapem inicjacji translacji. Pro-
ces ten wymaga hydrolizy GTP, co prowadzi do dysocjacji
czynnikéw inicjacyjnych. Bierze w tym udziat czynnik elF5,
ktory hydrotizuje GTP oraz elF6, potgczony z niezwigzang
duzg podjednostkg rybosomalna, zapobiegajgc tym samym
jej taczeniu sie z matg podjednostkg w cytoplazmie [1].

ODKRYCIE MECHANIZMU INICJACIJI
TRANSLACJI WIRUSOWYCH RNA
WYKORZYSTUJACEGO STRUKTURY IRES

Pod koniec lat 80-tych zauwazono, ze zakazenie wirusem
polio, nalezacym do rodziny pikornawiruséw, powoduje
specyficzne hamowanie translacji mMRNA komorek gospoda-
rza, podczas gdy wirusowy RNA ulega translacji w spos6b
wydajny [4]. Potwierdzono, ze wirusowy RNA nie posiada
struktury kapu na koicu 5', a jego region 5'UTR przyjmuje
wysoce zorganizowang strukture drugo- i trzeciorzedowa,
tworzac element IRES. Struktura ta umozliwia utworzenie
kompletnego rybosomu z wytgczeniem mechanizmu ska-
nowania mMRNA od konica 5' przez kompleks inicjacyjny.

Od czasu odkrycia zaleznej od IRES translacji u pikor-

nawirus6w, mechanizm ten zostat takze opisany u innych
wirusd6w RNA o polarno$ci dodatniej, takich jak wirus za-
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palenia watroby typu C, (HCV, ang. Hepatitis C Virus) [9],
nastepnie u retrowiruséw [10], a nawet wsrdéd wiruséw
DNA, np. u wirusa herpes powigzanego z migsakiem Ka-
posiego (KSHV, ang. Kaposi's Sarcoma - associated Herpes
Virus) [11].

Struktura IRES umozliwia wigzanie kompleksu 43S do
wirusowego RNA bez obecnosci kompleksu elF4F na dro-
dze przynajmniej trzech gtéwnych mechanizméw: dzieki
oddziatywaniom elF4G ielF4A z odpowiednimi domenami
strukturalnymi IRES (wirus EMCV) [12], poprzez bezpo-
$rednie oddziatywanie z IRES, stabilizowane przez wigza-
nie czynnika elF3 (wirus HCV) [13], a takze wigzanie kom-
pletnego rybosomu bez obecnosci jakichkolwiek czynnikow
translacyjnych i tRNA (wirus CrPV) [14].

Strategia translacji wiruso6w poprzez wewnetrzng inicja-
cje ma bardzo wazne konsekwencje podczas zakazenia, po-
niewaz mechanizm ten daje mozliwo$é modyfikacji czynni-
kow translacyjnych uzywanych przez komérkowe mRNA.
Dzieki temu dochodzi do zahamowania translacji biatek go-
spodarza na drodze inaktywacji wybranych komponentéw
aparatu translacyjnego. Procesy te powodujg zahamowanie
lub spowolnienie translacji zaleznej od kapu, dzieki czemu
wirusowy RNA ma petny dostep do potrzebnych mu czyn-
nikéw inicjacyjnych. Najczesciej obserwuje sie ciecie przez
wirusowe proteazy obu izoform czynnika elF4G [15] oraz
biatka PABP [16], co zaburza proces wigzania kompleksu
43S przez elF4E. Innym sposobem jest hamowanie fosfory-
lacji biatek 4E-BP, ktére w takiej formie wigzg sie z elF4E,
zapobiegajgc utworzeniu sie kompleksu elF4F [17]. Jeszcze
innym sposobem zatrzymania translacji komorki jest wigza-
nie biatka NSP3, kodowanego przez rotawirusy, do elF4G
w miejscu oddziatywania z PABP, co uniemozliwia cykliza-
cje mMRNA [18].

INICJACJA PROCESU TRANSLACIJI
EUKARIOTYCZNYCH mRNA, ZACHODZACA
ZWYKORZYSTANIEM ELEMENTOW IRES

Niedtugo po tym jak zidentyfikowano pierwszg struk-
ture IRES wewnatrz 5'UTR pikornawiruséw [4], Peter Sar-
néw wraz ze wspotpracownikami odkryli, ze mRNA biatka
wigzacego sie z tancuchem ciezkim immunoglobulin (BiP,
ang. Immunoglobulins heavy chain Binding Protein) moze ule-
gac translacji w komdrkach zainfekowanych wirusem polio,
kiedy translacja zalezna od kapu jest zahamowana w wyni-
ku proteolitycznego ciecia czynnika elF4G przez wirusowg
proteaze [8], Na podstawie tej obserwacji i péZniejszych ba-
dan strukturalnych dowiedziono, ze 5’ UTR mRNA koduja-
cego BiP tworzy wewnetrzne miejsce oddziatywania z rybo-
somem, IRES. Przez dtugi czas przyktad tego mMRNA wraz z
mRNA homeotycznych genéw Antennapedia i Ultrabithorax
u Drosophila melanogaster byty traktowane jako wyjatki od
generalnego mechanizmu inicjacji translacji zaleznego od
kapu. Jednakze, te pierwsze odkrycia zwrocity zaintereso-
wanie badaczy w strone innych komérkowych mRNA, kto-
re mogtyby zawiera¢ struktury typu IRES w obrebie swoich
regionéw niekodujacych 5'.

Wykazano, ze od 3 do 5% wszystkich komérkowych
MRNA jest zasocjowane z polirybosomami w trakcie za-
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Tabela 1. Elementy IRES zidentyfikowane w eukariotycznych mRNA. Tabela powstata w oparciu o dane zamieszczone w pracach przegladowych [20,24] oraz wskaza-

nych pracach zrédtowych.
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Kinaza biatkowa C5
Reaper

Hsp70

Bcl-2

HIAP2

Surwiwina
Lal

Lal'

unr

Hid [62]
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Funkcja biatka

czynnik proapoptotyczny
czynnik antyapoptotyczny
czynnik transkrypcyjny

czynnik translacyjny
kinaza biatkowa C delta
czynnik proapoptotyczny
biatko szoku cieplnego
czynnik antyapoptotyczny
czynnik antyapoptotyczny

czynnik antyapoptotyczny
biatko wigzace sie z RNA

biatko wigzgce sie z RNA

biatko wigzgce sie z RNA

czynnik proapoptotyczny

czynnik proapoptotyczny
dekarboksylaza ornitynowa

kinaza zalezna od cyklin

udziat w sktadaniu nukleosomoéw
nukleofosmina

prekursor amyloidu p

aktywator angiogenezy

chaperon

heterogenna rybonukleoproteina A/B
biatko naprawcze DNA

czynnik transkrypcyjny

inhibitor transkrypcji

biatko strukturalne

czynnik transkrypcyjny

GTPaza z rodziny biatek Rho

biatko homeotyczne

biatko homeotyczne
insulinopodobny czynnik wzrostu Il
czynnik transkrypcyjny

biatko receptorowe

czynnik transkrypcyjny

czynnik transkrypcyjny
insulinopodobny czynnik wzrostu Il
receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu |
inhibitor transkrypcji

czynnik wzrostu fibroblastow 2
czynnik wzrostu fibroblastow la

czynnik wzrostu fibroblastéw Ib
czynnik wzrostu fibroblastéw Ic
czynnik wzrostu fibroblastéw Id
czynnik transkrypcyjny
sktadnik synapsy elektrycznej
sktadnik synapsy elektrycznej
fosfataza biatkowa 2Cp

utrofina

czynnik transkrypcyjny

podjednostka a kinazy 1l zaleznej od wapnia i kalmoduliny

biatko zwigzane z cytoszkieletem

Organizm
cztowiek
cztowiek
cztowiek

cztowiek
szczur
Drosophila
Drosophila
cztowiek
cztowiek

mysz
cztowiek

cztowiek

cztowiek
Drosophila
Drosophila
szczur
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
Drosophila
cztowiek
cztowiek
mysz
Drosophila
Drosophila
cztowiek
mysz
Drosophila
cztowiek
szczur
cztowiek
szczur
cztowiek
cztowiek
cztowiek
mysz
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
cztowiek
szczur
szczur
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cztowiek
szczur
szczur

W arunki indukcji

apoptoza
apoptoza/promieniowanie/ gtod
apoptozal/rozwoj/stres

genotoksyczny/
cykl kom./spec. tkankowa

apoptoza

apoptoza/faza G2/M cyklu kom.
apoptozal/szok cieplny
apoptozal/szok cieplny
apoptoza
apoptoza/promieniowanie/
stres endopl.

apoptoza/faza G2/M cyklu kom.

apoptoza/ zapalenie/
infekcja wirusowa

apoptozal/zapalenie/
infekcja wirusowa

apoptozal/infekcja wirusowa
apoptoza

apoptoza

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M cyklu kom.

faza G2/M i G 1/S cyklu kom.
rozwoj

rozwéj/spec. tkankowa
rozwoéj/spec. tkankowa
rozwoj

rozwoj

rozwoj/spec. komdrkowa
réznicowanie

réznicowanie
réznicowanie/proliferacja
roznicowanie/ proliferacja
réznicowanie/ proliferacja
spec. tkankowa/hiperglikemia
spec. tkankowa

spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. tkankowa
spec. komdrkowa
spec. komoérkowa
spec. komoérkowa
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Dendryna modulator cytoszkieletu postsynaptycznego szczur spec. komdérkowa

FMR1 biatko wigzace sie z RNA cztowiek spec. komorkowa

MAP-2 biatko zwigzane z cytoszkieletem szczur spec. komoérkowa

Neurogranina (RC3) regulator aktywnosci kinazy CaMKII szczur spec. komoérkowa

Scamper kanat wapniowy pies spec. komdérkowa

TRKB kinaza tyrozynowa cztowiek spec. komdérkowa

L-Myc onkogen Myc specyficzny dla ptuc cztowiek spec. komoérkowa

CCND1 cyklina DI cztowiek traktowanie rapamycyna

VEGF-AiresA naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu cztowiek mysz  hypoksja

VEGF-AiresB naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu cztowiek hypoksja

HIF-la czynnik transkrypcyjny mysz hypoksja

TIE2 kinaza tyrozynowa cztowiek hypoksja/spec. komérkowa

Cat-1 btonowy transporter aminokwaséw szczur hypoksja/niedobér aminokwaséw
stres endopl./niedobdr glukozy

BAG-1 p36 czynnik antyapoptotyczny cztowiek szok cieplny

BiP chaperon cztowiek szok cieplny

Ure2 regulator katabolizmu azotu drozdze szok cieplny

HsplOl biatko szoku cieplnego kukurydza szok cieplny

Hsp70 biatko szoku cieplnego cztowiek szok cieplny

Runx2 Typ | czynnik transkrypcyjny mysz stres genotoksyczny

Runx2 Typ Il czynnik transkrypcyjny mysz stres genotoksyczny

elF4G czynnik translacyjny cztowiek zakazenie wirusowe

Kvl.4 kanat potasowy mysz zakazenie wirusowe

ORFIp [63] biatko wigzgce sie z RNA mysz retrotranspozycja elemenu LINE-1

ORF2p [63] endonukleaza i odwrotna transkryptaza mysz retrotranspozycja elemenu LINE-1

ATI1R receptor angiotensyny cztowiek gtod

Rbm3 biatko wigzace sie z RNA mysz tagodna hipotermia

MS syntaza metioninowa cztowiek witamina B12

HAP4 czynnik transkrypcyjny drozdze represja kataboliczna

Vibr receptor wazopresyny Vb szczur aktywacja kinazy biatkowej C

GATA-4 [64] czynnik transkrypcyjny cztowiek wazopresyna

Bcl-xL [65] czynnik antyapoptotyczny mysz promieniowanie

MPD6 [66] antygen cztowiek interferon

NBS1 zmutowana forma biatka zaangazowanego w naprawe DNA  cztowiek brak danych

c-Myb czynnik transkrypcyjny cztowiek brak danych

MYCHEX1 nieznana cztowiek brak danych

TFIID czynnik transkrypcyjny drozdze brak danych

MTG8a czynnik transkrypcyjny cztowiek brak danych

Gtx biatko homeodomenowe mysz brak danych

ERa receptor estrogenowy a cztowiek brak danych

P 150 (TIF4631) czynnik translacyjny drozdze brak danych

YAP1 aktywator transkrypcyjny drozdze brak danych

APC supresor nowotworzenia cztowiek brak danych

Koneksyna 26 sktadnik synapsy elektrycznej cztowiek brak danych

c-Jun czynnik transkrypcyjny kurczak brak danych

Smad5 embriogeneza cztowiek brak danych

LEF-1 czynnik transkrypcyjny cztowiek brak danych

kazenia wirusem polio, a takze podczas mitozy, hypoksji i
apoptozy, kiedy proces translacji zalezny od kapu jest zaha-
mowany lub zachodzi na silnie obnizonym poziomie [19].
W ostatnich kilku latach, elementy IRES identyfikuje sie we
wzrastajgcej liczhie komoérkowych mRNA. Jak dotad, struk-
tury tego typu zostaty znalezione w mRNA biatek zaan-
gazowanych w procesy regulacji ekspresji genéw podczas
apoptozy, podziatu komdérkowego, rozwoju, réznicowania,
wzrostu komorki oraz kancerogenezy. Wraz z odkryciem
struktur IRES w komdérkowych mRNA odkryto takze biatka
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wigzace sie specyficznie z tymi elementami [20]. Biatka te
nazwano czynnikami wigzacymi sie z IRES in trans (ITAF,
ang. IRES Trans-Acting Factors). Godne uwagi jest takze to,
ze duza cze$¢ struktur typu IRES bierze udziat w inicjacji
translacji biatek chronigcych komorki w warunkach streso-
wych, takich jak: gtéd, szok cieplny, promieniowanie, nie-
dotlenienie. Funkcje biatek i warunki, w jakich ujawnia sie
ich zalezna od IRES translacja przedstawiono w Tabeli 1.

Do identyfikacji elementow IRES stuzy test z wyko-
rzystaniem wektorow bicistronowych (Ryc. 2). Wektor
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biatko 1 \4 biatko 2 \

Rycina 2. Czasteczka bicistronowego mRNA, wykorzystywana w badaniach aktywnosci trans-
lacyjnej elementow IRES. Pierwszy cistron ulega translacji w procesie zaleznym od obecno$ci
kapu, podczas gdy drugi ulega translacji tylko wtedy, gdy sekwencja znajdujaca sie pomiedzy

obydwoma cistronami moze funkcjonowac jako element IRES.

taki sktada sie z dwoch gendw reporterowych, pomiedzy
ktére wklonowuje sie badang sekwencje o potencjalnej
zdolnosci do kierowania procesem wewnetrznej inicja-
cji translacji. Ulegajacy transkrypcji mRNA na koricu 5'
zawiera strukture kapu. Pierwszy gen ulega translacji
zaleznej od kapu, podczas gdy drugi jest pod kontro-
lg potencjalnego elementu IRES. Ostatnio pojawity sie
doniesienia, ze uzycie wektorow bicistronowych moze
niekiedy prowadzi¢ do niewtasciwej interpretacji otrzy-
mywanych wynikéw, poniewaz w szeregu sekwencji
IRES stwierdzono obecno$é kryptycznych promotorow
transkrypcyjnych oraz miejsc sktadania mRNA [21,22].
Doprowadzi¢ to moze do powstania monocistronowego
mRNA kodujgcego drugi gen reporterowy, ktory ulega
translacji w sposob zalezny od kapu. Dodatkowo, w ba-
daniach prowadzonych in vivo istnieje mozliwo$¢ frag-
mentacji dwucistronowego mRNA wskutek dziatania
endonukleaz. Zazwyczaj mata efektywnos$¢ translacyjna
wektorow bicistronowych utrudnia ponadto iloSciowg
interpretacje wynikéw, a hybrydyzacja typu Northern
blotting jest metoda za mato czutg do identyfikacji bici-
stronowych mRNA, przy jednoczesnym wykluczeniu
form monocistronowych, powstatych wskutek obecnosci
kryptycznych promotoréw lub alternatywnych miejsc
sktadania mRNA [21,22], Nalezy zauwazy¢, ze w pracach
opublikowanych w ostatnich latach zwrdcono wiekszg
uwage na stosowanie w doswiadczeniach szeregu reakcji
kontrolnych, ktére pozwalajg na wyeliminowanie wielu
watpliwosci zwigzanych z wykorzystaniem wektordw
bicistronowych. Coraz czesciej dokonuje sie rowniez
transfekcji komarki bicistronowym lub pozbawionym
kapu RNA, co pozwala na ominiecie etapu transkrypcji
i wykluczenie obecnosci kryptycznych promotoréw oraz
alternatywnych miejsc sktadania mRNA [23],

CHARAKTERYSTYKA STRUKTURALNA I
FUNKCJONALNA KOMORKOWYCH STRUKTUR IRES
Jednym z najistotniejszych pytan dotyczacych funkcjono-
wania komérkowych elementéw IRES jest to, w jaki sposob
wigza one podjednostke rybosomalng 40S. Te fragmenty
sekwencji mMRNA tworzg okreslone struktury drugo- i trze-
ciorzedowe, dzieki czemu mogag oddziatywac¢ z elemen-
tami aparatu translacyjnego: podjednostkg rybosomalng
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AA(A),

40S, kanonicznymi czynnikami inicjacyjnymi oraz
czynnikami biatkowymi ITAF. Oddziatywania te
umozliwiajg utworzenie kompletnego rybosomu w
sgsiedztwie kodonu inicjacyjnego i rozpoczecie pro-
cesu translacji mRNA.

Elementy IRES znajdujg sie zwykle w dtugich,
posiadajacych ztozong strukture, regionach 5 UTR
MRNA, bogatych w pary GC. Istniejg jednak przy-
padki, takie jak mMRNA biatka Notch i kinazy p58HTIRE
gdzie elementy IRES znajduja sie wewnatrz regionu
kodujacego [19]. Okazuje sie, ze wiekszo$¢ komor-
kowych IRES ma dtugos¢ od 150 do 300 nukleoty-
dow [24]. Istniejg takze doniesienia, ze struktury
IRES o dtugosci 55 nukleotyddw mogg wykazywacé
petng aktywnos$¢é w procesie inicjacji [25], Skrajnym
przypadkiem jest IRES znajdujacy sie w regionie
55UTR mRNA homeodomenowego biatka Gtx,
ktorego diugos¢ wynosi zaledwie 9 nukleotydow.
Sekwencja ta jest w 100% komplementarna do frag-
mentu 185 rRNA (nukleotydéw 1132-1124) w podjednostce
rybosomalnej 40S. Sugeruje sie, ze parowanie zasad tych se-
kwencji prowadzi do wigzania rybosomu i inicjacji transla-
cji, podobnie jak ma to miejsce u Prokaryota. Trzeba jednak
zaznaczy¢, ze dotychczas nie ma jednoznacznych dowodéw
na istnienie tego typu oddziatywania [26].

Dotychczasowe badania komérkowych IRES wykazaty,
ze nie ma wyraznych podobieAstw strukturalnych pomie-
dzy tymi elementami. Niektorzy badacze sugerowali, ze
komoérkowe elementy IRES mogg zawiera¢ motyw trzonu i
petli typu Y (ang. Y-type stem-loop structural motif). Jednakze
brak jest jednoznacznych doniesien, aby struktury tego typu
odpowiedzialne byty za inicjacje translacji [27], Co wiecej,
nie znaleziono strukturalnych podobienstw pomiedzy roz-
nymi elementami IRES nawet wéwczas, gdy poréwnywane
czasteczki mMRNA pochodzity od blisko spokrewnionych
genoéw, jak w przypadku c-myc i L-myc [28], Sadzi sie zatem,
ze istnieje wiele roznych struktur RNA, ktére przy wspoét-
udziale czynnikéw biatkowych moga zwigzaé¢ podjednost-
ke rybosomalng 40S.

Analiza strukturalna, ktorej zostata poddana jak na ra-
zie niewielka grupa komérkowych mRNA zawierajgcych
IRES, m.in. c-myc [29], FGF-2 [30], L-myc [31], Apaf-1 [32],
cat-1 [33], FGF-1 [34], IGF-II [35], ujawnita, ze posiadajg one
motywy strukturalne typu trzonu i petli oraz pseudowezta.
Inaczej niz w przypadku wirusowych IRES, gdzie pojedyn-
cze delecje powodujg nierzadko catkowitg blokade inicjacji,
obserwowano, ze niekiedy delecje nawet wiekszych frag-
mentéw komorkowych IRES jedynie nieznacznie obnizaty
poziom translacji. Ponadto, w niektorych przypadkach in-
dywidualne ich czesci sa zdolne do inicjacji translacji, cho¢
nie tak wydajnie jak struktury kompletne [28],

Co ciekawe, w regionach niekodujgcych 5' kilku ko-
morkowych mRNA zawierajgcych struktury typu IRES
zaobserwowano obecno$¢ matych otwartych ramek od-
czytu (UORF, ang. Upstream Open Reading Frame) w ob-
rebie sekwencji wewnetrznego miejsca oddziatywania z
rybosomem. Poczatkowo przypuszczano, ze biora one
udziat w hamowaniu procesu translacji zaleznego od
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Tabela 2. Czynniki biatkowe ITAF, oddziatujgce z IRES in trans. Tabela powstata
w oparciu o dane zamieszczone w pracy przegladowej [24] oraz wskazanych pra-
cach zrédtowych. Dla czynnikéw wymienionych w kolumnie ITAF postulowano
wczesniej nastepujace role: PTB/nPTB — biatko wiazace sie z traktami polipiry-
midynowymi, PCBP1/2 — biatko wigzace si¢ z traktami bogatymi w cytozyny,
hnRNPK — heterogenna jadrowa rybonukleoproteina K, La — ATPaza zalez-
na od DNA lub RNA, Unr — biatko wiazace si¢ z RNA, hnRNPCI/C2 — he-
terogenna jadrowa rybonukleoproteina C1/C2, DAP5 — czynnik translacyjny,
elF4GI fragment — czynnik translacyjny, NSAP1 (hnRNPQ) — heterogenna
jadrowa rybonukleoproteina Q, Zuolp — chaperon RNA, Ku — ATP-zalezna
helikaza DNA Il, hnRNPAIl — heterogennajadrowa rybonukleoproteina Al.

ITAF mRNA/IRES

PTB/nPTB Apaf-1, Bag-1, Mnt, Myb, MTG8a,
BiP, IGF1R, Unr [23], HIF-la [67]

PCBP1/2 c-myc

hnRNPK c-myc

La BiP, XIAP

Unr Apaf-1, Unr [23] Kinaza PITSLRE [48]

hnRNPCIl/C2 XIAP, Unr [23]

DAP5 HIAP, XIAP, Apaf-1, c-myc

elF4GI fragment Apaf-1, DAP5

NSAP1 [54] BiP

Zuolp [68] TFIID

Ku [69] VEGF

hnRNPAI [70] XIAP

kapu. Jednakze niedawne badania wewnetrznej inicjacji
translacji biatka Cat-1 pokazaty, iz translacja uORF jest
niezbedna do podwyzszenia aktywnos$ci IRES mRNA
tego biatka podczas warunkéw stresowych —niedoboru
aminokwasOw i glukozy [33]. Na podstawie tej obserwa-
cji przedstawiono nowg koncepcje tzw. ,,dynamicznego
IRES". Sugeruje ona, ze gdy uORF nie ulega translacji,
element IRES istnieje jako struktura nieaktywna. Do-
piero translacja uORF umozliwia zachodzenie procesu
translacji zaleznego od IRES [33].

CZYNNIKI BIALKOWE ITAF ODDZIALUJACE Z IRES

Czasteczki mRNA, posiadajace elementy IRES do wia-
zania podjednostki 40S, wykorzystujg niektore kanoniczne
czynniki translacyjne oraz niekanoniczne czynniki biatko-
we, tzw. ITAF (Rys. IB). Rola czynnikdw ITAF badana byta
do tej pory tylko w nielicznych przypadkach komérkowych
mRNA ulegajacych wewnetrznej inicjacji translacji. Wszyst-
kie znane ITAF sg biatkami wigzacymi sie z RNA i petnig
one rézne funkcje w komdrce (Tab. 2). Czynniki te wigzg sie
specyficznie tylko z niektérymi komérkowymi elementami
IRES [20]. Na przyktad, IRES proapoptotycznego czynni-
ka aktywujacego proteazy Apaf-1 (ang. Apoptotic protease-
activating factor 1) moze tworzyé specyficzny kompleks z
biatkami Unr i nPTB. Kombinacja tych czynnikéw stymu-
luje wewnetrzng inicjacje translacji Apaf-1 [32], Domena
wigzaca Unr znajduje sie po stronie 5' elementu IRES se-
kwencji kodujgcej Apaf-1. Zwigzanie do niej Unr powoduje
rozplecenie struktury dwuniciowej RNA, w wyniku cze-
go powstaje duza petla, ktéra stabilizowana jest przez ten
czynnik biatkowy. Dodatkowo, Unr wptywa na strukture
domeny znajdujacej sie po stronie 3' elementu IRES, co z ko-
lei umozliwia zwigzanie sie do niej biatka nPTB. Wynikiem
oddziatywania obydwu biatek z IRES mRNA genu Apaf-1 sg
zmiany konformacyjne tej domeny, umozliwiajgce wigzanie
podjednostki rybosomatnej 40S [32]. By¢ moze takze inne
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czynniki ITAF mogg wspotpracowaé z Unr i nPTB. Niekto-
re z nich mogtyby specyficznie wigza¢ IRES, podczas gdy
kolejne moga stuzy¢ jako mostek pomiedzy kompleksem
IRES-ITAF arybosomem iw ten sposéb nasladowac funkcje
elF3 i kompleksu elF4F w inicjacji translacji wedtug mecha-
nizmu zaleznego od kapu [20].

Z podobnym do opisanego powyzej mechanizmem dzia-
tania czynnikéw ITAF, mamy do czynienia w przypadku
elementu IRES mRNA kodujgcego Bag-1. Biatka PTB oraz
PCBP1, dzigki aktywnosci chaperonowej rozplatajg specy-
ficzny region struktury IRES, co umozliwia przytgczenie
podjednostki rybosomatnej 40S [36]. Biatka nalezgce do ro-
dziny PCBP stymulujg réwniez aktywnos$¢ IRES genu c-myc.
Dlatego tez, zmiany strukturalne wywotane chaperonowg
dziatalno$ciag czynnikow ITAF, takich jak PTB, Unr i PCBP1,
moga stanowi¢ element wspolny mechanizméw aktywacji
komaérkowych IRES [36]. Jednakze, trzeba podkresli¢, ze
te czynniki nie wptywajg na wszystkie do tej pory odkryte
elementy IRES komo6rkowych mRNA. Co wiecej, PTB moze
funkcjonowac jako represor wewnetrznej inicjacji transla-
cji biatka BiP co sugeruje, ze chaperony RNA mogag mie¢
zaréwno stymulujacy, jak i hamujacy wptyw na elementy
IRES [28],

Istotng cechg wielu czynnikow ITAF jest to, ze nalezg
one do grupy heterogennych jadrowych rybonukleoprotein
hnRNP typu: Al, C1/C2,1, E1/E2 i K, ktdre przemieszczajg
sie wahadtowo pomiedzy jadrem a cytoplazma. Sugeruje
sie, ze poziom odpowiednich czynnikéw ITAF w cytopla-
zmie jest rézny podczas réznych warunkoéw stresowych,
a ich dystrybucja komérkowa lub tkankowa moze znaczga-
co zmienia¢ efektywnos$¢ translacji zaleznej od elementéw
IRES [20],

Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze w regulacji translacji
zaleznej od elementéw IRES biorg udziat zwigzki niskoczg-
steczkowe, takie jak witamina Bp [37] i testosteron [38]. Ich
dziatanie polega na oddziatywaniu ze specyficznymi czyn-
nikami ITAF, co prowadzi do aktywacji lub przemieszcze-
nia tych biatek, przez co wigzga si¢ one do elementéw IRES,
stymulujac wewnetrzng inicjacje translacji.

ROLA ELEMENTOW IRES W REGULACJI EKSPRESJI
GENOW NA POZIOMIE TRANSLACJI

Pomimo identyfikacji coraz wiekszej liczby komérko-
wych mRNA zawierajgcych elementy IRES, ich rola w re-
gulacji ekspresji gendéw jest nadal stabo poznana. Sadzi sie,
ze komoérkowe elementy IRES, podobnie jak i wirusowe,
uczestniczg w procesie translacji mRNA w warunkach, w
ktorych synteza biatek zalezna od kapu jest mato efektyw-
na. Ma to miejsce np. podczas przejscia z fazy G2 do fazy
mitozy w cyklu komérkowym oraz podczas apoptozy [20].
W takich warunkach, aktywno$¢ czynnika inicjacyjnego
elFAE, wigzgcego sie z kapem jest obnizona, wskutek zmian
w jego ufosforylowaniu lub tworzenia kompleksu z biatka-
mi 4E-BP, ktére uniemozliwiajg mu oddziatywanie ze struk-
turg kapu [39]. Wiekszo$¢ warunkoéw stresowych, jak np.
niedobor czynnikéw wzrostu, gtdéd, szok cieplny, promie-
niowanie UV, hypoksja, stres endoplazmatyczny oraz zaka-
zenie wirusowe, prowadzi réwniez do zaburzenia aktyw-
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nosci czynnika inicjacyjnego elF2 poprzez fosforylacje jego
podjednostki a [20], Ufosforylowany elF2 ma zwiekszong
zdolno$¢ wigzania sie do czynnika inicjacyjnego elF2B, kt6-
ry prowadzi wymiane elF2-GDP na elF2-GTP. Fosforylacja
elF2a powoduje tworzenie trwatego kompleksu elF2-GDP
z elF2B, co silnie redukuje zdoIno$¢é wymiany nukleotydow
guaninowych przez elF2B. Tym samym, redukcja poziomu
elF2-GTP prowadzi do silnego zahamowania procesu syn-
tezy biatek zaleznego od kapu [40], Jednakze, istnieje grupa
komérkowych mRNA zawierajacych elementy IRES, ktore
ulegajg wydajnej translacji w takich warunkach. Sg to m.in.
VEGF, onkogen c-myc, kinazapTIRE Oznacza to, ze r6zne ko-
morkowe mRNA majg rézne wymagania odnosnie do po-
ziomu aktywnego kompleksu elF2-GTP-Met-tRNAr Choé
wykazano, ze translacja zalezna od IRES jest duzo mniej
wrazliwa na redukcje poziomu elF2-GTP niz proces zalez-
ny od kapu, nadal nie jest jasne dlaczego tak sie dzieje [20].
Interesujgce jest natomiast to, ze element IRES znaleziony
w mRNA biatka Cat-1 wymaga fosforylacji podjednostki a
podczas translacji indukowanej w warunkach stresowych
[33].

Odkad zauwazono, ze wiele komorkowych elementdw
IRES jest aktywnych w komérkach zakazonych wirusem
polio, sadzono, ze majg one zredukowane wymagania co do
obecnosci czynnika elF4G, ktdry jest wowczas ciety przez
wirusowg proteaze. Rzeczywiscie, niedawno doniesiono, ze
na inicjacje translacji, zachodzacg za posrednictwem IRES
mRNA kodujacych c-Myc i BiP, nie wptywa proteolityczne
ciecie elF4G, a nawet jest ona stymulowana w tych warun-
kach [41]. Zahamowanie syntezy wiekszos$ci biatek podczas
apoptozy ma natomiast miejsce w wyniku ciecia przez ka-
spazy czynnikow inicjacyjnych: elF4G, elF4B (stymuluje he-
likazowg aktywnos$¢ elF4A), a takze zmian w ufosforylowa-
niu elF2a [40]. Jednakze, istniejg silne przestanki wskazujgce
na to, ze translacja mRNA kodujacych c-Myc, DAP5, XIAP,
HIAP2, biatko Reaper, Elsp70, Bcl-2, Surwiwing, PKC5 oraz
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Apaf-1 zachodzi w tych warunkach z wykorzystaniem ele-
mentow IRES [20],

CYKL KOMORKOWY

Kluczowg role w kontrolowaniu cyklu komérkowego
odgrywa bhiatko p53. O znaczeniu tego biatka Swiadczg do-
niesienia, ze okoto 50% wszystkich rodzajow nowotworéw
u cztowieka zwigzanych jest z mutacjami w genie p53 [42],
Niedawno doniesiono, ze w procesie translacji, oprdécz biatka
o petnej dtugosci, powstaje jego skrdcona forma, AN-p53, na
drodze wykorzystania alternatywnego kodonu start AUG
[43], Okazato sig, ze skrécona forma p53 hamuje aktywnos$é
biatka o petnej dtugosci, co ma zasadnicze znaczenie dla jego
funkcji podczas kontroli cyklu komorkowego. Wykazano,
ze obydwie formy biatka p53 powstajg z wykorzystaniem
tego samego elementu IRES, znajdujgcego sie w regionie
5'UTR mRNA z tg roznica, ze IRES kontrolujacy translacje
krétszej formy jest dtuzszy i obejmuje fragment sekwencji
kodujacej [44],

Zaproponowano mechanizm opisujacy role obu izo-
form biatka p53 w regulacji cyklu komdrkowego (Ryc. 3).
Podczas przejscia z fazy G1 do fazy S syntetyzowana jest
krotsza izoforma, AN-p53, w procesie zaleznym od ele-
mentu IRES. AN-p53 wigze sie do biatka o petnej dtugosci,
hamujac jego aktywno$é. Umozliwia to wejscie komarki w
faze syntezy DNA. Podczas przejscia G2/M ma miejsce za-
hamowanie procesu translacji zaleznego od kapu. Pomimo
tego, zachodzi synteza biatka p53 o petnej dtugosci, dzieki
wykorzystaniu mechanizmu wewnetrznej inicjacji. Umoz-
liwia to utrzymanie okreslonego poziomu biatka p53, z
ktorym wigze sie czynnik Mdm-2. W nastepstwie tego
oddziatywania, biatko p53 traci aktywno$¢, co pozwala
na kontrolowane przejScie komérki do nastepnej fazy cy-
klu komoérkowego — mitozy [44], Zatem, wzajemny sto-
sunek ilosci kazdej z izoform p53 oraz zr6znicowana ak-

tywnos$¢ elementéw IRES wydajg sie odgrywac
wazng role w regulacji cyklu komdrkowego. Po-
nadto, biatko p53 o petnej dtugosci ma zdolnosé
wigzania sie z regionem 5 UTR swojego mRNA,
hamujac wtasng translacje na zasadzie ujemnego
sprzezenia zwrotnego. Sugeruje to, Ze moze ono
funkcjonowaé réwniez jako specyficzny czynnik
ITAF [45].

Dekarboksylaza ornitynowa, ODC (ang. Or-

w biosyntezie poliamin. Podczas cyklu komorko-
wego poziom tego enzymu dwukrotnie wzrasta.
Pierwszy wzrost ilosci ODC obserwuje sie na gra-
nicy faz G1/S, natomiast drugi, podczas przejscia
G2/M. Wzrost syntezy ODC na granicy GI/S
zbiega sie ze wzrostem efektywnosci syntezy bia-
tek niezbednych do wejscia komoérki w faze S. Z
drugiej strony, pomimo silnego hamowania trans-
lacji, ktéora ma miejsce, gdy komérka wchodzi w

Rycina 3. Proponowany mechanizm regulacji translacji mMRNA p53 z wykorzystaniem elementéw
IRES obecnych w jego regionie niekodujacym 5'. Aktywno$¢ IRES dla krétszej izoformy biatka
AN-p53 jest najwyzsza podczas przejécia z fazy G1 do fazy S. Wysoki poziom tej izoformy hamuje
aktywnos$¢ p53 o petnej dtugosci, dzieki czemu komérka moze przejs¢ do fazy syntezy DNA. Pod-
czas przejscia z fazy G2 do fazy mitozy czynnik Mdm2 inaktywuje biatko p53 petnej dtugosci, po-
wstajace réwniez na drodze translacji zaleznej od elementu IRES, co umozliwia indukcje podziatu
komoérkowego zalezng od tego czynnika biatkowego.
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etap mitozy, synteza ODC zachodzi na wysokim
poziomie. Wyniki te potwierdzity przypuszcze-
nie, ze dekarboksylaza ornitynowa ulega transla-
cji w sposdb niezalezny od kapu, dzieki obecnosci
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elementu IRESw 5'UTR mRNA podczas przejscia z fazy G2
do fazy mitozy [46].

Regulacja aktywnosci elementu IRES czgsteczki mRNA
kodujgcej enzym ODC zachodzi w wyniku kontroli trans-
lacyjnej zaleznej od etapu cyklu komoérkowego. Kontrola ta
jest negatywna podczas przejscia G 1/S (umozliwiajagc wow-
czas synteze ODC tylko w sposéb zalezny od kapu), nato-
miast jest pozytywna, gdy komoérka wchodzi w etap mito-
zy (synteza ODC w sposo6b zalezny od IRES) [46]. Ostatnio
odkryto dwa czynniki ITAF, ktére oddziatujg z elementem
IRES ODC [47], Byé moze w zaleznos$ci od etapu cyklu ko-
morkowego umozliwiajg one translacje dekarboksylazy w
spos6b niezalezny od kapu.

W fazie G2/M funkcjonujg takze elementy IRES innych
mRNA zwigzanych z regulacjg cyklu komdrkowego. Za-
rowno kinaza plIOPATRE jak i p58ATREulegajg translacji
z jednego mRNA, lecz poziom syntezy kinazy p58HATHRE
wzrasta znacznie w komoérkach zatrzymanych w fazie
G2/M [48], Jak wykazano, element IRES obecny jest tuz
powyzej kodonu start AUG w mRNA p58RATIRE Row-
niez IRES c-myc funkcjonuje we wszystkich fazach cyklu
komorkowego, wiaczajac faze G2/M, w ktdrej regulacja
jego translacji niezaleznej od kapu jest pod kontrolg biatl-
ka hnRNPC [49]. Zatem, elementy IRES moga stymulowac
inicjacje translacji podczas fazy G2/M cyklu komdrkowe-
go, gdy zalezna od kapu synteza biatek jest zahamowana,
zapewniajagc odpowiedni poziom biatek niezbednych do
przeprowadzenia mitozy.

MITOCHONDRIUM pro-kaspaza 9
Apaf-1

A

pro-kaspaza 7/3 [N

cytochrom ¢

APOPTOSOM

kaspaza 7/3 IS
a

ot
e
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przezycie komérkl

Rycina 4. Schematyczne przedstawienie udziatu biatek XIAP i Apaf-1 w regulacji translacji podczas apoptozy. A -

APOPTOZA

Podczas apoptozy dochodzi do znacznego zahamowa-
nia poziomu syntezy biatek w komdrce. Efekt ten wyda-
je sie harmonizowac z cigciem i/lub modyfikacjg szeregu
eukariotycznych czynnikéw inicjacyjnych. Doniesienia z
réznych laboratoriow wskazujg, ze czynniki inicjacyjne, ta-
kie jak: elF4G, elF4B i 4E-BP1, ulegajg cieciu przez kaspazy
podczas wczesnych etapoéw apoptozy. W takich warunkach
obserwuje sie rowniez zmiany w fosforylacji czynnikéw
elF2a, 4E-BP1, a takze silng degradacje mRNA [19]. Te zda-
rzenia doprowadzaja w rezultacie do zahamowania transla-
cji. Okazuje sie jednak, ze nie dotyczy to wszystkich biatek.
Przyktadem sg antagonistycznie dziatajgce czynniki XIAP
oraz Apaf-1 (Ryc. 4). Zaréwno zewnatrz-, jak i wewnatrz-
komorkowe sygnaty indukujace proces apoptozy dopro-
wadzajg do uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondriéw do
cytoplazmy, gdzie wigze sie z biatkiem Apaf-1. Powoduje to
oligomeryzacje Apaf-1 i utworzenie kompleksu apoptoso-
mu, ktory aktywuje prokaspaze 9, kluczowy element kaska-
dy sygnalnej podczas apoptozy. Z drugiej strony, czynnik
XIAP oraz inni cztonkowie rodziny biatek IAP (ang. Inhi-
bitors of Apoptosis) sg potencjalnymi inhibitorami tego pro-
cesu, poniewaz wigzg sie do réznych kaspaz, blokujgc ich
dziatanie.

Wykazano, ze mRNA kodujacy biatko XIAP ulega trans-
lacji w warunkach apoptozy, dzieki obecno$ci elementu
IRES [50], Poziom czynnika XIAP nie ulega obnizeniu i je-
$li komorka znajduje sie w warunkach proapoptotycznych

MITOCHONDRIUM pro-kaspaza 9

Apaf-1
B cytochrom ¢
pro-kaspaza 7/3
APOPTOSOM
kaspaza 7/3 N
(8]
l 'G P
m'G— - e——Apaf-1]
VTR p97/DAP5/INAT1 Y
P12 Te] | e s—— —
e
p86/DAP5

=] B
N-FAG C-FAG
===
/ M-FAG

translacja
zalezna od kapu

l

$mier¢ komorki

czynniki proapoptotyczne indukujg zalezng od IRES

translacje XIAP, ktéry wiazac sie do kaspaz blokuje ich dziatanie. Umozliwia to komérce przetrwanie warunkéw dla niej niekorzystnych. B — warunki proapoptotyczne
prowadza réowniez do aktywacji elementu IRES, tym razem w mRNA biatka Apaf-1. Prowadzi to do indukcji apoptozy wskutek tworzenia sie apoptosomu, aktywujacego

kaspazy. Szczegdtowy opis w tekscie.
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krétko, to poprzez blokowanie kaspaz mozliwe jest zaha-
mowanie jej $Smierci i powrdt do stanu wyjsciowego [51]
(Ryc. 4).

Element IRES w mRNA czynnika XIAP powoduje, ze
translacja tego biatka jest niezalezna od obecnosci elF4G.
Dlaczego zatem, jesli translacja XIAP jest odporna na ciecie
czynnika elF4AG komorka przewaznie umiera? Prawdopo-
dobnie jest to wynikiem antagonistycznego dziatania pro-
apoptotycznego czynnika Apaf-1 [51]. Zapewnienie statego
poziomu Apaf-1 podczas apoptozy jest niezbhedne do ak-
tywacji kaspaz i zachodzi dzieki jego translacji zaleznej od
IRES [52], Tak wigc mechanizm, ktory zapewnia statg trans-
lacje XIAP podczas apoptozy, pozwala rowniez kontynu-
owac synteze Apaf-1, ktory indukuje $mieré¢ komarki (Ryc.
4). Zaréwno pro-, jak i antyapoptotyczne czynniki biatkowe
uzywajg prawdopodobnie tego samego lub bardzo podob-
nego mechanizmu kontroli translacyjnej. Ostateczny rezul-
tat ich antagonistycznego dziatania moze zaleze¢ od wielu
zmiennych, takich jak: typ i intensywnos¢ dziatania stresu,
droga sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej, a takze od wydaj-
nosci, stabilnosci i poziomu translacji danego mRNA [51].

Proces translacji mRNA posiadajgcego kap wymaga obec-
nosci czynnika inicjacyjnego elF4G, podczas gdy translacja
czasteczek mMRNA zawierajgcych elementy IRES jest kon-
tynuowana nawet wtedy, gdy czynnik ten jest nieobecny.
Ponadto, produkty indukowanego przez kaspazy ciecia izo-
formy czynnika elF4G, elF4GI oraz, nalezacego do tej samej
rodziny, biatka p97/DAP5/NATI stymulujg apoptoze po-
przez aktywacje niezaleznej od kapu translacji biatka Apaf-1
(Ryc. 4). Proteolityczne ciecie elF4G oraz innych czynnikow
biatkowych wydaje sie mie¢ zatem kluczowe znaczenie dla
przetaczenia translacji podczas apoptozy z procesu zalezne-
go od kapu, na zalezny od elementéw IRES [51].

WARUNKI STRESOWE

Szok cieplny jest jednym z gtdwnych czynnikdw streso-
wych. W wyniku jego dziatania w komoérce zachodzg dwa
gtéwne zdarzenia. Pierwszym, jest zahamowanie syntezy
wiekszos$ci biatek. Drugim, specyficzna translacja mRNA
kodujacych biatka szoku cieplnego Hsp (ang. Heat Shock Pro-
teins) [53]. Jednym z takich biatek jest BiP, czynnik wigzacy
sie z tanncuchem ciezkim immunoglobulin. BiP jest biatkiem
opiekuniczym, ktére utatwia fatdowanie innych biatek w sia-
teczce Srédplazmatycznej oraz bierze udziat w kierowaniu
zle sfaldowanych z powrotem do tego przedziatu komor-
kowego. Chociaz regulacja syntezy BiP indukowana przez
szok cieplny zachodzi gtéwnie na poziomie transkrypciji,
niedawno odkryto, ze dodatkowo wzmocniona jest ona na
poziomie translacji. Indukcja translacji BiP podczas szoku
cieplnego mozliwa jest dzieki obecnosci struktury IRES w
obrebie 5'UTR jego mRNA. Sugeruje sie, ze ten mechanizm
translacji moze mie¢ krytyczne znaczenie dla przetrwania
komorek [53].

Nie jest jasne, w jaki spos6b szok cieplny wzmacnia we-
wnetrzng inicjacje. Mozliwe jest, ze jej stymulacja zachodzi
przez oddziatywania miedzy czynnikami ITAF i elementa-
mi struktury IRES. Przypuszczenie to potwierdzito niedaw-
ne odkrycie, ze biatko NSPA1 funkcjonuje jako ITAF, sty-
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mulujac translacje BiP zalezng od elementu IRES [54]. Do-
datkowo, biatka szoku cieplnego moga wptywaé na witasng
synteze rowniez zalezna od elementéw IRES. Biatka Hsp70
i HspllO wigzg sie do motywow mRNA zaangazowanych
w jego stabilizacje. Sugeruje to, ze pewne Hsp moga funk-
cjonowac jako czynniki oddziatujace z RNA in vivo, umoz-
liwiajac odpowiednie fatdowanie substratow, co jest nie-
zbedne dla proceséw regulacyjnych, takich jak degradacja
mRNA lub translacja [55].

Niedobdér aminokwaséw w komorkach ssakéw powo-
duje wzrost fosforylacji czynnika elF2a, co jednoczes$nie
przyczynia sie do globalnego obnizenia poziomu synte-
zy biatek [33], Znaczacym elementem odpowiedzi ko-
morki na warunki niedoboru aminokwaséw jest wzrost
ekspresji genu cat-1, ktéry koduje btonowy transporter
aminokwasow o tadunku dodatnim (lizyny i argininy)
[56]. Synteza biatka Cat-1 jest w tych warunkach stymu-
lowana dzieki obecnosci struktury typu IRES w obrebie
5'UTR jego mRNA. Zaproponowano schemat regulacji
aktywnosci tego elementu IRES zaktadajacy, ze w pierw-
szym etapie zachodzi translacja uORF znajdujacej sie
wewnatrz 5'UTR cat-1. To powoduje zmiane konforma-
cyjna, dzieki ktorej element IRES przyjmuje forme aktyw-
ng. W drugim etapie nastepuje indukcja jego aktywnosci
translacyjnej, ktora zalezna jest od fosforylacji czynnika
elF2a. Czas, jaki uptywa od fosforylacji elF2a do wzrostu
aktywnoédci translacji Cat-1 pozwala przypuszczaé, ze w
tym okresie syntetyzowany jest, niezbedny do inicjacji
translacji, hipotetyczny czynnik ITAF [33].

PROCES NOWOTWORZENIA

Zidentyfikowano grupe onkogendw, ktére ulegajg we-
wnetrznej inicjacji translacji, jak na przyktad cztonkowie
rodziny genéw myc, antyapoptotyczne biatko Bag-1 i czyn-
niki wzrostu, np. VEGF, FGF-2 [57], Szereg elementow IRES
moze funkcjonowaé¢ w warunkach stresowych, szczegélnie
podczas rozwoju nowotworu, gdy w warunkach hypoksji
zachodzi zalezna od IRES translacja czynnikéw angiogene-
zy naczyn krwionosnych, takich jak: FGF2 i VEGF, kiedy
zahamowana jest zalezna od kapu synteza biatek. Podczas
rozwoju guza nowotworowego pojawiajg sie w pewnym
momencie warunki hypoksji. Nadprodukcja VEGF i FGF-2
w wyniku translacji zaleznej od IRES moze prowadzi¢ do
unaczynnienia nowotworu. Doniesiono réwniez, ze mRNA
czynnika transkrypcyjnego HIF-1 indukowanego hypoksja,
zawiera element IRES, ktéry funkcjonuje w warunkach obni-
zonego poziomu tlenu w komorce. Proces translacji mRNA
H1F-1, zachodzacy dzieki wewnetrznej inicjacji, pozwala na
akumulacje tego czynnika, przez co aktywuje i stymuluje
transkrypcje VEGF [57].

Zaburzony przebieg translacji mRNA na drodze zalez-
nej od IRES moze harmonizowaé z patogenezg chorob czto-
wieka, takich jak choroba Charcot-Marie-Tooth — CMTX
(ang. X-linked dominant Charcot-Marie-Tooth neuropathy) oraz
szpiczak plazmocytowy [58].

Chociaz wiele mutacji u pacjentéw z CMTX zostato zna-
lezionych w regionie kodujacym mRNA koneksyny 32, zi-
dentyfikowano réwniez pojedyncza tranzycje C—Uw jego
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5'UTR, prowadzacag do bardzo silnego hamowania trans-
lacji mMRNA tego biatka. Pdzniejsze badania wykazaty, ze
w regionie tym znajduje sie struktura IRES, dzieki czemu
translacja koneksyny 32 zachodzi w spos6b niezalezny od
kapu. W wyniku badar prowadzonych na myszach trans-
genicznych wykazano, ze zamiana C—U prowadzi do za-
hamowania genu reporterowego znajdujacego sie ponizej
zmutowanej struktury IRES [59],

Szpiczak plazmocytowy jest kolejng chorobg, w etiologii
ktorej majg miejsce zaburzenia prawidtowej funkcji elemen-
tow IRES. U chorych zidentyfikowano specyficzng mutacje
w genie c-myc, polegajacg na tranzycji C—U w regionie se-
kwencji IRES jego mRNA [28,57]. Mutacje te znaleziono w
42% przypadkow sposrod 19 os6b z tg choroba, przy czym
u 21 kontrolnych, zdrowych osobnikéw nie stwierdzono ta-
kiej zmiany. Konsekwencjg mutacji jest 10-25-krotny wzrost
syntezy c-Myc w komoadrkach szpiczaka plazmocytowego,
bez jednoczesnego wzrostu iloSci powstajacych transkryp-
tow mRNA i bez zmian w okresie pdttrwania tego biatka.
Dalsze badania wykazaty, ze zmutowany IRES jest szescio-
krotnie bardziej aktywny w procesie translacji niz jego od-
powiednik typu dzikiego. Badania struktury drugorzedo-
wej elementu IRES wykazaty, ze tranzycja C—Uwystepuje
w strukturalnie stabo uporzadkowanym regionie [28,57].
Jednakze, w regionie tym znajduje sie motyw strukturalny
typu trzonu i petli, w ktérej dochodzi do zmutowania poje-
dynczego nukleotydu. Powoduje to wzrost stabilnosci tego
elementu strukturalnego, czego konsekwencjg jest zwiek-
szona mozliwo$¢ wigzania grupy biatek, z ktérych czes¢
okazata sie by¢ cztonkami rodziny PCBP [28].

PODSUMOWANIE

Odkrycie grupy wirus6w RNA o polarnosci dodatniej,
nie posiadajgcych struktury kapu na koricu 5', a pomimo
tego ulegajacych efektywnej translacji w komérkach eu-
kariotycznych wskazato, ze komorki te mogag prowadzic
translacje w sposob alternatywny, wykorzystujgc elementy
IRES znajdujace sie w wirusowych RNA [5-7]. Niedawno
zaproponowano precyzyjny mechanizm dziatania elemen-
tow IRES HCV [6] oraz CrPV [60], na podstawie wynikow
przeprowadzonych badan strukturalnych tych elementow
oraz wizualizacji tworzonych komplekséw z podjednostka
rybosomalng 40S metodg mikroskopii krioelektronowej.

Hipoteza, ze podobnie jak wirusowe RNA, niektdre
mRNA w komérkach eukariotycznych moga ulega¢ transla-
cji na drodze niezaleznej od obecnosci kapu na ich koncach
5', sformutowana zostata ponad 15 lat temu [8]. W ostatnich
latach liczba takich mRNA oraz postulowanych komérko-
wych elementéw IRES wzrosta do kilkudziesieciu (Tab. 1).
Jednak w opinii niektdrych badaczy jest jeszcze zbyt wcze-
$nie, aby hipoteze te uznaé za w petni potwierdzong [21,22].
Pojawiajace sie watpliwosci dotyczg przede wszystkim in-
terpretacji doswiadczen, w ktérych do wykazania, ze ba-
dana sekwencja zdolna jest inicjowaé translacje w sposéb
niezalezny od kapu, wykorzystano wektory bicistronowe.
Ze wzgledu na to, ze wszystkie komdérkowe mRNA majg
charakter monocistronowy, translacja mRNA, ktére posia-
dajg elementy IRES musi zachodzi¢ na drodze kompromi-
su miedzy procesem kap-zaleznym i kap-niezaleznym. W
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zwigzku z tym, stosowane w badaniach uktady modelowe
powinny w wiekszym stopniu odzwierciedla¢ sytuacje, w
ktérej elementy IRES dziatajg in vivo. Zaplanowanie takich
doswiadczen napotyka jednak na szereg trudnosci. Miedzy
innymi, wigzg sie one z faktem, ze dla efektywnego dziata-
nia elementéw IRES niezbedne sg czynniki biatkowe ITAF,
ktore zastepujg niektére kanoniczne czynniki translacyjne
(Tab. 2). Ich dostepno$¢ wydaje sie by¢ zréznicowana nie
tylko w zaleznos$ci od rodzaju komorki, ale nawet od jej sta-
nu fizjologicznego. Z jednej strony ma to zasadnicze znacze-
nie dla postulowanej roli funkcjonalnej elementéw IRES, z
drugiej natomiast, znacznie utrudnia planowanie do$wiad-
czen i interpretacje otrzymywanych wynikow.

Czasteczki mRNA, zawierajagce elementy IRES, posiada-
ja kluczowe znaczenie dla funkcjonowania komdérki, gdyz
kodowane przez nie biatka uczestniczg w takich procesach,
jak: réznicowanie, cykl komoérkowy, apoptoza, czy tez odpo-
wiedz komorki na warunki stresowe [20,24], Skoro poziom
translacji komdérkowych mRNA na drodze procesu niezalez-
nego od kapu zalezy w istotnym stopniu od warunkéw w
jakich przebiega, to dalsze badania elementéw IRES wyma-
ga¢ beda bardzo uwaznej interpretacji doSwiadczen prowa-
dzonych in vitro z wykorzystaniem uktadéw modelowych.
Niedawno opisano wyniki pierwszych badahA funkcjonal-
nych komérkowych IRES, ktore przeprowadzone zostaly in
vivo [38,61]. Mozna sadzi¢, ze jedynie badania prowadzone
na tym poziomie beda mogty w petni potwierdzié¢ fascynu-
jaca role biologiczna, jaka przypisuje sie elementom IRES na
kluczowych etapach rozwoju komorki eukariotycznej.
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ABSTRACT

All eukaryotic mRNA molecules have a cap structure at the 5 ends which plays a crucial role in the scanning model of their translation ini-
tiation. In an alternative way of translation, the active ribosome is formed in a cap-independent mode due to the presence of IRES, internal
ribosome entry site, in the 5" untranslated region of certain mRNAs. This region folds into a distinct secondary and tertiary structure, which
binds the 40S ribosomal subunit and some protein factors, and subsequently forms the initiation complex and the translationally active 80S
ribosome. This enables the synthesis of specific proteins under the conditions when cap-dependent translation is inhibited or strongly redu-
ced. The cap-independent mode of translation initiation concerns proteins that play very important roles during cell cycle, apoptosis, response
to stress stimuli and cancer development.

412 www.postepybiochemii.pi


mailto:ciesiolk@ibch.poznan.pl

MikroRNA: nowe mechanizmy
regulacji ekspresji genow

STRESZCZENIE

ikroRNA to grupa matych, niekodujgcych RNA, ktére w postaci dojrzatej reguluja eks-

presje genéw na poziomie potranskrypcyjnym. Wchodzac w sktad kompleksu RISC,
wigzg sie z obszarem 3' UTR mRNA genu docelowego, implikujgc zahamowanie translacji
lub degradacje mRNA. Transkrypt pierwotny miRNA ma kilkaset nukleotydéw dtugosci,
w trakcie dojrzewania przybiera charakterystyczng forme ,,spinki do wtoséw" (ang. hairpin),
posta¢ aktywna natomiast stanowi jednoniciowy fragment o dtugos$ci 21-23 nt. Przewiduje
sie, ze geny kodujace miRNA cztowieka stanowia okoto 2% genomu, czasteczki te moga
bra¢ udziat w regulacji ekspresji nawet 30% gendéw strukturalnych [1,2]. Praca jest proba
uporzadkowania obecnego stanu wiedzy na temat biogenezy miRNA, rodzajéw matych, nie-
kodujacych RNA o funkcji regulatorowej, mechanizméw modulacji ekspresji gen6éw za ich
posrednictwem oraz roli, jaka miRNA odgrywajg w procesie transformacji nowotworowej.

WPROWADZENIE

Zainteresowanie grupg niekodujacych RNA (ncRNA) jest zrozumiate nie tyl-
ko z uwagi na fakt, ze stanowig one znakomitg wiekszo$¢ (60-70%) transkryp-
téw w komaérkach cztowieka [3]. Poza czasteczkami o wczes$niej udokumento-
wanym znaczeniu, takimi jak rRNA, tRNA, snRNA czy snoRNA, nalezg do niej
takze inne ,,mate” RNA, ktérych odkrycie zmienito dotychczasowe dogmaty,
dotyczace regulacji ekspresji gendw.

Zgodnie z podziatem czynnosciowym matych niekodujagcych RNA przed-
stawionym przez Backofena i wsp. do grupy tej zaliczy¢ mozna: miRNA (ang.
microRNA), endogenne siRNA (ang. short interfering RNA), rasiRNA (ang. repeat-
associated RNA) oraz piRNA (ang. PIWI-interacting RNA) [4],

Istnienie mikroRNA opisano po raz pierwszy we wczesnych latach 90. pod-
czas badan nad etapami rozwoju nicienia Caenorhabditis elegans. Stwierdzono
wowczas obecno$¢ dwdch transkryptéw genu lin-4, z ktorych kréotszy (21 nt)
wykazywat komplementarno$¢ do sekwencji zlokalizowanej w obszarze 3' UTR
mRNA genu lin-14 [1,5]. Lin-4, ktérego obecno$¢ warunkuje prawidtowe przej-
Scie ze stadium larwalnego LI do L2, okazat sie by¢ negatywnym regulatorem
lin-14 [6], Sugerowany wowczas mechanizm atenuacji translacji w wyniku od-
dziatywania antysensowego RNA i mRNA zostat potwierdzony w roku 1998,
kiedy Fire i wsp. opisali zjawisko interferencji RNA (Andrew Z. Fire, Craig C.
Mello, nagroda Nobla w dziedzinie medycyny 2006). W roku 2001 trzy niezalez-
ne grupy badaczy zdefiniowaty miRNA jako rodzine powszechnie wystepuja-
cych, krétkich RNA, rdéznigcych sie sktadem nukleotydowym i profilem ekspre-
sji, ktére biorg udziat w specyficznej (zaleznej od sekwencji) potranskrypcyjne;j
regulacji ekspresji genéw [1],

Obecnie wiadomo, ze miRNA wystepujg u wielu gatunkéw tak odlegtych
ewolucyjnie, jak rosliny, grzyby, owady czy kregowce; sg takze doniesienia o
ich obecnosci u organizméw jednokomérkowych i wiruséw [7],

Dotychczas opisano ponad 470 miRNA cztowieka, okoto 1000 przewidywa-
nych genéw ,kandydatéw" czeka na weryfikacje doswiadczalng [8], Aktualna
lista znanych miRNA C. elegans, Drosophila, Arabidopsis, myszy i cztowieka do-
stepna jest na stronie http:// microrna.sanger.ac.uk [2]. Poniewaz jeden rodzaj
miRNA moze bezposrednio lub posrednio wptywac na ekspresje wielu genow,
mechanizm regulacji potranskrypcyjnej zalezny od miRNA znajduje sie w cen-
trum uwagi naukowcoéw w wielu o$rodkach badawczych.
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LOKALIZACJA GENOW DLA miRNA

Warunkiem regulacji ekspresji na drodze interferencji
RNA jest komplementarno$¢ sekwencji pomiedzy cza-
steczkg regulatorowg i mMRNA genu docelowego. miRNA
rozpoznajg i wigzg obszar 3' UTR transkryptu. Zasada ta
jest pomocna w poszukiwaniu genéw dla miRNA, pozwala
bowiem na zastosowanie poréwnawczych technik bioinfor-
matycznych dla skanowania genomu [2], Mapowanie ge-
now dla miRNA prowadzi sie takze z wykorzystaniem me-
tody analizy etykiet sekwencji ulegajacych ekspresji (ang.
expressed sequence tags, EST) i metody GSS (ang. genomie
survey sequence analysis). Nie wszystkie jednak, odnalezione
w ten sposéb sekwencje zostajg pomysinie zweryfikowane
doswiadczalnie [2].

Geny dla miRNA moga miec¢ rdzng lokalizacje, mieszcza
sie w intronach i/lub egzonach genéw strukturalnych (25-
40% miRNA cztowieka) lub w obszarach miedzygenowych
[7.9.10]. Dla badan nad onkogenezg bardzo istotny jest fakt,
iz ponad potowa genow cztowieka dla miRNA miesci sie
w tych miejscach genomu, ktére szczeg6lnie czesto ulega-
ja amplifikacji, delecji badZ rearanzacji w przebiegu trans-
formacji nowotworowej [9], Geny kodujace miRNA moga
wystepowaé pojedynczo, czesto jednak tworzg policistrono-
we skupiska, posiadajgce wspdlne sekwencje regulatorowe
[6.10].

Sekwencje genow dla miRNA sg zachowawcze filogene-
tycznie. Jednym z pierwszych gendw dla miRNA opisanych
u cztowieka byt LET-7, homologiczny do genu let-7 C. ele-
gans (kolejny gen odpowiedzialny za prawidtowy rozwdj
osobniczy nicienia). Obecnos$¢ genu homologicznego do let-
7 stwierdzono takze u muszki owocowej [2,6].

BIOGENEZA miRNA

Wiekszos¢ gendéw dla miRNA jest transkrybowana przez
polimeraze RNA IlI; opisano takze kilka miRNA cztowie-
ka, ktorych transkrypcja zachodzi przy udziale polimerazy
RNA IIl [7], Policistronowe geny miRNA tworzg zwykle
niezalezne transkryptony; transkrypcja genéw zlokalizowa-
nych wewnatrz genéw strukturalnych czesto zwigzana jest
z ekspresja genu ,,gospodarza" [1]. Podobnie jak w przy-
padku mRNA, transkrypt pierwotny miRNA (pri-miRNA,
ang. primary miRNA) posiada na koncu 5' czapeczke (cap)
z 7-metyloguanozyny i ogon ztozony z poli-A na koncu 3'.
Pri-miRNA ma wielko$¢ do kilku kb, w obrebie tej sekwen-
cji znajduje sie fragment 60-70 nt, przyjmujacy strukture
»Spinki do wiosdw" (dwuniciowy fragment przedzielony
petlag niesparowanych nukleotydéw, Ryc. 1). W dojrzewa-
nie pri-miRNA zaangazowane sg dwa enzymy z rodziny
rybonukleazy Ill: Drosha i Dicer [1,6].

DROSHA

Jest endonukleazg klasy Il, opisang po raz pierwszy jako
enzym biorgcy udziat w obrébce pre-rRNA [1], Enzymy tej
rodziny charakteryzuje obecno$¢ podwdjnej domeny RNa-
zy Il (RINID), domeny wigzgcej dwuniciowe DNA (dsDNA)
na kofncu C oraz obszaru bogatego w reszty proliny (PRR)
i domeny bogatej w reszty argininy i seryny (RS) na koncu
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N. Enzymy homologiczne do Drosha cztowieka opisano u
C. elegans, Drosophila melanogaster i Mus musculus; nie wyste-
puja natomiast u drozdzy S. pombe i rzodkiewnika Arabidop-
sis thaliana, co moze $Swiadczy¢ o odmiennym mechanizmie
dojrzewania miRNA u tych gatunkéw.

Niezbednym kofaktorem Drosha, wchodzacym w sktad
funkcjonalnego jadrowego kompleksu enzymatycznego o
nazwie Mikroprocesor (~ 650 kDa), jest biatko DGCR8 (ang.
DiGeorge syndrome Critical Region 8), posiadajgce dwie do-
meny wigzgce dwuniciowe RNA idomene WW, mogaca t3-
czy¢ sie z obszarem PRR. Kofaktor ten decyduje o specyficz-
nosci endonukleazy. Odpowiednikiem u Drosophila DGCR8
cztowieka jest biatko Pasha [1,6].

Dwie domeny RIIID Drosha mogg tworzyé wewnatrz-
czgsteczkowy dimer (ang. intramolecular dimer), dzieki cze-
mu przecinajg pri-miRNA u podstawy ,hairpin", pozosta-
wiajac pre-miRNA o dtugosci -70 nt (Ryc. 1). Wykazano, ze
domeny nukleazowe Drosha dziatajg niezaleznie od siebie:
RIIIDa przecina cze$¢ 5', natomiast domena RIIIDb cze$¢
3' transkryptu [1], Powstate pre-miRNA majg zakonczenia
typowe dla produktow enzymdéw rodziny nukleazy IlI: po-
siadajg grupe fosforanowg na koncu 5' i dwa niesparowane
nukleotydy na koncu 3' [1,11].

Pre-miRNA, w potaczeniu z jagdrowym biatkiem trans-
portowym Exportin-5, przechodzi do cytoplazmy. Expor-
tin-5 nalezy do rodziny biatek karioferynowych P; do zwia-
zania sie z pre-miRNA wymaga obecnosci Ran-GTP [9],

DICER

Enzym opisany po raz pierwszy jako rybonukleaza wy-
cinajgca 21-23 nt fragmenty RNA z dsRNA podczas inicjacji
procesu interferencji RNA u Drosophila. Wykazano, ze mu-
tacje typu nuli genu kodujgcego Dicer u C. elegans powodu-
ja zaburzenia dojrzewania miRNA, kumulacje pre-miRNA
i zaburzenia rozwoju nicienia. Dicer w komdrkach cztowie-
ka wystepuje gtdwnie na obszarze cytoplazmy i siateczki
$rdédplazmatycznej; jest duzym biatkiem (~ 200 kDa), po-
siadajacym kilka domen: N-koAcowa o aktywnosci ATPa-
zy/helikazy (zawierajacg boks DECH), domene DUF283 o
nieznanej funkcji, domene PAZ (PIWI/Ago/Zwolle) oraz
C-konicowg RIIID, ztozong z dwoch domen katalitycznych
o aktywnosci RNazy Il idomeny dsRBD [1,6]. Zhang i wsp.
wskazujg na obecnos$¢ jednego centrum katalitycznego w
obrebie Dicer; moze to $wiadczy¢ o funkcjonalnej dimery-
zacji domen nukleazowych, podobnie jak ma to miejsce w
przypadku Drosha [5],

Dicer jest enzymem zaleznym od ATP, wykazujgcym
silne powinowactwo do dsRNA posiadajacych dwa nie-
sparowane nukleotydy na koncu 3'. Za rozpoznanie tego
konca dsRNA odpowiada domena PAZ [1,2,6]. Przypusz-
cza sie, ze kazda z domen Kkatalitycznych RIIID przecina
tancuch pre-miRNA z jednej strony petli niesparowanych
nukleotydow w taki spos6b, ze tworzy sie przejSciowa,
dwuniciowa forma miRNA (miRNA::miRNA*, Ryc. 1).
Dtugos$¢ powstatych tancuchéw RNA (~ 21 nt) jest zdeter-
minowana odlegtoscig centrum katalitycznego enzymu od
domeny PAZ [1].
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Rycina 1. Biogeneza i mechanizmy dziatania miRNA.

W genomie cztowieka, C. elegans i S. pombe zmapowano
jeden gen dla enzymu Dicer, u A. thaliana opisano cztery
rozne geny (DCL1-4), a u D. melanogaster dwa (DCR-1-2)

[1].

Wykazano, ze obecno$¢ Dicer jest niezbedna dla prawi-
dtowego rozwoju ssakéw; myszy z wytagczonym genem
DCR-1 ging w stadium embrionalnym [1], Dicer wptywa
na wiele innych procesdw poza dojrzewaniem miRNA:
ma znaczenie dla namnazania sie komérek, ré6znicowania
komérek macierzystych, a takze utrzymania prawidtowej
struktury chromatyny, segregacji chromosomoéw icentro-
merowego wyciszania ekspresji genow [12],

Podczas dojrzewania miRNA dla prawidtowej aktywnosci
Dicer konieczna jest obecno$¢ biatek towarzyszacych: TRBP
(ang. transactivating response RNA-binding protein), Ago2 (ro-
dzina biatek Argonaut), FMRP (ang. fragile X mental retarda-
tion protein) i PACT (ang. protein kinase R activating enzyme).
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TRBP jest biatkiem opisanym w 1991
roku jako czynnik dziatajacy synergistycz-
nie z wirusowym biatkiem Tat w trans-
aktywacji sekwencji LTR wirusa HIV-1.
Istnieja dwie izoformy TRBP: TRBP1 i
TRBP2, posiadajagce trzy domeny dsRBD
i zasadowy koniec karboksylowy. Odpo-
wiednikiem TRBP u Drosophila jest biatko
Loquacious (LOQS). Obecno$¢ TRBP jest
niezbedna dla aktywnosci endonukleoli-
tycznej Dicer, rekrutacji biatka Ago2 do
miejsca zwigzania enzymu z miRNA, ma
takze wptyw na wyciszanie ekspresji ge-
now za posrednictwem siRNA [1],

Powstate w wyniku dziatania Dicer
dupleksy miRNA::miRNA™* sg nietrwa-
te, tancuchy dosy¢ szybko ulegajg roz-
dzieleniu. Jeden z nich (miRNA) zosta-
je witaczony w kompleks RISC, stuzac
jako jego ,,przewodnik" do docelowego
MRNA (Ryc. 1), drugi (miRNA*) ulega
degradacji.

REGULACJA EKSPRESJI GENOW
PRZY UDZIALE miRNA

Dojrzate miRNA zostaje wigczone w
efektorowy kompleks biatkowy RISC i
wraz z nim moze rozpoznawa¢ mRNA
genu docelowego i wptywac na poziom
jego ekspresji. Istotg tego mechanizmu re-
gulacji jest komplementarno$¢ pomiedzy
miRNA a obszarem 3' UTR transkryptu.
Jesli komplementarno$¢ ta jest catkowi-
ta, dochodzi do nukleolitycznej degra-
dacji mRNA, co ma miejsce najczesciej
w komorkach roslinnych [6], Natomiast
w przypadku niepetnej komplementar-
nosci nastepuje zatrzymanie procesu
translacji, podczas gdy ilo$¢ transkryp-
tu pozostaje bez zmian (Ryc. 1). W ten
sposéb dokonuje sie zazwyczaj regulacja ekspresji genow
zwierzecych, chociaz sg wyjatki. Yekta i wsp. opisali de-
gradacje transkryptu genu HOXB8 w komdrkach embrio-
néw mysich wskutek dziatania w petni komplementarne-
go miR-196 [13].

Kluczowy dla rozpoznania transkryptu genu docelo-
wego wydaje sie by¢ zwlaszcza koniec 5' miRNA, a szcze-
goélnie pozycje nukleotyd6w 2-8 (ang. seed pairing). Badajac
linie komorkowg HelLa, Lim i wsp. wykazali, ze zwigzanie
tylko tego fragmentu miRNA z obszarem 3' UTR mRNA
genu docelowego wystarczy, by nie tylko atenuowaé
translacje, lecz takze prowadzi¢ do zmniejszenia ilosci
transkryptu [14],

Pojedyncze miRNA moze by¢ komplementarne do se-
kwencji 3'UTR mRNA wielu ré6znych genow, a transkrypt
jednego genu moze w obszarze 3'UTR posiada¢ kilka se-
kwencji rozpoznawanych przez miRNA [13,15],
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Rozpoznanie i zwigzanie transkryptu docelowego
przez kompleks RISC zachodzi najprawdopodobniej w
okreslonych rejonach cytoplazmy, tak zwanych ciatkach
P (ang. processing bodies) lub ciatkach GW (zawierajg one
miedzy innymi wigzace RNA biatko GW182 i inne, odpo-
wiedzialne za degradacje mRNA) [1],

RISC

RISC (ang. RNA induced silencing complex) jest to duzy (~ 500
kDa), ztozony z wielu biatek kompleks o aktywnosci specy-
ficznej nukleazy. Jego budowa nie jest doktadnie poznana.

U Drosophila w sktad kompleksu RISC wchodzi biat-
ko lub biatka rodziny Argonaut, biatko VIG (ang. vasa
intronic gene protein, RBP), Tudor-SN (biatko posiadajgce
pie¢ domen SN o aktywnosci nukleazy i domene Tudor) i
dFXR, bedgce ortologiem biatka FMRP cztowieka. FMRP
i FXR1 maja zdolno$¢ wigzania RNA, dziatajg jako modu-
latory translacji, gtéwnie w neuronach, co moze mie¢ tez
zwiazek z ich rolg w represji translacji indukowanej przez
miRNA. ,Minimalny" RISC cztowieka, funkcjonalny w
warunkach petnej komplementarnosci miRNA/mRNA,
sktada sie z nukleazy Dicer, biatka Argonaut 2 (hAgo2/
eiF2C2) i TRBP [5,16,17]. W sktad kompleksu mogg wcho-
dzi¢ takze m. in. helikazy Gemin 3 i Gemin 4 oraz biatko
PACT [1,15].

BIALKA ARGONAUT

Wsrdd biatek Argonaut wyr6zniamy dwie podrodzi-
ny: Ago i Piwi. U ssakéw powszechnie wystepuja 4 biatka
Ago (hAgol-4), natomiast ekspresje 4 gendw podrodzi-
ny Piwi opisano dotychczas jedynie w komaérkach jader
i komoérkach macierzystych uktadu hemopoetycznego;
ich funkcja nie jest znana. Eukariotyczne biatka Argonaut
majg wielko$¢ -100 kDa i sg silnie zasadowe. Posiadajg
one domene PAZ (podobnie jak biatka Dicer) i domene
Piwi, wsp6lng dla podrodzin Ago/Piwi. Domena PAZ
odpowiada za specyficzne wigzanie dupleksow RNA z
dwoma niesparowanymi nukleotydarni na koncu 3' [6].

MECHANIZMY WYCISZANIA EKSPRESJI GENOW

DEGRADACJA TRANSKRYPTU

W przypadku petnej komplementarnosci pomiedzy
miRNA a transkryptem genu docelowego, zwigzanie
regionu 3' UTR tego ostatniego przez miRNA impliku-
je przeciecie transkryptu na dwie czesci i ich degradacje
przy udziale nukleaz komérkowych (Ryc. 2 i 3). Prze-
ciecie mMRNA w obrebie kompleksu RISC nastepuje po-
miedzy miejscami sparowanymi z 10 i 11 nukleotydem
miRNA, liczac od konhca 5'; proces ten nie wymaga obec-
nosci ATP. Nastepnie kompleks RISC oddysocjowuje
(miRNA pozostaje z nim zwigzane) i moze wigza¢ kolej-
ne mRNA.

Kluczowe dla procesu niszczenia transkryptu sg praw-
dopodobnie sekwencje ARE (ang. AU-rich), znajdujace sie
w regionie 3'UTR wielu transkryptow o krotkim okresie
potrozpadu (mRNA cytokin, protoonkogenéw) [16,17],
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Motywy te sg znanymi sekwencjami regulatorowymi,
dziatajacymi w uktadzie cis. Wykazano, ze miRNA czto-
wieka mir-16 w sposob specyficzny tgczy sie z sekwencja
ARE transkryptu genu docelowego i przy udziale triste-
traproliny (TTP) prowadzi do degradacji mRNA. TTP
jest jednym z biatek wigzacych ARE, jego obecnos$¢ wa-
runkuje prawidtowe rozpoznanie tych sekwencji przez
miRNA. Nie jest do konca jasne, ktory z elementéw RISC
cztowieka bezposrednio odpowiada za zniszczenie trans-
kryptu, nie opisano bowiem u cztowieka odpowiednika
endonukleazy Tudor obecnej u Drosophila. Przypuszcza
sie, ze RISC w potagczeniu z TTP moze asocjowac z innymi
biatkami warunkujagcymi deadenylacje i/lub z egzosoma-
mi [16].

ZAHAMOWANIE TRANSLACII

Mechanizm zahamowania translacji przy udziale miRNA
nie jest w petni wyjasniony.

Chenrimada i wsp. wykazali, ze RISC cztowieka aso-
cjuje z wielobiatkowym kompleksem MOVIO, ktdry jest
homologiem Armitage (represor translacji u Drosophila)
1 biatkami podjednostki 60S rybosomu. Kompleks ten
zawiera takze czynnik antyasocjacyjny elF6 (ITGB4BP/
p27BBP), biatkowy inhibitor, blokujgcy funkcjonalne po-
taczenie obu podjednostek rybosomu [10]. Mechanizm
wyciszenia ekspresji genu w warunkach niepetnej kom-
plementarnosci miRNA/mMRNA moze polega¢ zatem
na zahamowaniu translacji wskutek braku mozliwosci
utworzenia czynnego monosomu [9].

Natomiast Kiriakidou podaje, iz biatka rodziny Ago po-
siadajg motyw MC, przypominajacy budowg jedng z do-
men czynnika istotnego dla inicjacji translacji, elF4E. Jest to
domena wigzaca strukture czapeczki (cap) 7-metyloguano-
zynowej. Motyw MC moze stuzyé do wigzania czapeczki
docelowego mRNA, wtedy atenuacja translacji bytaby wy-
nikiem kompetycji Ago i elF4E [18].

INNE MALE RNA REGULATOROWE | KOMPLEKS RITS

Poza miRNA, funkcje negatywnych regulatoréw eks-
presji genéw mogg petni¢ inne ,,mate” czgsteczki RNA.
Sa to piRNA, endogenne siRNA oraz rasiRNA, przy czym
te ostatnie, regulujac strukture chromatyny, wptywaja na
poziom transkrypcji genu docelowego [1,4,17,19,20] (Ryc.
2 i 3). Baza danych, zawierajgca znane sekwencje genéw
matych niekodujgcych RNA cztowieka, myszy i szczura
(RNAdb 2.0), jest dostepna na stronie http://research.
imb.uqg.edu.au/RNAdb [21].

piRNA to klasa niedawno opisanych czasteczek RNA
o diugosci 26-31 nt, ktoérych obecno$¢ stwierdzono w
komérkach jader myszy, szczura i cztowieka [4,20]. Ich
nazwa odzwierciedla zwigzek z biatkami PIWI. Wiek-
szo$¢ gendw dla piRNA miesci sie w obszarach genomu
uwazanych dotychczas za nieaktywne transkrypcyjnie
[20], Podobnie jak miRNA, piRNA sg transkrybowane
w postaci dtugich transkryptdéw, ktore dojrzewajg przy
udziale nukleaz z rodziny RNazy Ill. Nie zaobserwo-
wano natomiast, by w trakcie dojrzewania przyjmowaty
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RNA pol l “’:A pol
RNA pol RNA pol
Drosha
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Dicer l Dicer l

rasiRNA

MECHANIZM REGULACIJI
STRUKTURY CHROMATYNY

Badajac komorki drozdzy S. pombe, Volpe i wsp.
wykazali, ze dsRNA kodowane przez powtdrzenia
centromerowe regulujg powstawanie i funkcje cen-
tromeréow [10]. W nastepstwie interferencji RNA
dochodzi bowiem do metylacji lizyny 9 histonu H3
[1,17]. Biatkowym kompleksem efektorowym, ana-
logicznym do RISC, jest w tym uktadzie RITS (ang.
RNA induced transcriptional silencing complex). W
sktad RITS, poza siRNA (powstatymi przy udziale
Dicer), wchodzg biatka Agol, Chpl i Tas3 [22], siR-
NA, homologiczne do powtdrzen centromerowych,
~haprowadzajg" kompleks na regiony heterochro-
matyny (centromery, telomery) i wigzg sie z nimi.
Oddziatywanie to sprawia, izkompleks RITSpromu-
je, katalizowang przez metylotransferaze Clr4, mety-
lacje histonu H3 K9, co powoduje powstanie miejsca
wigzania biatka heterochromatyny Swi6. Zwigzanie
Swi6 ,,przycigga" kolejne czasteczki Clr4, co impli-
kuje metylacje sasiednich nukleosoméw [5,17].

FISCAUES RITS
e e ? Podobny mechanizm kondensacji chromatyny
el Y l opisano ostatnio u wyzszych kregowcdw [1,23,24].
Tty Kawasaki i wsp. stwierdzili, ze wprowadzenie syn-
STABILNOSE tetycznego siRNA, komplementarnego do wysp CG
TRANSEACHA TRANSKRYPTU HETEROCHROMATYNA promotora genu dla E-kadheryny w komdérkach li-

Rycina 2. Dojrzewanie i funkcje niektérych ncRNA. Za Sontheimer i Carthew [17], modyfika-

cja. Linia przerywana - prawdopodobny mechanizm dziatania.

forme spinki do wtoséw badZ posiadaty jakgkolwiek za-
chowang ewolucyjnie strukture drugorzedowa. Prawdo-
podobng funkcjg piRNA jest represja translacji i udziat
w tworzeniu par przez chromosomy homologiczne, a
tkankowo-specyficzna ekspresja wskazuje na ich role w
procesie spermatogenezy [4,20].

Dojrzate czgsteczki sSiRNA sg nieco wieksze niz miRNA
(23-27 nt). Poczatkowo sadzono, iz moga by¢ one wytacz-
nie pochodzenia egzogennego (np. jako wynik zakazenia
wirusowego). Okazato sie jednak, ze siRNA mogg tak-
ze powstawaé w komarkach roslin, grzybéw i zwierzat.
Czasteczki te réznig sie od miRNA tym, ze ich prekurso-
ry nie przyjmuja formy ,spinki do wtosow". Niedojrzata
postaé dwuniciowa moze byé efektem dwukierunkowej
transkrypcji locus chromosomowego lub transkrypcji
jednokierunkowej i dobudowania drugiego tancucha
przez RNA polimeraze zalezng od RNA (RdRP). Dal-
szy etap dojrzewania przebiega z udziatem Dicer [17]
(Ryc. 2).

Gtoéwna klasa siRNA (rasiRNA) jest kodowana przez
sekwencje powtarzajace sie, czesto przypominajace
transpozony, zlokalizowane w heterochromatynowych
obszarach centromerowych i telomerowych. Taka lokali-
zacja wigze sie¢ z funkcjg rasiRNA, ktorg jest formowa-
nie i utrzymywanie odpowiedniej struktury chromatyny
[17]. Stwierdzono, ze stabilizacja heterochromatyny oko-
lic centromerowych u drozdzy wymaga obecnosci Dicer
i biatek Argonaut, co potwierdza udzial mechanizméw
interferencji RNA w tym procesie [17].
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nii MCF7 cztowieka, prowadzi do metylacji DNA i
histonu H3, co hamuje ekspresje tego genu na po-
ziomie transkrypcji [23]. Schemat mechanizmoéw re-
gulacji ekspresji genow zaleznej od ,,matych" czaste-
czek RNA przedstawia rycina 3.

BIOLOGICZNA ROLA miRNA

miRNA biorg udziat w interferencji RNA i potranskryp-
cyjnej regulacji ekspresji gendéw co sprawia, ze odgrywaja
wazng role w procesach kluczowych dla prawidtowego
funkcjonowania komdrki. Opisane przez Ambrosa i Ruv-
kuna badania wykazaty wptyw miRNA na regulacje ge-
now heterochronicznych nicienia C. elegans (sg to geny od-
powiedzialne za prawidtowg sekwencje zdarzen podczas
poembrionalnego rozwoju osobniczego), nastepne grupy
badaczy udowodnity znaczenie miRNA dla rozwoju i doj-
rzewania innych gatunkéw zwierzat [1,19]. miRNA uczest-
niczg w roznicowaniu komodrek macierzystych, utrzymy-
waniu okreslonego profilu ekspresji genéw poszczegdlnych
tkanek, kontroli namnazania sie i programowanej $mierci
komoérki [25,26]. Moga wptywacé na proces przekazywania
sygnatu, a takze stanowi¢ czes¢ mechanizmu obrony orga-
nizmu przed wirusami. Szczeg6towe informacje na ten te-
mat sg dostepne w literaturze [3,6,11,22].

Tak powszechne zaangazowanie miRNA w réznorodne
procesy biologiczne ma istotne znaczenie dla onkogenezy, co
sprawia, ze czasteczki te stanowg przedmiot intensywnych
badan w wielu laboratoriach. miRNA wydajg sie bowiem
by¢ znakomitym czynnikiem diagnostycznym, progno-
stycznym i celem terapii [8,27]. Wptywajac na ekspresje ge-
noéw strukturalnych, moga posrednio petni¢ funkcje zardw-
no onkogendw (ang. oncomirs), jak i genéw supresorowych
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[1,2,6]. Jak juz wspo-

DA SRNA i mniano, lokalizacja
“x\ genomowa genow dla

) MiRNA jest zbiezna z
miejscami  czestych

delecji, amplifikacji,

przeniesien czy tez

insercji sekwencji wi-

mRNA mRNA DNA rusowych [28]. Anali-
DEGRADACJA  ATENUACJA KONDENSACJA za struktury regionu

TKANOKKYTI U TKANOLAGJI CHKUMATYNY

5' genéw dla miRNA
wykazata, ze poziom
ich ekspresji moze za-
leze¢ od stopnia me-
tylacji wysp CG [29], Ta wasciwos¢ takze moze rzutowaé
na udziat miRNA w etiopatogenezie nowotwordw, w Kkto-
rych czesto obserwuje sie zaburzenia metylacji genéw.

Rycina 3. Poziom regulacji ekspresji genéw
przy udziale matych ncRNA.

Z uwagi na fakt, iz jeden rodzaj miRNA moze modulo-
wac ekspresje wielu genéw, udziatu tych czasteczek w pro-
cesie onkogenezy nie da sie przeceni¢ [14,27].

miRNA | ONKOGENEZA

Klasycznym przyktadem miRNA, zaangazowanych w
etiopatogeneze nowotworzenia, sg miR-15 i miR-16 cztowie-
ka. Geny dla tych miRNA zlokalizowane sg na dtugim ra-

Tabela 1. Zmiany ekspresji mMiRNA w wybranych nowotworach. Za Zhang i wsp. [2], modyfikacja.

miRNA

Przewlekta biataczka limfocytowa  miR-15a 1
B-komérkowa (B-CLL) miR-16a
Rak ptuca let-7 1

Rodzaj nowotworu

miR-17-92 T

miR-125b

miR-145 1
miR-21

miR-155

miR-143 J
miR-145

miR-221 t
miR-21

Rak piersi

Rak jelita grubego

Nowotwory moézgu

miR-181a
miR-181b 1
miR-181c

Szpiczak miR-155 1

miR-17-92 r

miR-221

miR-222 t

miR-146

miR-372 t

miR-373

Rak watroby miR-18 r
miR-224

Rak tarczycy

Rak jadra

miR-199a
miR-195 i
miR-200a
miR-125a

*w poréwnaniu z tkanka prawidtowa
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mieniu chromosomu 13 (13ql4), w miejscu, ktdre szczegdlnie
czesto ulega delecji w przebiegu przewlektej biataczki limfo-
cytowej B-komoérkowej (B-CLL). Cimmino i wsp. stwierdzili,
ze miR-15a i miR-16a sg negatywnymi regulatorami genu
BCL-2, ktérego nadekspresja przyczynia sie do zwiekszonej
opornosci limfocytow biataczkowych na apoptoze [30], Geny
dla miR-15a/16a mozemy wiec okresli¢ mianem gendéw su-
presorowych; wykazano, ze profil ich ekspresji definiuje
przebieg kliniczny B-CLL. Podobnie zachowuje si¢ LET-7 w
raku ptuca (negatywny regulator RAS i MYC) [2], Czastecz-
kami o funkcji onkogendéw sg natomiast miRNA pochodzace
ze skupiska 17-92, ktérych zwiekszong ekspresje obserwuje
sie¢ w drobnokomérkowym raku ptuca. Prawdopodobnymi
genami docelowymi dla tych miRNA sg geny supresorowe
PTEN i RB2. Wykaz wybranych miRNA zaangazowanych w
transformacje nowotworowag przedstawia tabela 1.

Wyniki badan ekspresji miRNA w nowotworach, odnie-
sione do poziomu ekspresji w tkankach prawidtowych, wno-
szg wiele informacji na temat dziatania tych czasteczek regu-
latorowych, pozwalajg takze na analize etiopatogenezy no-
wotworu. Podstawowymi technikami wykorzystywanymi w
takich badaniach, sg: wytgczenie funkcji okreslonego miRNA
(inhibitory antysensowne, mutacje punktowe), ocena ekspre-
sji miRNA metoda hybrydyzacji Northerna, RT-PCR i mikro-
macierzy miRNA [8],

Okreslanie profilu ekspresji miRNA w
tkankach nowotworowych ma znaczenie
Gen docelowy 1 diagnostyczne i prognostyczne. Profil ten

BCL-2 bardziej specyficznie okre$la pochodzenie

nowotworu niz profil ekspresji mRNA.
RAS Umozliwia to nie tylko badania nowotwo-
’F\’/'T\;(’:\l réw niskozréznicowanych, w przypadku

ktorych wynik badania histopatologiczne-
go nie jest informatywny, ale takze charak-
terystyke nowotwordéw przerzutujacych
0 nieznanym ognisku pierwotnym, ktdre
stanowig 3-5% rozpoznan w onkologii [8].
Natomiast analiza poréwnawcza profili
ekspresji miRNA chorych z okre$lonym
rodzajem nowotworu pozwala na ustale-
nie prawdopodobnego przebiegu choroby
lodpowiedzi na leczenie.

RB2

Trwajg badania nad wykorzystaniem

zjawiska interferencji RNA i miRNA w le-

BIC czeniu choroby nowotworowej. Celem te-
PU.I rapii moze by¢ bezposrednie oddziatywa-
nie na protoonkogeny lub geny supresoro-
we (RAS, TP53, BCRABL), uwrazliwianie
komoérek na chemioterapie (np. atenuacja
ekspresji genu opornosci wielolekowej
LAST?2 MDR) czy tez zahamowanie migracji ko-
morek nowotworowych, prowadzacej do

powstawania odlegtych przerzutow [8,27].

KIT

PODSUMOWANIE
Odkrycie zjawiska interferencji RNA po-
zwolito na lepsze zrozumienie mechanizmoéw

potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw.
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Badania matych regulatorowych RNA rozwijajg sie bardzo dy-
namicznie. Dotychczas poznano niewielki fragment ztozonej
sieci zalezno$ci rzadzacych ekspresjg genéw strukturalnych. Z
uwagi na znaczenie tej wiedzy dla badan cyklu komérkowego,
programowanej $mierci czy onkogenezy dalsze zainteresowanie
naukowcéw mechanizmem regulacji zaleznym od ,,matych",
niekodujacych RNA wydaje sie by¢ jak najbardziej uzasadnione.
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ABSTRACT

MicroRNAs are small, non-coding RNAs that regulate gene expression on post-transcriptional level. When included in RISC complex they
bind to 3' UTR of target gene implicating inhibition of translation or mRNA degradation. Primary miRNA transcripts are several hundred
nucleotides long, during maturation they have typical hairpin secondary structure. Active, mature miRNA is a single-stranded molecule 21-23
nt long. Human miRNA genes may constitute even 2% of the genome. miRNA molecules influence the expression of over 30% of structural
genes. Paper presents current knowledge about miRNA biogenesis, types of small non-coding RNAs that are biologically functional, mecha-
nisms of gene expression regulation they exert and the role of miRNA in oncogenesis.
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STRESZCZENIE

erminacja translacji r6zni sie pod wieloma wzgledami u organizméw prokariotycznych
Ti eukariotycznych. W poczatkowej fazie terminacji biorg udziat czynniki rozpoznajace
kodon stop w miejscu A rybosomu, zwane czynnikami terminacyjnymi. Czynniki te sg od-
powiedzialne za hydrolize wigzania peptyd —tRNA i uwolnienie nowo syntetyzowanego
biatka. U Eukaryota wystepuje tylko jeden taki czynnik — eRFI, podczas gdy u Prokaryota
za proces ten odpowiedzialne sg dwa czynniki — RF1 i RF2. W terminacji translacji mito-
chondrialnej, procesowi zblizonemu do terminacji translacji u Prokaryota, za rozpoznawanie
kodonu stop odpowiedzialny jest jeden czynnik, zwany mRFI. Badania we wszystkich tych
uktadach ujawnity wystepowanie w czynnikach terminacyjnych waznych domen bioracych
udziat w skomplikowanym etapie terminacji translacji. Praca ta ma na celu przyblizenie no-
wych aspektéw, dotyczacych mechanizmu terminacji translacji, jak i prob wizualizowania
samego procesu licznymi badaniami strukturalnymi.

WPROWADZENIE

W procesie biosyntezy biatka biorg udziat mRNA, tRNA, czynniki transla-
cyjne i rybosomy. Wszystkie te makromolekuty $ci$le ze sobg wspotdziatajg. W
procesie translacji wyréznia sie cztery gtéwne etapy: inicjacje, elongacje, termi-
nacje oraz odnawianie (ang. recycling).

Sygnatem dla terminacji translacji jest pojawienie sie w mRNA kodonu stop w
miejscu A rybosomu. Terminacja jest przeprowadzana przez specyficzne czyn-
niki terminacyjne, opisywane symbolem RFs (ang. Release Factors).

Najlepiej poznano proces terminacji translacji u bakterii. Pierwsza grupa
czynnikéw terminacyjnych odpowiada za rozpoznanie kodonu stop w mRNA.
Czynniki te wigza sie do miejsca A w rybosomie oraz hydrolizujg wigzanie estro-
we peptyd-tRNA w miejscu P rybosomu, pozostawiajgc nienatadowany tRNA
oraz wolny peptyd. Po odcieciu peptydu, czynnik terminacyjny pierwszej gru-
py jest odtgczany od rybosomu pod wptywem czynnika terminacyjnego drugiej
grupy, zaleznego od GTP. Nastepnie, pod wptywem czynnika z trzeciej grupy,
rybosom dysocjuje na sktadowe podjednostki, ktore sa w stanie wzia¢ udziat w
nowej rundzie inicjacji translacji [1].

BAKTERYJNE CZYNNIKI TERMINACJI TRANSLACJI

Proces terminacji translacji zostat najlepiej poznany u bakterii Escherichia coli.
Uczestniczag w nim dwa czynniki pierwszej grupy - RF1 i RF2, rozpoznajace ko-
dony stop, odpowiednio: UAA i UAG oraz UAA i UGA. Czynniki te oddziatujg
bezposrednio z mRNA, hydrolizujg wigzanie peptyd-tRNA, uwalniajac biatka z
miejsca P w rybosomie. Hydroliza wigzania peptyd-tRNA przeprowadzana jest
przy udziale sekwencji GGQ, zachowanej ewolucyjnie zaréwno w prokariotycz-
nych, jak i eukariotycznych czynnikach terminacji translacji pierwszej grupy.
Rejon ten, poprzez wigzanie czasteczki wody, ,,nasladuje” aminoacylo-tRNA i
w ten sposob przyczynia sie do hydrolizy wigzania estrowego [2],

Poziom czynnikéw terminacyjnych w komérce E. coli wynosi dla RF1 - 500, a
dla RF2 - 700 czasteczek [3]. Nadekspresja czynnikéw terminacyjnych jest letalna
[4], a mutacje w genach kodujacych RF1 (prfA) i RF2 (prfB) powoduja niewtasci-
we odczytanie kodondéw stop, btedy w syntetyzowanym biatku i temperaturow-
razliwy (ts) wzrost komérek [5] (Ryc. 1).

Po rozpoznaniu kodonu stop (Ryc. 1, etap 1) i uwolnieniu peptydu przez RF1
lub RF2 (Ryc. 1, etap Ill), czynnik RF3 powoduje dysocjacje RF1 lub RF2 z miej-
sca A rybosomu przy udziale GTP. RF3 jest czynnikiem terminacyjnym drugiej
grupy, zaleznym od GTP. Czynnik ten wystepuje w kompleksie z GDP poza
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Rycina 1. Mechanizm terminacji translacji u bakterii (na podstawie [6]).

rybosomem, za§ w kompleksie z GTP wtedy, gdy jest zwia-
zany z rybosomem (Ryc. 1, etap V). Po zwigzaniu si¢ RF3
nastepuje dysocjacja GDP, ktdra stabilizuje wigzania. Stabi-
lizacja ta trwa, az do pojawienia sie kolejnej czgsteczki GDP
(Ryc. 1, etap II). RF3 w kompleksie z GDP moze wigzac sie
do rybosomu stabymi wigzaniami, ktore tatwo ulegajg dy-
socjacji (Ryc. 1, etap Il). Takie niestabilne wigzanie, potgczo-
ne z szybkg dysocjacja, powtarza sie do czasu, gdy nastapi
hydroliza wigzania peptyd-tRNA (Ryc. 1, etap ). Czynni-
ki terminacyjne pierwszej grupy powodujg wymiane GDP,
zwigzanego z RF3, na GTP (Ryc. 1, etap IV). Umozliwiajg w
ten sposob jego trwate zwigzanie do rybosomu, ktére pro-
wadzi do dysocjacji RF1/2 (Ryc. 1, etap V). Nastepnie, GTP
w RF3 jest hydrolizowane i dysocjuje w formie GDP (Ryc.
1, etap VI). Forma ta posiada niskie powinowactwo do ry-
bosomu [6].

W dalszej czesci procesu podjednostka rybosomalna 50S
dysocjuje od kompleksu mRNA«podjednostka 30S*tRNA
pod wptywem, zaleznego od GTP, czynnika elongacyjnego
EF2 oraz czynnika terminacyjnego RRF, niezaleznego od
GTP, i bierze udziat w kolejnej rundzie translacji. W konco-
wym etapie deacetylowane tRNA jest usuwane z miejsca P
podjednostki 30S rybosomu przez czynnik inicjacyjny IF3.
Brak genu kodujacego RRF jest letalny dla komorki bak-
teryjnej, a sam proces rozpadu rybosomu na podjednostki
30S i 50S jest niezbhedny do ponownego uzycia rybosomu,
czynnikéw terminacyjnych oraz tRNA w kolejnym etapie

biosyntezy peptydu [7],
Terminacja translacji u bakterii byta badana nie tylko w

uktadach invivo, ale réwniez w uktadach in vitro. Badania w
uktadzie in vitro wykazaty, ze przy braku biatek RF3 i RRF
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petny cykl translacji trwa ok. 40 sekund. Okres ten zmniej-
sza sie do 30 sekund po dodaniu jedynie RF3ido 15 sekund
po dodaniu samego RRF. W obecnosci obu tych czynnikow
okres odnowy rybosomu wynosi 6 sekund. Stwierdzono
rowniez, ze aktywnos¢ katalityczna RRF zalezy od czynnika
elongacyjnego EF-G [8],

EUKARIOTYCZNE CZYNNIKI
TERMINACJI TRANSLACJI

U Eukaryota terminacja translacji cytoplazmatycznej za-
chodzi z udzialem wspotdziatajagcych ze sobg czynnikéw
terminacyjnych eRFI i eRF3 (ang. eukaryotic Release Factor). U
drozdzy S. cerevisiae proces ten zachodzi z udziatem biatek
Sup35 (eRF3) i Sup45 (eRFI) [9], Czynniki te tworzg kom-
pleks zdolny do hydrolizy wigzania peptyd-tRNA. eRFI jest
czynnikiem pierwszej grupy, niezbednym do zycia komar-
ki, rozpoznajacym wszystkie trzy kodony stop i bezposred-
nio z nimi oddziatujacym [10]. eRF3 jest czynnikiem drugiej
grupy, zaleznym od GTP, i stymuluje aktywnosé eRFI [9].
eRF3 wigze GTP tylko w kompleksie eRFl«eRF3 [11]. Po-
wstaty kompleks eRFlI«eRF3*GTP*Mg2+ powoduje akty-
wacje centrum GTPazy, wigze sie do rybosomu i nastepnie
powoduje hydrolize wigzania peptyd-tRNA (Ryc. 2).

Zaproponowano model terminacji translacji u Eukary-
ota [12], W pierwszym etapie eRFI, eRF3 i GTP wigzg sie
do kompleksu preterminacyjnego, sktadajgcego sie z ry-
bosomu zwigzanego z kodonem stop w mRNA w miejscu
A i peptydylo-tRNA w miejscu P (Ryc. 2, etap Il). Utwo-
rzenie na rybosomie kompleksu eRFI»eRF3«GTP powo-
duje rearanzacje kompleksu preterminacyjnego — tzn.
translokacje rybosomu na mRNA izwigzane z tym prze-
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Rycina 2. Model terminacji translacji u Eukaryota (na podstawie [12]).

mieszczenie kodonu stop do miejsca P, za$ peptydylo-
tRNA do miejsca E (Ryc. 2, etap Il). Zmiany strukturalne
polegajg na czesSciowej lub catkowitej translokacji kodo-
nu w mRNA wobec ramienia antykodonu w peptydylo-
tRNA. Odpowiednie utozenie motywu GGQ w eRFI, w
miejscu peptydylotransferazy (PTC) przegrupowujgcego
sie kompleksu, wymaga hydrolizy GTP poprzez eRF3
(Ryc. 2, etap Ill). eRFI stymuluje GTPazowg aktywnos$¢
eRF3 [11]. Hydroliza wigzania eRF3*GTP moze skutko-
wacé uwolnieniem eRF3*GDP z rybosomu lub modyfika-
cjg ich oddziatywania z eRFI (Ryc. 2, etap Ill). Pozwala to
z kolei na poprawne dopasowanie motywu GGQ do PTC.
W etapie IV (Ryc. 2) odpowiednio utozony eRFI powo-
duje hydrolize peptydylo-tRNA. Kolejny etap moze pole-
ga¢ na dysocjacji eRFl wraz z eRF3 lub samego eRFl, jesli
eRF3»GDP zostat uwolniony natychmiast po hydrolizie
GTP.

eRF3 posiada inne funkcje niz prokariotyczny RF3 [13].
Podczas gdy RF3 stymuluje uwalnianie czynnikdw RF1/2
z rybosomu, eRF3, tworzagc kompleks z eRFI, wptywa na
szybka i wydajng hydrolize wigzania peptyd-tRNA. U
Prokaryota hydroliza wigzania peptyd-tRNA poprzedza
zmiane GTP, zwigzanego z RF3, na GDP, podczas gdy u
Eukaryota hydroliza GTP i uwolnienie eRF3*GDP jest
konieczne do hydrolizy wigzania peptyd-tRNA. Powo-
dem, dla ktérego eRF3 ma tak rozwinieta funkcje, moze
by¢ wystepowanie u Eukaryota tylko jednego czynnika
rozpoznajacego wszystkie kodony stop eRFI - obnizenie
selektywnos$ci w rozpoznawaniu kodonéw stop oraz brak
w uktadzie eukariotycznym prokariotycznego odpowied-
nika RRF [12].
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U Eukaryota mRNA przedstawiono jako model ,za-
mknietej petli", co sugerowatoby brak uwalniania podjed-
nostki 40S w procesie terminacji [14], Zamiast tego podjed-
nostka 40S mogtaby kursowaé¢ w poprzek lub na ogonie
poli(A) z powrotem do 5'-korica mRNA poprzez czynniki
translacyjne potaczone z 5' i 3'-koficem. W tym modelu pro-
ponowana jest raczej reinicjacja niz (lub dodatkowo) inicja-
cja. Zostato to poparte odkryciem oddziatywania pomiedzy
eRF3 i PABP (ang. Poly(A)-Binding Protein), wzmacniajgcym
wigzanie aparatu terminacyjnego z 3' konicem mRNA [1],

Wykazano, ze kompleks tworzony przez dwa czynniki,
eRFI i eRF3, znacznie wzmacnia powinowactwo eRF3 do
GTP. Sam eRF3 w komorce eukariotycznej, poza komplek-
sem, ma wyzsze powinowactwo do GDP, podczas gdy w
kompleksie z eRFI ma wyzsze powinowactwo do GTP. W
analogiczny spos6b EF-Tu tworzy kompleks z aminoacylo-
wanym tRNA i GTP. Wskazuje to, iz kompleks eRF3*eRFI
powoduje wzrost powinowactwa eRF3 do GTP, a réwno-
czesnie kompleks eRF3*GTP powoduje wzrost powino-
wactwa eRF3 do eRFI. Sugeruje to, ze eRF3 pod wptywem
GTP zmienia swojg konformacje tak, aby dopasowac sie do
kompleksu z eRFl i tworzy kompleks eRF3*GTP*eRFI.
Natomiast biatko PABP tworzy kompleks eRF3*GDP, a
obecnos¢ GTP nie sprzyja jego tworzeniu. Dodanie PABP
do mieszaniny eRFI i eRF3 obniza powinowactwo eRF3 do
GTP [14,15],

U ssakéw wystepujg dwa geny kodujace dwie rézne for-
my biatka eRF3: eRF3a (GSPT1) i eRF3b (GSPT2). Wykazuja
87% podobienstwa sekwencji aminokwasowej, a najwiek-
sza roznica wystepuje w N-kofAcowej domenie ich czastecz-
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ki. Réwniez poziom ich ekspresji jest odmienny dla ré6znych
tkanek. Obawigzg sie do eRFIl i powoduja jego uwalnianie in
vivo. Wykazano, ze wyciszenie genu kodujacego eRF3a po-
woduje obnizenie przeczytywania (ang. readtrough) kodonu
nonsens w reporterowym mRNA, tzn. obnizenie wiernosci
translacji. Wyciszenie genu kodujgcego eRF3b nie powoduje
zadnych znaczacych efektéw. Ponadto, nadekspresja genu
kodujgcego eRF3b niweluje efekt przeczytywania i spadku
poziomu komoérkowego eRFIl, powodowany wyciszeniem
genu kodujagcego eRF3a. Wskazuje to, ze eRF3a jest gtow-
nym czynnikiem biorgcym udziat w terminacji translacji w
komdrkach ssakéw [16].

ROZNICE W TERMINACJI TRANSLACJI: UKLAD
PROKARIOTYCZNY | EUKARIOTYCZNY

Roznice w translacji w uktadzie prokariotycznym i euka-
riotycznym wynikajg juz z samej budowy sktadnikéw bio-
racych w niej udziat. Eukariotyczne rybosomy sktadajg sie
z dwoéch podjednostek 60S i 40S, podczas gdy w sktad pro-
kariotycznych rybosomoéw wchodza podjednostki 50S i 30S.
Eukariotyczne mRNA posiada charakterystyczng sekwencje
czapeczki na 5'-koncu i niemal we wszystkich przypadkach
koduje tylko jedno biatko. Prokariotyczne mRNA posiada
sekwencje ,,Shine-Dalgarno” i moze stuzy¢ jako matryca do
syntezy wielu biatek. Rdznice wystepuja niemal na kazdym
etapie biosyntezy biatka.

Najwazniejsza z réznic, dotyczaca terminacji translacji,
polega na tym, ze w komaérkach drozdzy S. cerevisiae eRFI i
eRF3 wystepuja jako heterodimer, co wykazano w uktadach
in vivo i in vitro [9,17,18], Tymczasem u E. coli RF3 nie wigze
sie stabilnie do RF1 lub RF2 [19],

Ponadto, u Eukaryota nie udato sie zidentyfikowa¢ do
tej pory homologa prokariotycznego czynnika RRF, ktory
moze bra¢ udziat w translacji cytoplazmatycznej. Natomiast
u archebakterii nie udato sie zidentyfikowaé dotychczas ho-
mologa eRF3 [1]. Wykazano, ze jednoczesna nadekspresja
gendéw kodujacych eRFI (SUP45) i eRF3 (SUP35) powoduje
wzrost wydajnosci terminacji u drozdzy S. cervisiae [9], pod-
czas gdy nadekspresja pojedynczego genu kodujgcego RF1,
RF2 lub RF3 jest wystarczajgca do powstawania antysupre-
sorowego fenotypu u E. coli [20].

Brak RF1 i RF2 powoduje, ze czynnik RF3 jest aktywng
GTP-azg w rybosomie bakteryjnym [21], podczas gdy eRF3
do aktywnosci GTP-azy potrzebuje obecnosci eRFI [22],
Moze to wigzac sie z tworzeniem funkcjonalnego komplek-
su eRFIl z eRF3 [9,17], Ponadto, delecja genu SUP35, kodu-
jacego eRF3 u S. cerevisiae, jest letalna w przeciwienstwie do
czynnika RF3, ktéry nie jest niezbedny do zycia komorki
bakteryjnej. Nadprodukcja samego eRFlI w uktadzie ko-
morek ssakdéw obniza efekt ,readtrough”, spowodowany
supresorowym tRNA, tym samym wykazuje aktywnos$¢ an-
tysupresorowg [23],

TRANSLACJA W MITOCHONDRIACH

W poréwnaniu z przedstawiong prokariotyczng i euka-
riotyczg terminacjg translacji jeszcze mniej wiadomo o tym
procesie w organellach. Jak dotagd wszystko wskazuje na to,
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ze terminacja translacji w organellach jest bardzo podob-
na do translacji bakteryjnej. Mitochondria posiadajg swoj
autonomiczny genom - mitochondrialne DNA (mtDNA) i
maszynerie niezbedng do jego ekspresji. Drozdzowy mtD-
NA koduje osiem biatek, z ktérych siedem wchodzi w sktad
aparatu oddechowego, ajedno biatko jest sktadnikiem matej
podjednostki mitochondrialnego rybosomu.

Wszystkie ramki odczytu, kodujgce osiem biatek mi-
tochondrialnych u drozdzy, rozpoczynajg sie od kodonu
AUG. Jednakze budowa mitochondrialnego mRNA jest
bardziej ztozona niz u Prokaryota i nie posiada charaktery-
stycznej sekwencji ,,Shine-Dalgarno”. mRNA posiada 5' nie-
kodujaca sekwencje (5'UTR), ktérej dtugos¢ waha sie od 300
do 950 par zasad przed wiasciwym kodonem start. Wydaje
sie, ze kodon ten nie jest jedynym sygnatem startu transla-
cji. Podobng strukture wykazuje mRNA w chloroplastach.
Struktura ta nie wystepuje w mitochondrialnym mRNA
u ssakéw. Translacja mitochondrialna dostarcza jedynie
kilka biatek kodowanych przez mtDNA. Pozostate biatka
niezbedne do funkcjonowania tych organelli kodowane sg
jadrowo, syntetyzowane w cytoplazmie i importowane do
mitochondriéw. Ztozenie kompleksu oddechowego wyma-
ga skoordynowanej ekspresji gendw mitochondrialnych i
jadrowych. Wiekszo$¢ sktadnikéw uktadu mitochondrial-
nego kodowanych jadrowo jest funkcjonalna jedynie w mi-
tochondriach. Wykazano istnienie enzymow zwigzanych
z biosyntezg i aminoacylacjg tRNA, ktére sa wspdine dla
uktadu jadrowo-cytoplazmatycznego [24],

W odréznieniu od translacji w uktadzie bakteryjnym, w
inicjacji translacji mitochondrialnej biorg udziat kodowane
przez jadrowy genom aktywatory biatkowe. Kazdy mito-
chondrialny mRNA ma inny zestaw biatek znajdujgcych sie
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Biatka te wigzg sie
do jego 5'-kofica mRNA i kierujg translacje do btony mito-
chondrialnej. Kolejne etapy translacji przebiegaja podobnie
jak u Prokaryota.

Terminacja translacji przeprowadzana jest przez jedyny
poznany do tej pory czynnik terminacji translacji mitochon-
drialnej - mRFI (ang. mitochondrial Release Factor), kodowa-
ny przez gen MRFI. mRFI jest homologiem bakteryjnych
czynnikéw RF1 i RF2. Rozpoznaje tylko dwa kodony stop:
UAA i UAG, poniewaz UGA w uktadzie mitochondrialnym
koduje tryptofan [24]. mRFI jest prawdopodobnie jedynym
i wystarczajgcym czynnikiem rozpoznajgcym kodon stop w
mitochondrialnym mRNA. Zaobserwowano lekko toksycz-
ny efekt nadekspresji MRFI u drozdzy S. cerevisiae [25]. By¢
moze u drozdzy wystepuje czynnik terminacji translacji,
bedacy analogiem RF3, jednak jak dotad nie zostat zidenty-
fikowany. Mitochondrialng role prokariotycznego czynnika
RRF odgrywa drozdzowy homolog Fili, nazywany inaczej
Rrfl. Biatko to jest zwigzane z regulacja cyklu glioksalowe-
go [26], Delecja genu FILI powoduje powstanie defektu od-
dechowego iniestabilno$¢ mtDNA.

Badania translacji mitochondrialnej drozdzy S. cerevi-
siae moga by¢ prowadzone w uktadzie in vivo. Translacja
mitochondrialna nie jest potrzebna dla ich zywotnosci w
obecnosci fermentowalnych cukréw. Pozwala to na izola-
cje oraz analize mitochondrialnych ijadrowych mutantéw,
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majacych zaburzony wzrost na niefermentowalnych zro-
dtach wegla. Analiza genetyczna u innych organizmow jest
znacznie utrudniona.

BUDOWA CZYNNIKOW TERMINACYJNYCH

W uktadzie prokariotycznym wystepujg dwa czynniki
terminacji translacji RF1 oraz RF2, rozpoznajgce odpowied-
nio kodony: UAA, UAG oraz UAA i UGA [27], Wykazujg
one 40% podobienstwa sekwencji reszt aminokwasowych i
mozna wyr6zni¢ w nich cztery domeny. W dwéch rédznych
domenach zawarte sg wazne funkcjonalnie motywy. Pierw-
szy motyw jest zlokalizowany w domenie Il i odpowiada
za rozpoznanie kodonu stop. Dla czynnikéw RF1 i RF2 u
E. coli sa to odpowiednio sekwencje PAT i SPF [28]. Miejsca
te znaleziono poprzez wymiany pomiedzy RF1 i RF2 frag-
mentéw domen oraz odcinka 24 reszt aminokwasowych,
zawierajagcego ,antykodon". Genetyczne eksperymenty
wykazaty, ze jest mozliwa zmiana specyficznosci RF1 i RF2
poprzez wymiane motywu tréjaminokwasowego PAT i SPF
pomiedzy czynnikami, odpowiednio RF1 i RF2 [28]. Moze
to wskazywaé¢ na to, iz trdjaminokwasowy ,antykodon”
jest zaangazowany w bezposrednie rozpoznawanie kodo-
nu stop. Ponadto, wykazano, ze pojedyncza zmiana amino-
kwasowa, w odlegtosci 40 aminokwaséw od ,,antykodonu"
w RF2 (E167K), pozwala na terminacje translacji ze wszyst-
kich trzech kodonow stop [18].

Zmieniano sekwencje ,,antykodonu", podstawiajgc pod
motywy PAT i SPF inne aminokwasy i badano wptyw na
rozpoznawanie kodonéw stop. Na podstawie dyskrymina-
cji oddziatywan postawiono hipoteze, ze te tréjaminokwa-
sowe sekwencje moga rozrézniaé¢ drugi i trzeci nukleotyd
kodonu stop [28]. Hipoteze te potwierdza fakt, iz prokario-
tyczny RF2 moze by¢ in vitro wigzany poprzez Swiatto UV
do kodonu stop, posiadajgcego fotoaktywng 4-tiourydyne
(s4U) oraz do nukleotydéw potozonych ponizej i powyzej.
Moze to wskazywac, ze RF2 ma bezpos$redni kontakt z sy-
gnatem terminacji [29].

Drugie, zachowane w ewolucji miejsce, wystepujagce we
wszystkich czynnikach terminacyjnych grupy pierwszej,
znajduje sie w domenie Ill. Jest to motyw GGQ, zwigzany
z aktywno$cig hydrolityczng czynnikéw terminacyjnych.
Zmiany aminokwasowe w miejscu GGQ znacznie redukujg
aktywnos¢ hydrolityczng czynnikéw RF i wptywaja na wig-
zanie sie ich do rybosomu. Nie wptywajg one na rozpozna-
wanie kodonu stop u Eukaryota [2,30,31], Podobna sytuacja
jest u Prokaryota, z tym ze nie wykazano wptywu zmiany
aminokwasowej w miejscu GGQ na wigzanie do rybosomu
[6,32]. Zasadniczo, tylko podstawienie reszty glutaminy u
bakterii powoduje zachowanie cze$ci aktywnos$ci in vitro,
ale nie in vivo. Mutacje in vivo w miejscu GGQ sg letalne [32].
Wykazano, ze glutamina w zachowawczym motywie GGQ
w czynnikach E. coli RF1 i RF2 (i drozdzowym czynniku
mitochondrialnym mRFI) jest metylowana w pozycji N-5
[33]. Brak takiej modyfikacji u E. coli wptywa na kilkukrot-
ne obnizenie aktywnos$ci uwalniania in vitro peptydu przez
czynnik RF2, ale nie przez RF1.

Eukaryota i archebakterie posiadajg pojedynczy czyn-
nik rozpoznajgcy kodon stop w terminacji translacji,
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nazywany odpowiednio eRFI i aRFI. Czynniki tych or-
ganizméw sg bardzo podobne do siebie, ale r6znig sie
pod wzgledem sekwencji i wielko$ci od czynnikéw bak-
teryjnych [2]. Eukariotyczny czynnik terminacji trans-
lacji eRFIl zbudowany jest z trzech domen o podobnej
wielkosci. Domena | zawiera motywy NIKS i YXCXXXF,
odpowiedzialne za rozpoznawanie kodonu stop [34,35].
Domena Il posiada, zachowany w ewolucji, motyw
GGQ. W miejscu GGQ, odpowiedzialnym za hydrolize
wigzania peptyd-tRNA, glutamina jest metylowana w
pozycji N-5 [33]. Mutacje w miejscu kodujgcym motyw
GGQ w eRFI sg in vivo Smiertelne dla komérek. W ukta-
dzie in vitro zmutowane biatko jest w stanie rozpoznad
kodon stop, ale nie potrafi katalizowa¢ uwolnienia pep-
tydu [30], Domena Il odpowiada za wigzanie eRF3.

Miejsce odpowiedzialne za wigzanie eRF3 zlokalizowa-
no doktadnie w czynniku eRFI z S. pombe. Delecja jedena-
stu C-koncowych reszt aminokwasowych eRFI z S. pombe
powaznie uszkadzata stabilne wigzanie z eRF3, lecz nadal
umozliwiata, po ekspresji z plazmidu skroconej formy
eRFI, komplementacje temperaturowrazliwej mutacji sup45
u S. cerevisiae [18].

Mitochondrialny czynnik terminacji translacji mRFI
sktada sie z czterech domen. Wykazuje homologie do
prokariotycznych czynnikéw terminacji translacji. Po-
dobienstwo drozdzowego mRFI do RF1 E. coli wynosi
38% (w pewnych obszarach do 79%). Najbardziej wy-
razng homologie sekwencji obserwuje sie w centralnej i
C-koncowej czesci mRFI, szczeg6lnie w odcinku 43 ami-
nokwaséw, miedzy pozycjg 280 i 322 mRFI (domena IlI).
Poprzez poréwnanie sekwencji aminokwasowych mRFI
z RF1 i RF2, mozna bylo przewidzie¢ wystepowanie
dwoch motywow: pierwszego motywu PST (domena II),
odpowiedzialnego za rozpoznawanie kodonu stop, oraz
drugiego - $cisle zachowanego w ewolucji motywu GGQ
(domena Ill), odpowiedzialnego za hydrolize wigzania
peptyd-tRNA [36].

Pierwsza, o nieznacznej homologii domena, zawieraja-
ca a-helisy, jest dtuzsza o 47 reszt aminokwasowych od
prokariotycznych czynnikdw terminacyjnych i tworzy
sekwencje kierujgcg do mitochondriow. Podobnie jak do-
mena |, domena IV nie zawiera sekwencji zachowanych
w ewolucji i nie znaleziono w niej istotnych motywow.

Przeprowadzono ekspresje drozdzowego genu MRFI w
E. coli i wykazano, ze biatko kodowane przez ten gen wigze
sie in vitro do rybosomoéw mitochondrialnych z drozdzy i
do rybosoméw E. coli oraz posiada aktywnos$¢ czynnika ter-
minacji translacji [37],

RODZAJE, OTOCZENIE I WYBOR KODONOW STOP

Wykazano, ze otoczenie kodonu stop istotnie wptywa
na mozliwos¢ jego odczytania. Uwaza sie, ze nukleotydy,
ktore sgq ponizej (-) [38] i powyzej (+) [39] kodonu stop
moga wplywaé na wydajno$¢ terminacji. U Eukaryota
i Prokaryota sygnat terminacyjny zawiera dodatkowo
wazny nukleotyd w pozycji +4 [1],
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Niektdre kodony stop u orzeskdw zostaty w ewolucji
zmienione na kodony sensowne, co wskazywatoby na ist-
nienie u tych organizméw niekonwencjonalnego eRFI. U
orzeska Euplotes octacarinatus kodon stop UGA jest odczy-
tywany jako cysteina obok dwdéch konwencjonalnych kodo-
néw cysteiny (UGU i UGC). Jako gtéwny kodon stop jest
uzywany UAA, za$§ UAG jest rzadko spotykany. Euplotes
octacarinatus posiada dwa typy czynnikéw terminacyjnych
pierwszej klasy (eRFla i eRFIb). Podobienstwo sekwencyj-
ne dla eRFla i eRFIb wynosi 79%, a podobienstwo do ludz-
kiego eRFI wynosi odpowiednio 57% i 58% [40].

U pantofelka (Paramecium tetraurelia) oraz orzeska (Tetra-
hymena thermophila) wystepujg kodony UAA i UAG, koduja-
ce glutamine ijedynie kodon UGA funkcjonuje jako stop.

W celu zbadania domeny | eRFI, potencjalnie odpowie-
dzialnej za specyficzno$¢ rozpoznawania réznych kodonow
stop u orzeska, skonstruowano hybrydowg molekute, za-
wierajgcg domene | eRFI z T. thermophila lub E. octacarinatus
w fuzji z domenami Il i lll eRFI z S. cerevisiae. Skonstruowa-
ne hybrydy poddano ekspresji w komorkach S. cerevisiae,
zawierajgcych unieczynniony gen kodujacy czynnik eRFlI.
Okazato sie, ze hybryda eRFI z T. thermophila powodowata
przywrocenie wzrostu, podczas gdy hybryda eRFI z E. octa-
carinatus nie przywracata zywotnosci komérki drozdzowej.
Hybryda eRFI z T. thermophila rozpoznawata wszystkie trzy
kodony stop, dowodzac tym samym, ze jej domena I nie jest
w stanie narzuci¢ specyficznosci kodonowej. Przeciwnie
jest w przypadku hybrydy eRFI z E. octacarinatus, ktora nie
rozpoznawata UGA jako kodonu stop. W obu tych organi-
zmach wystepujg inne mechanizmy rozpoznawania réznic
w kodzie genetycznym [41].

Co ciekawe, wykazano, ze u niektorych bakterii, np.
Mycoplasma genitalium, wystepuje w ich matym genomie
jedynie gen kodujgcy czynnik RF1. Postuluje sie, ze odpo-
wiednik czynnika RF2 ulegt eliminacji w trakcie ewolucji, w
wyniku ktérej u M. genitalium kodon UGA rozpoznawany
jest jako glutamina.

Dwa gatunki archebakterii, Methanococcus jannaschii i Ar-
cheoglobus fulgidus, ktérych genom zostat zsekwencjonowa-
ny, posiadaja jedynie pojedynczy ,,eukariotyczny" czynnik
terminacji translacji.

WPLYW MUTACJI W GENACH KODUJACYCH
CZYNNIKI TERMINACYJNE, RYBOSOMALNE RNA I
BIALKA RYBOSOMU NA TERMINACJE TRANSLACJI

W celu okreslenia motywéw w biatkach RF, innych niz
motyw antykodonu, wptywajacych na rozpoznawanie ko-
donu stop, wyizolowano szereg wtérnych mutacji w bakte-
ryjnym RF2, ktére powodowaty odwrécenie zahamowania
wzrostu poprzez mutacje w ,,antykodonie™ ijego otoczeniu
(motyw SPF). Zidentyfikowano mutacje zmiany sensu w
miejscu kodujagcym sekwencje SPF, ktére prowadzity do
utraty funkcji RF2. Mutacje te byty suprymowane innymi
mutacjami zmiany sensu poprzedzajagcymi te sekwencje o
40-50 aminokwasow [42], Ponadto, mutacje polegajace na
podstawieniu reszty kwasu glutaminowego przez lizyne
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(zmiana czastkowego tadunku ujemnego na dodatni) w
innych miejscach w RF2, wigcznie z domeng zawierajaca
trojaminokwasowy motyw, moga powodowac uwalnianie
peptydu na innych kodonach stop, jak i na kodonach sen-
sownych. Zjawisko to okreslono mianem ,,codon bypasing".
Powstata hipoteza, ze domena Il jest zwigzana oddziatywa-
niami elektrostatycznymi nie tylko z innymi miejscami w
czynniku terminacyjnym RF2, ale takze z ujemnie lub do-
datnio natadowanymi biatkami rybosomu lub z rRNA [42].
Hipoteza ta znalazta potwierdzenie w pézniejszych bada-
niach struktury RF2 zwigzanego z rybosomem [43,44].

Wykazano toksyczno$¢ nadprodukcji RF2 ze szczepu
bakteryjnego K12. Przyczyng tego zjawiska okazata sie
by¢ obecnos$¢ Thr26 RF2, podczas gdy w innych szczepach
miejsce to zajmuje, zachowana w ewolucji, alanina lub se-
ryna. Podstawienie treoniny na alanine [45] lub seryne [46]
w pozycji 246 powoduje zanik toksycznosci, wynikajacy z
nadprodukcji RF2. Treonina 246 jest w sgsiedztwie moty-
wu GGQ (250-252), a toksyczno$¢ nadprodukowanego RF2
wzrasta wraz z brakiem metylacji glutaminy 252 [47],

Wyizolowano mutanty w genie prfB kodujagcym RF2 u S.
typhimurium, nazwane Csu (ang. Cross supression phenotype),
powodujace supresje kodonu UAG. Byla to kolejna praca
majaca na celu zrozumienie w jaki sposéb czynniki termina-
cyjne rozpoznaja kodon stop. Przeprowadzano mutageneze
plazmidu niosacego gen prfB w celu wyselekcjonowania do-
minujacych supresorow nonsens UAG. Wiekszo$¢ znalezio-
nych mutacji dotyczyto C-koncowej czesci RF2. Sugerowa-
fo to, ze N-konncowa domena I, niezaleznie od rozpoznania
kodonu stop, jest zaangazowana w formowanie kompleksu
preterminacyjnego z rybosomem [48].

Badania genetyczne in vivo u S. cerevisiae pozwolity na
znalezienie nowych mutantow eRFI, posiadajacych uni-
katowe funkcje rozpoznawania kodonu stop. Mutacje w
N-koncowej domenie okazaty sie decydujace dla struktury
biatka, jak i funkcji odczytywania kodonu stop. Analiza spe-
cyficznosci supresorow nonsens, zlokalizowanych w okoli-
cach motywu NIKS i YXCXXXF w N-koincowej domenie |
eRFI drozdzy, wykazata réznice w rozpoznawaniu kazde-
go z trzech kodonow stop [49], Poprzez mutacje w okolicach
motywu NIKS omnipotentny (charakteryzujacy sie rozpo-
znawaniem wszystkich kodondw stop), eRFI cztowieka zo-
stat zmieniony w unipotentny czynnik, rozpoznajacy jedy-
nie jeden kodon stop UGA [35], Przypuszcza sig, ze w roz-
poznawaniu kodonu stop moze bra¢ udziat wiele réznych
reszt aminokwasowych w réznych domenach eRFI i tylko
niewielka ich cze$¢ zostata do tej pory odkryta.

Poprzez zmiane, zachowanych w ewolucji, reszt amino-
kwasowych w motywie YXCXXXF w czynniku eRFI czto-
wieka, wykazano jego znaczacy wptyw na rozpoznawanie
kodonu stop [35]. Podobne doswiadczenie przeprowadzono
dla wykazania udziatu motywu NIKS w eRFI w terminacji
translacji. Podstawienia aminokwasowe w motywie NIKS
eRFI cztowieka, w tescie in vitro, powodujg zmiany odpo-
wiedzi na pojawienie sie kodonu stop [34],

Przedstawiono dowody $wiadczace o tym, ze to raczej
centrum peptydylotransferazy w rybosomie, nie czynnik
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terminacyjny katalizuje hydrolize wigzania peptyd-tRNA
[50]. Musi zatem istnieé jakas komunikacja pomiedzy czyn-
nikiem terminacyjnym arybosomem. Do$wiadczenia wyko-
nane na bakteriach i eukariontach wykazaty, jakie elementy
rybosomu sg zaangazowane w proces rozpoznawania ko-
donu stop. Przedmiotem licznych badan byto uzyskanie
mutacji w 16SrRNA i 23S rRNA u E. coli oraz u drozdzy w
18S rRNA, ktore wpltywajg na wydajnos¢ terminacji trans-
lacji [1], Niektdre mutacje w szczeg6lnym obszarze droz-
dzowego 18S rRNA, zwanym ,,decoding center", utatwiajg
przeczytywanie kodondw stop (ang. readtrough), podczas
gdy inne zmiany w tym obszarze kompensujg defekty
zwigzane z mutacjami w genach kodujgcych eRFI i eRF3,
o fenotypie supresor6w omnipotencjalnych. Takie mutacje
w rRNA zostaly nazwane antysupresorowymi, poniewaz
powodujg przywrécenie terminacji z mutacjg w genach RF.
Moze to sugerowac wazng role rRNA w utrzymaniu wydaj-
nej terminacji translacji, tak samo wazng jak w procesie od-
czytywania kodonu podczas procesu elongacji polipeptydu
[1,50] Box 11.

Sugeruje sie, ze rybosomalny 23S rRNA bierze udziat w
hydrolizie wigzania peptyd-tRNA. Mutacje w zachowanych
w ewolucji, miejscach rdzenia centrum peptydylotransfera-
zy (PTC) podjednostki 50S rybosomu, dramatycznie hamuja
uwalnianie peptydu, majac przy tym niewielki wptyw na
tworzenie wigzania peptydowego [51].

Opisano 21 r6znych mutacji w genie kodujacym biatko
rybosomu LII u E. coli, wptywajacych na terminacje transla-
cji. Jedna grupa byta supresorami temperaturowrazliwych
mutacji (ts) w RF1 i w RF2. Kolejna grupa mutantéw LIl
zostata wyselekcjonowana w uktadzie opartym o detekcje
,.readtrough” w genie kodujagcym galaktozydaze, zawieraja-
cym kodon stop UAG lub UGA. Wykazano, ze zmiany w
LIl podnoszg lub zmniejszajg wydajno$¢ terminacji trans-
lacji z udziatem obu badanych kodonéw (UAG lub UGA).
Badania te wskazujg na istotng role rybosomalnego biatka
LIl w funkcjonowaniu RF1 i RF2 [52],

W mutantach drozdzy S. cerevisiae, ktore nie rosng na
niefermentowalnych Zrodtach wegla (fenotyp Gly-), znale-
ziono zmiany nukleotydowe w genie MRFI, nazwane mu-
tacjami mrfl-13 oraz mrfl-780. Mutanty te otrzymano jako
supresory mutacji mit w mitochondrialnym genie COX2
(oxil-V25). Fenotyp Gly(-) jest powigzany z obnizeniem
ekspresji gendw mitochondrialnych. Na podstawie analizy
komputerowej sporzagdzono model przestrzennej struktury
mRFI. W strukturze 3D usytuowano miejsca mutacji mrfl-
13 i mrfl-780. Mutacja mrfl-13 (R231G) znajduje sie blisko
miejsca kodujagcego motyw aminokwasowy PST (233-235) i
poprzez zmiane tadunku, zachowanej w ewolucji, argininy,
ktora stabilizuje konformacje, moze wptywac na potozenie
ruchomej petli, zawierajgcej motyw PST i utrudnia¢ rozpo-
znanie kodonu stop [36].

Mutacja oxil-V25 byta réwniez suprymowana poprzez
zmutowany allel nam9-1.NAMO jest genem jadrowym, ko-
dujacym biatko matej podjednostki mitorybosomu. Biatko
Nam9 wykazuje homologie z rybosomalnym hiatkiem pro-
kariotycznym S4. Dominujgca mutacja nam9-1 powoduje za-
burzenia elongacji translacji mitochondrialnej. Nadekspre-
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sja MRFI powoduje zniesienie przeczytywania kodonu stop
w mutancie nam9-1, tak samo jak w mutancie MSU1. MSU1
zawiera punktowg mutacje w mitochondrialnym 15S rRNA
(pozycja 530), ktéra suprymuje mutacje oxil-V25. Wykaza-
no, ze mutacja MSU1 odpowiada pozycji w bakteryjnym
16S rRNA, w obszarze ktérej wigze sie biatko S4. Oba miej-
scaw 16S rRNA iS4 sg odpowiedzialne za wigzanie czynni-
ka elongacyjnego EF-Tu [53].

Opisano mutacje w genie MRFI wystepujaca doktadnie
w tym samym miejscu co mrfl-13 (R231G) i nazwano ja
mrfl-1 (R231K). Mutacja mrfl-1, podobnie jak mutacja mrfl-
13, charakteryzowata sie fenotypem Gly(-) [53].

Geny kodujgce Sup35 i Sup45 sg niezbedne do zycia dla
komérki drozdzy. Wykazano, ze mogg by¢ zaangazowane
w inne procesy niz translacja. Cytoplazmatyczne czynniki
terminacji translacji eRFIl (Sup45) i eRF3 (Sup35) moga by¢
zaangazowane w kontrole transmisji chromosomow [54],
organizacje cytoszkieletu i cykl komdérkowy [55]. Wnioski
te wyciggnieto z doswiadczen, w ktdrych obnizano poziom
ekspresji lub indukowano mutacje w genach kodujacych
eRFI i eRF3.

STRUKTURA PRZESTRZENNA
CZYNNIKOW TERMINACYJINYCH

Budowa krystaliczna wyizolowanych biatek prokario-
tycznych RF1 i RF2 jest podobna [56,57], lecz nie przypomi-
na wczesniej rozwigzanej struktury eukariotycznego czyn-
nika eRFI [30]. Dotychczas rozwigzane struktury dla RF1 i
RF2, to struktura w rybosomie 70S wraz z tRNA i mRNA z
Thermus thermophilus [43], struktura w rybosomie 70S wraz
z tRNA, mRNA i paromomycyng z Thermus thermophilus
[58]. Dla RF1 rozwigzano strukture w rybosomie 70S dla
Thermotoga maritima [59] oraz oddzielng strukture poza ry-
bosomem ze Streptococcus mutans (PDB). Rozwigzano réw-
niez strukture krystalograficzng dla samego RF2 z E. coli
[56] oraz dla kompleksu RF2 z rybosomem z E. coli [44].

Wykazano, ze odlegto$¢ pomiedzy tréjaminokwasowg
sekwencjg rozpoznajacg kodon stop a motywem GGQ jest
rézna od odlegtosci pomiedzy centrum dekodowania (DC)
w podjednostce 30S i centrum peptydylotransferazy (PTC)
w podjednostce 50S. Zatem RF2 musi by¢ inaczej zorien-
towany w rybosomie. Rozbiezno$¢ pomiedzy odlegtoscia
»antykodon"-GGQ w czynniku terminacyjnym, a odlegto-
$cig DC-PTC w rybosomie, zostata wyja$niona przez dwa
zespoty, ktore okre$lity strukture krystalograficzng czyn-
nika RF2, zwigzanego z kodonem stop w rybosomie [44,
60], W strukturach tych RF2 nie przypomina poprzednio
rozwigzanej struktury, ze wzgledu na radykalng zmiane
orientacji domeny Ill wzgledem rdzenia tworzonego przez
domeny Il i IV. Po zwigzaniu do rybosomu, domena llI,
posiadajgca motyw GGQ, zmienia potozenie w kierunku
PTC, tworzac tak zwang konformacje otwarta, w przeci-
wienstwie do konformacji zamknietej w strukturze za-
proponowanej dla niezwigzanego RF2. Jednakze modele
opisane w obu doniesieniach réznity sie, a rozdzielczos¢
struktury nadal nie byta wysoka (7A). W 2005 roku Petry
i wsp. [43] otrzymali strukture krystalograficzng o lepszej
rozdzielczosci dla obu czynnikéw terminacyjnych RF1
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(5.9A) i RF2 (6.7A) z T. thermophilus, zwigzanych w miejscu
A rybosomu oraz z tRNA w miejscu P rybosomu. Wyzsza
rozdzielczo$¢ umozliwita dokitadne okreSlenie utozenia
domen czynnikéw terminacyjnych w rybosomie. Struktu-
ry RF1 i RF2 okazaty sie bardzo podobne. Domeny Il i 1l
oraz C-koncowa czg$¢ domeny IV w czynnikach RF1 i RF2
sg prawie identycznie utozone w rybosomie oraz w podob-
ny sposéb wigza sie do rybosomu. Najwieksze zmiany dla
domen Ill, zawierajacych motyw GGQ, zaobserwowano
wzgledem konformacji zamknietych. Domena ta odgina
sie od rdzenia biatka, aby dotrze¢ do miejsca PTC (Rys.
3A). Zaobserwowano rowniez rotacje domeny I, odchyla-
jacej sie od domen Il i IV oraz kotwiczacej sie do regionu
rybosomalnego biatka LII.

Pomimo 40% podobienstwa sekwencyjnego, czynni-
ki RF1 i RF2 wykazuja pewne roznice strukturalne. Naj-
wieksze réznice sekwencyjne wykazuje domena I, ktéra
nie jest bezposrednio zwigzana z funkcjonowaniem pro-
kariotycznych czynnikdw terminacyjnych, ale uczestniczy
w oddziatywaniu z RF3 [61]. Domene te cechuje najnizsza
zachowawczo$¢ wsrdd prokariotycznych czynnikéw ter-
minacyjnych. Wykazano dla niej r6zne utozenie dla RF1
i RF2 w rybosomie. W RF2 domena ta znajduje sie blisko
biatka L1I, podczas gdy w RF1 jest oddalona od LII. Au-
torzy pokazali strukturalnie bezposrednie oddziatywanie
trojaminokwasowego ,antykodonu"™ z nukleotydami ko-
donu stop [43] (Ryc. 3).

GGQ

YXCXXXF \

GGQ

Rycina 3. Budowa przestrzenna czynnikéw terminacyjnych. A. Czynnik terminacji translacji RF1
bakterii; struktura zamknieta RF1 i otwarta RF1 (na podstawie [43]). Na rysunku zaznaczono
wszystkie cztery domeny w kolorach (cyfry rzymskie), miejsce PAT (,,antykodon") i miejsce
GGQ. Strzatka zaznaczono kierunek odgiecia sie domeny IIl. B. Eukariotyczny czynnik termi-
nacji translacji eRFI (na podstawie [27]). Na rysunku zaznaczono wszystkie trzy domeny (cy-
fry rzymskie), miejsce YXCXXXF (zaznaczono strzatka) i miejsce NIKS (,antykodon™) i miejsce

GGQ.
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Eukariotyczny czynnik terminacji translacji, eRFI, zbu-
dowany jest z trzech domen o podobnej wielkosci i nie wy-
kazuje podobienistwa sekwencyjnego ani strukturalnego
do czynnikdw bakteryjnych (Ryc. 3B). Dotychczas rozwig-
zano strukture krystalograficzng dla eRFI z Homo sapiens
[30]. Struktura ta jest w ksztatcie litery ,,Y", ktérej ramiona
tworzg domeny 1 i ll, a trzon domena Ill. Domena | eRFI
zawiera motyw NIKS, odpowiedzialny za rozpoznawanie
kodonu stop i znajdujacy sie w przestrzeni miedzy dwoma
a-helisami. Domena Ill, utworzona przez a-helise, posiada,
zachowany w ewolucji, motyw GGQ. Zaproponowano, ze
glutamina motywu GGQ moze koordynowaé czasteczke
wody, stuzaca jako nukleofil, do hydrolizy wigzania estro-
wego peptyd-tRNA [30]. Domena Il oddziatuje z domeng
11, ale nie z domeng I. Domena Il jest odpowiedzialna za
wigzanie eRF3 [62,63], podczas gdy wszystkie trzy dome-
ny sg potrzebne do indukcji aktywno$ci GTP-azowej eRF3.
eRFI tworzy z rybosomem GTP-azowe biatko aktywujgce
(ang. GAP-GTPase-Activating Protein) [22],

W celu zbadania mozliwych zmian konformacyjnych w
eRFIl i RF2 przeprowadzono molekularng symulacje dy-
namiki struktury, poréwnanie sekwencji oraz analize elek-
trostatycznego oddziatywania domen. Symulacja pokazata
réznice pomiedzy wptywem, zachowanych w ewolucji,
reszt histydyny w eRFIl i RF2 na konformacje neutralnych i
protonowanych reszt histydyn (n-His i p-His). Konformacja
obu czynnikéw jest zblizona do tej, ktora zostata
rozwigzana krystalograficznie dla neutralnych hi-
stydyn. Po protonowaniu histydyn struktura staje
sie podobna do struktury czynnikéw RF, zapropo-
nowanej dla kompleksu z rybosomem. Pomimo
tego, iz obszar i kierunek zmian konformacyjnych
dla formy neutralnej (n-His) i protonowanej (p-
His) jest odmienny dla eRFI (zmniejsza sie z 97,5
do 73A) i RF2 (zwieksza sie z 33 do 73A), to zmiany
te cechuje wspdélny mechanizm. Konformacje RF1 i
RF2 sg bardziej podobne w formie p-His, w porow-
naniu do ich form n-His. Wskazywato to, ze oba te
czynniki majg podobng strukture podczas wigza-
nia sie do rybosomu [27],

St USZNOSC HIPOTEZY
MOLEKULARNEJ MIMIKRY

Wraz z coraz szybszym rozwojem metod pozwa-
lajagcych na okre$lenie struktur makroczasteczek
pojawia sie wyzwanie, dotyczace wykorzystania
zgromadzonych informacji w celu lepszego zro-
zumienia funkcjonowania uktadéw biologicznych.
Struktura czasteczki czestokro¢ dostarcza dane do-
tyczace pochodzenia, jak i biologicznej funkcji. Dla
przyktadu, dwa biatka posiadajgce mate podobien-
stwo sekwencyjne, ale posiadajgce niespodziewa-
nie duze podobieristwo na poziomie struktury, za-
zwyczaj wykazujg podobne funkcje. Ta zaleznos¢
strukturalno-funkcjonalna nie jest jedynie mozliwa
przy poréwnywaniu tych samych typéw molekut
biologicznych. Zostata ona poszerzona o catkowi-
cie rézne typy molekut, takie jak biatka i RNA. W
ciggu ostatnich dziesieciu tat wnikliwe badania nad
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trojwymiarowg strukturg aparatu translacyjnego ujawni-
ty kilka takich podobienstw, jak na przyktad poréwnanie
czynnika elongacji EF-G z kompleksem tRNA»EF-Tu lub
czynnikéw terminacyjnych z tRNA [64].

Odkrycie struktury czynnikéw terminacyjnych spowo-
dowato, ze pojawita sie hipoteza ,,tRNA mimikry", moéwia-
ca o ich podobienstwie do tRNA. Tréjaminokwasowy an-
tykodon" czynnika terminacyjnego i kodon stop w mRNA
tworza analogiczne oddziatywanie jak kodon-antykodon
podczas parowania mRNA i tRNA. Poprzez analogie struk-
tur RF i tRNA ttumaczono podobienstwo ich funkcji [45,65],
Hipoteza ta zostata poparta przez podobienstwo struktury
pomiedzy czynnikiem elongacji EF-G [66] a kompleksem
tRNA*EF-Tu [67], Na podstawie zaproponowanej funk-
cjonalnej analogii pomiedzy czynnikami terminacyjnymi
pierwszej klasy i czynnikiem elongacyjnym EF-G, ktérego
domeny przypominajg petle ,,antykodonu™ i petle Tg/C cza-
steczki tRNA, Nakamura i wsp. [45] zasugerowali, ze czyn-
niki terminacyjne pierwszej klasy stanowig strukturalne
analogi czasteczki tRNA.

Krystalograficzna struktura RRF dostarczyta kolejnego
przykiadu ,,tRNA mimikry". Jedna z domen RRF jest po-
dobna do domeny | RF2 i przypomina ,,antykodonowe" ra-
mie tRNA [68].

Po rozwigzaniu struktury krystalograficznej eRFI czto-
wieka, Song i wsp. [30] uznali, ze nie jest on w peini po-
dobny do tRNA. Autorzy raczej sktaniali sie ku hipotezie,
ze analogie funkcjonalne wymuszajg podobienstwo struk-
tury okreslonych motywow. Dla przyktadu, motyw GGQ w
eRFI jest odpowiednikiem grupy CCA-3', ktdra jest amino-
acylowana w tRNA. Obie grupy oddziatujg z centrum pep-
tydylotransferazy (PTC) w rybosomie, powodujac zupetnie
inne rezultaty - terminacje lub elongacje translacji. Obie
grupy sg umieszczone w wyeksponowanych strukturalnie
miejscach. Podobne umiejscowienie grupy GGQ w eRFlI i
grupy aminoacylowej w tRNA moze pozwala¢ na podob-
ne oddziatywanie z PTC, sugerujac, ze domena Il eRFI jest
strukturalnym odpowiednikiem aminoacylowego akcep-
torowego ramienia tRNA. Kolejnymi charakterystycznymi
oddziatywaniami, wskazujagcymi na podobienstwo, sg od-
dziatywania czynnika elongacyjnego EF-Tu z petlg Ta/C i
aminoacylowang grupg CCA-3" w tRNA oraz oddziatywa-
nie eRF3 zdomeng Il eRFI, ktdra jest odpowiednikiem petli
Ta/C w tRNA [30],

Hipoteza molekularnej mimikry powstata ponad 10 lat
temu. Naptywajgce nowe informacje, dotyczgce translacji,
jak i samych czynnikéw translacyjnych, wskazujg, ze kon-
cepcja ta byta pewnym uproszczeniem. Okreslenie moleku-
larnej mimikry zostato w literaturze zdominowane przez
okres zaawansowanych badan nad zrozumieniem syntezy
biatek. Po pojawieniu sie pierwszych struktur rybosoméw,
koncepcja ta przetrwata i nadal funkcjonuje. Obecnie jeste-
$my na etapie bardziej doktadnego zrozumienia oddziaty-
wan molekularnych na poziomie rRNA isubtelnych zmian
w orientacji przestrzennej atomow, pociggajacych za sobg
te oddziatywania. Prostota poczatkowych zatozen hipotezy
mimikry zostatla rozmyta przez wyniki coraz doktadniej-
szych analiz [69]. Ostatnie doniesienia wskazujg na réznice
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w konformacji bakteryjnych czynnikéw RF w rybosomie
wzgledem konformacji rozwigzanej dla wolnych RFow.
Zaproponowano, ze tRNA i jego biatkowe ,,mimikry" sa
funkcjonalnie powigzane poprzez sposob oddziatywania z
rybosomem [64],
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Termination of prokaryotic and eukaryotic translation
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ABSTRACT

In prokaryotic and eukaryotic organisms termination of translation differs in many aspects. In the first step of termination the release factors
recognize stop codons in A site of the ribosome. These factors are responsible for hydrolysis of peptide-tRNA bond and release of newly
synthesized peptide. There is only one factor in eukaryotic cells, called eRFI, whereas in prokaryotic cells there are two factors called RF1 and
RF2. In termination of translation in mitochondria, process similar to prokaryotes termination, there is only one factor known, called mito-
chondrial release factor 1 (mRFI). The research in all these systems has revealed important domains in release factors, which are involved in
complicated process of termination of translation. This work summarizes new mechanistic aspects of termination of translation and shows

some attempts of visualization of this process in many structural studies.
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