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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajace nowe osiagniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdow,
konferencji i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczgc pi$miennictwo itabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krotkich not o najnowszych osiggnieciach i poglgdach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidlowosé i Scistosé
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego pismien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutébw monograficznych na roz-
dziaty i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znaczno$¢ i czytelno$é. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywaja uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznaczne z
oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wiaczy¢é do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
réw prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autorébw o przestrzeganie nastepujgcych
wskazoéwek szczegbétowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwéch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otdbwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail
zaktadéw, w ktorych pracujg Autorzy, adres do korespondencji,

tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na oktadce czasopisma (do 25 zna-
kow).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrotow w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy iobjasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza sig je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatow z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatow z toméw serii
opracowanych przez tych samych redaktoréow (4), rozdziatow z
toméw serii opracowanych przez ré6znych redaktoréw (5) wska-
zuja ponizej podane przyktady.
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ILUSTRACJE: ryciny powinny byé zapisane na dyskietce
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponoszg Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem fatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wigczac w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe zas je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go6ra-dét" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk izatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
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portu, prosimy przesta¢ na adres:
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ARTYKULY

Mechanizmy degradacji mRNA

Various mechanisms of mMRNA degradation

MICHAL MALECKIL PIOTR P. STEPIENI2

Spis tresci:

l. Wstep

I1. Degradacja mRNA u bakterii

I11. Degradacja mRNA u Eukaryota

IV. Degradacja mRNA w chloroplastach

V. Degradacja mRNA w mitochondriach drozdzy
V1. Degradacja mMRNA w mitochondriach roslin

Wykaz stosowanych skrétéw: A — nukleotyd adeninowy;
MRNA- matrycowe RNA; PAP — poli(A) polimeraza; PNPaza
— fosforylaza polinukleotydowa; RNaza — rybonukleaza
RNA; tRNA — transporterowe RNA; UTR — region nie podle-
gajacy translacji

l. Wstep

Ekspresja genéw organizméw zywych regulowa-
na jest gtdwnie na etapach transkrypcji, stabilnosci
mRNA i translacji. Stezenie poszczegdlnych tran-
skryptow jest wypadkowg wydajnosci ich syntezy i
szybkos$ci z jaka sg degradowane. Degradacja jest
niezbedna nie tylko przy usuwaniu w odpowiednim
czasie mMRNA, ktore przestajg by¢ komorce potrzeb-
ne, ale rowniez trawieniu elementdéw takich jak intro-
ny, czy przedtuzone odcinki UTR wycinane z pre-m-
RNA podczas dojrzewania. Nieprawidtowo proceso-
wane czgsteczki mMRNA sg tez degradowane co zapo-
biega powstawaniu niefunkcjonalnych biatek. O nie-
zwyktej wadze procesu degradacji mRNA w organi-
zmach zywych $Swiadczy fakt, ze we wszystkich po-

IStudent 1V roku biologii UW, 2prof. dr hab.; Zaktad Genetyki
Uniwersytetu Warszawskiego, ul. Pawinskiego 5A, 02-106
Warszawa; 2Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii
Nauk, ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa,; tel. 659-7072
wew. 2240
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znanych dotychczas systemach mutacje w gtéwnych
genach odpowiadajgcych za degradacje okazywaty
sie letalne.

Degradacja jako proces tak istotny dla zycia ko-
marki musi podlegaé bardzo restrykcyjnej regulacji.
Poznane dotychczas systemy ujawnity, ze regulacja
rozktadu RNA zachodzi na wszystkich etapach jego
istnienia, od transkrypcji do translacji. Czasteczki
RNA zaopatrzone sag w odpowiednie sygnaty regu-
lujgce ich czas pdttrwania w komaorce, moga to byé
struktury znajdujace sie na koncach 3’ lub 57, jak
ogony poli(A) czy struktury drugorzedowe, badzZ tez
odpowiednie sekwencje zawarte w obrebie otwartej
ramki odczytu.

W wiegkszosci systemOw swoistymi egzekutorami
kontrolujacymi rozktad okreslonych czasteczek sa
skomplikowane kompleksy enzymatyczne. Kom-
pleksy takie taczac kilka funkcji istotnych dla degra-
dacji zapewniajg ich wzajemng koordynacje i
wspdlng regulacje.

I1. Degradacja mRNA u bakterii

Degradacja mRNA najlepiej poznana jest u bakte-
rii E. coli. Inicjowanajest przezjedno lub kilka endo-
rybonukleolitycznych cie¢, ktorych produkty degra-
dowane sg przez egzonukleazy w kierunku od 3’ do

5 [1]e
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Kluczowym enzymem w degradacji mRNA u bak-
terii jest endorybonukleaza E, zaangazowana row-
niez w procesowanie 5S rRNA i degradacje rRNA
[2], RNaza E, kilkudomenowe biatko (1061 amino-
kwasow), jest endonukleazg specyficzng dla obsza-
réw jednoniciowych, nie wykazuje silnej specyficz-
nosci wobec okreslonych sekwencji, ale jej miejsca
ciecia czesto znajdujg sie w rejonach bogatych w
AU. Dodatkowo jej aktywno$¢ zalezy od obecno$ci
wolnego konca 5’ [3]. Wykazano in vitro, ze koliste
RNAoraz substraty, ktérych koniec 5’zawiera struk-
ture drugorzedowa, pomimo obecnosci dobrze scha-
rakteryzowanych miejsc ciecia sg odporne na

dziatanie RNazy E. RNA zawierajgce na koncu 5’

monofosforany sg bardziej preferowane przez endo-
nukleaze E niz RNA z trifosforanami [3,4]. Struktu-
ry pojawiajace sie na koncach 5’ mRNA moga wiec
wptywaé na czas istnienia danej czgsteczki w komar-
ce bakterii. Mutacja w genie kodujagcym endonuklea-
zeEjestletalna, co wskazuje najej kluczowg funkcje
spos$rod endonukleaz zaangazowanych w degradacje
mMRNA. Wykazano tez, ze do przezycia komoérki nie-
zbedne jest ok. 60% N-koricowej czesci biatka [5],

Trzy z zaangazowanych w degradacje egzonukle-
az to Rnaza Il, PNP-aza i oligorybonukleaza.
Rnaza Il jest enzymem hydrolitycznym, produktami
katalizowanej przez nig reakcji sg monofosforany
nukleotydow. PNP-aza to enzym fosforolityczny
rozktadajagcy RNA do difosforanéw nukleotydow
[6]. Funkcje obu enzymdéw czeSciowo na siebie za-
chodzg, inaktywacja ktorego$ z nich nie jest letalna
w odréznieniu od inaktywacji obu [7].

PNP-aza i Rnaza Il nie sg w stanie degradowac ob-
szaréw na ktérych znajduja sie struktury 1l rzedowe.
Tymczasem struktury takie bardzo czesto znajdowa-
ne sa na 3’koficach mRNA np. rho-niezaleznych ter-
minatoréw [8] produktéw procesowania przez RNa-
ze Il czy w mRNA zawierajgcych sekwencje REP
[9]. Dlatego musiaty rozwing¢ sie dodatkowe mecha-
nizmy pozwalajace egzonukleazom na przejscie
przez stabilne Il rzedowe struktury.

Trzecia z egzonukleaz to oligorybonukleaza, de-
graduje ona krétkie oligonukleotydy (4-5 pz) ktore
pozostajg po dziatalnosci PNPazy i RNazy Il [10],
Jest jedyng egzonukleazg, ktorej funkcji nie moga
zastapi¢ inne.

Jednym z kluczowych odkry¢ ostatniej dekady
byto wykazanie, ze enzymy E. coli odpowiadajgce za
degradacje RNA, wraz z innymi biatkami tworzg
duzy kompleks zwany degradosomem (Rye. 1)
[11-13].Przy prébach oczyszczenia RNazy E zauwa-
zono, Ze wraz z nig w otrzymanej frakcji znajduje sie
PNPaza i kilka innych biatek [12], podobne wyniki
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otrzymano przy oczyszczaniu PNPazy. Po zsekwen-
cjonowaniu N-korficowych cze$ci otrzymanych
biatek udato sie zidentyfikowaé sktadniki degrado-
somu. Précz RNazy E i PNPazy zawiera on tez enola-
ze i ATP-zalezng helikaze Rhlb [13].W mniejszych
ilosciach z degradosomem koimmunoprecypituja tez
czaperoniny Gro EL i DnaK oraz kinaza polifosfora-
nowa. Jednak ewentualna funkcja tych biatek w de-
gradacji mRNA nie zostata dotychczas ustalona.

Znalezienie PNPazy, RNazy E i Rhlb helikazy w
jednym kompleksie sugeruje, ze degradosom koor-
dynuje zdarzenia egzo- i endonukleolityczne. Heli-
kaza w tym kompleksie moze wykorzystujgc energie
ATP rozplata¢ struktury drugorzedowe, lub usuwac
biatka zwigzane z RNA. Inaktywacja tego enzymu
jest w pewnych warunkach letalna [14].

Ryc. 1. Hipotetyczna budowa degradosomu bakteryjnego.

RNaza E stanowi szkielet degradosomu. N-konco-
wa domenajest odpowiedzialna za aktywnos$¢ katali-
tyczng biatka, C-koncowa cze$¢ stanowi rusztowa-
nie do ktérego asocjujg inne biatka kompleksu [15,
16]. Analizy wykonane za pomocg mikroskopii elek-
tronowej wykazaty, ze degradosom jest przytwier-
dzony do wewnetrznej btony komérkowej poprzez
N-koncowg domene endorybonukleazy E [17].

Précz aktywnos$ci helikazowej u bakterii wy-
ksztatcit sie inny mechanizm wspomagajacy degra-
dacje Il rzedowych struktur RNA. Polimeraza
poli(A) u E. coli (PAPI) zostata opisana o wiele
wczesniej, ale dopiero poznanie genu kodujacego ja
pozwolito na dalsze wazne odkrycia [18]. Mutacja w
genie PAPI niejest letalna, ale powoduje wydtuzenie
czasu pottrwania niestabilnych klas RNA. U bakterii
wiec, w odrdznieniu od organizmoéw eukariotycz-
nych, poliadenylacja destabilizuje czgsteczki RNA
[19].
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Badania in vitro wykazaly, ze poliadenylacja
wspomaga degradacje obszarow dwuniciowych
RNA [11, 20, 21]. Gdy na koncu 3’ czasteczki RNA
znajduje sie struktura drugorzedowa, degradosom
oraz egzonukleazy nie majg do niej dostepu. Dosyn-
tetyzowanie ogona poli(A) zwieksza powinowactwo
degradosomu do substratu i pozwala na jego degra-
dacje. Ogony poli(A) znajdowano w réznych rodza-
jach mRNA [19] a takze na koncach 3’ produktow
ciecia RNazyE [22].

Inaczej niz u Eukaryota miejsca determinujgce
dodawanie ogondéw poli(A) przez PAPI nie wykazujg
jakiej$ specyficznej sekwencji, jednak nie sg one lo-
sowo roztozone na RNA i grupuja sie w okre$lonych
miejscach [18, 19, 22]. Sugeruje to, ze nawet po do-
syntetyzowaniu poli(A) przejscie egzonukleaz przez
drugorzedowe struktury RNA nie jest przesgdzone i
proces moze przebiega¢ w kilku powtarzajacych sie
rundach poliadenylacji i degradacji.

Poliadenylacja wydaje sie byé czynnikiem ini-
cjujacym degradacje niektorych klas RNA.
Przyktadem moga by¢ RNA pozbawione miejsc cie-
cia dla endonukleazy E np. RNAT faga fl [23],
RNA-OUT [24] a takze produkty posrednie zawie-
rajgce drugorzedowe struktury, a uwolnione przez
degradosom przed catkowitym rozktadem.

pierwsze ciecie przeprowadzane przez rybonuklea-
ze E lub dosyntetyzowanie ogona poli(A) zaleznie
od substratu. Po rozpoczeciu degradacji PNPaza lub
Rnaza Il egzonukleolitycznie trawig mRNA. Heli-
kaza Rhlb i dalsze rundy poliadenylacji wspoma-
gajag degradacje dwuniciowych obszarow RNA.
Kroétkie oligonukleotydy RNA sg na koricu rozktad-
ane przez oligorybonukleaze.

Pomimo ze proces degradacji mRNA u bakterii
wydaje sie by¢ najlepiej poznany, nadal jest wiele
znakow zapytania. Nie udato sie ustali¢ stechiome-
trycznej budowy degradosomu, nie wiemy czy jest
kompleksem statycznym
niajgcym swoj sktad zaleznie od substratu czy poja-
wiajacych sie metabolitdw. Do tej pory nie stwier-
dzono obecnosci w degradosomie dwéch podstawo-
wych enzymdw degradacji RNA - RNazy Il i PAPI,
cho¢ wykryto, ze przy degradacji specyficznych
RNA poli(A) polimeraza (PAPI) moze asocjowaé z
RNazg E [25]. Nie wiemy, jak wyglagda wspdtpraca
miedzy enzymami zaangazowanymi w degradacje,
ktérych funkcje na siebie zachodza np. PNPazg i
RNazg Il czy aktywno$é Rhlb helikazy ipoliadenyla-
cja. Te i wiele innych pytan czekajg nadal na roz-
wigzania, ktére ostatecznie wyjasnig problem degra-
dacji RNA u bakterii.

czy mobilnym, zmie-

/rnRNA\L
5' 3

5'\/\ '
DEGRADACJA
J (PNPaza,RNazall)

DEGRADACJA KROTKICH
FRAGMENTOW mRNA
(OLIGORYBONUKLEAZA)

; W

Ryc. 2. Degradacja mRNA u bakterii.

W Swietle przeprowadzonych do tej pory do-
Swiadczeh mozna byto stworzy¢ hipotetyczny mo-
del degradacji mRNA u bakterii (Ryc. 2). Czynni-
kiem limitujgcym rozpoczecie degradacji jest
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I11. Degradacja mRNA u Eukaryota

Aby rozpatrywaé problem degradacji mRNA w
organellach komorkowych nalezy najpierw przeana-
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lizowa¢ ten proces w komdrkach eukariotycznych.
Wiele danych na ten temat otrzymano badajgc degra-
dacje mRNA u drozdzy S. cerevisiae. Co prawda nie
udato sie jak dotad zrekonstruowac tego procesu in
vitro, ale wykazano aktywno$¢ poszczeg6lnych en-
zymow.

Stwierdzono, ze deadenylacja jest czynnikiem
wymaganym do rozpoczecia degradacji mMRNA. Mu-
tacje powodujgce zmniejszenie lub wzrost tempa de-
adenylacji odpowiednio zmieniajg czas, w ktérym
transkrypty zaczynajg by¢ degradowane [26-28]. De-
gradacja moze sie rozpoczagé, gdy ogon poli(A) zo-
stanie skrécony do okoto 10-12 reszt [27]. U ssakéw
dtugos¢ poli(A), przy ktérej moze byé zainicjowany
rozktad, waha sie od 25 do okoto 60 nukleotyddw
[26, 28],

Wykazano, ze mRNA u Eukaryota w wyniku od-
dziatywania biatek wiazacych sie z tancuchem
poli(A) z czynnikami translacyjnymi elF4 na koncu
5’ ma strukture kolistg [29]. Dzieki temu ogon
poli(A) jest chroniony przed egzonukleolityczng de-
gradacjg a czapeczka guanozynowa przed komplek-
sem, ktory jausuwa [30]. Deadenylacja substratu po-
zwala na odciecie czapeczki, co udostepnia tran-
skrypt egzonukleazom trawigcym go w kierunku od
5’do 3’ (Ryc. 3).

ENZYM USUWAJACY
CZAPECZKE
elF4E

PPPG

L KAAAAAKAAAAAARR AAAAAA

BIALKA WIAZACE POLI-A
DEADENYLAZA

Ryc. 3. Model oddziatywan czynnikéw inicjacji translacji u Eukaryota.

Znaleziono dwa kompleksy biatkowe biorgce
udziat w deadenylacji. Pierwszy zlokalizowany w
jadrze, drugi w cytoplazmie, uwazany za gtdwny
kompleks odpowiedzialny za deadenylacje mRNA
[31]. Usuniecie czapeczki umozliwia rozktad RNA
od konca 5°. Enzymy odpowiedzialne za oba te pro-
cesy znaleziono w jednym kompleksie. Gtoéwne
biatka tego procesu to heptamer Lsm, enzym usu-
wajacy czapeczke Dcp-1, 5’-3” egzonukleaza Xrn-1
oraz biatka Patl [32, 33].
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Drugg droga degradacji mRNA u drozdzy jest
rozktad egzonukleolityczny w kierunku od 3’do 5'.
Gtdwnym motorem poszukiwania tej Sciezki degra-
dacji byt fakt, ze szczepy z zablokowanym systemem
rozktadu od konhca 5’ sg zdolne do zycia, a badane
MRNA tych szczepdéw nadal jest degradowane, tyle,
ze w wolniejszym tempie. Pierwszym dowodem na
istnienie aktywnos$ci egzonukleolitycznej 3’-5’ byty
wyniki degradacji mRNA drozdzowego genu PGK1
przy zablokowanym systemie 5'-3° [34]. W do$wiad-
czeniu uzyto metody polegajgcej na insercji w obreb
genu odcinka poli(G), ktory stanowi przeszkode dla
egzonukleaz trawigcych RNA [27]. Analiza interme-
diatéw wskazywata na zachodzaca degradacje od ko-
fica 3° do 5'. Ostatecznie hipoteze, ze $ciezka 3°’-5"
jest drugg drogg rozktadu mRNA u drozdzy potwier-
dzito dosSwiadczenie, w ktérym kazda para pojedyn-
czych mutacji, z ktérych jedna blokowata system de-
gradacji od korica 5, adruga od 3, okazata sie letal-
na (Ryc. 4) [35].

Za degradacje RNA od konica 3’ odpowiadajg dwa
kompleksy biatkowe: egzosom, oraz kompleks
trzech biatek Ski2, Ski3 i Skig [35]. Kompleksy te
potaczone sa ze sobg za posrednictwem potencjalnej
GTP-azy Ski7. Jagdrowa forma egzosomu zbudowana
jest z jedenastu komponentéw, z ktdrych wszystkie
précz Csl4p wykazujg in vitro, lub na zasadzie homo-
logii przyporzadkowane sa, do aktywnosci egzory-
bonukleolitycznej w kierunku od 3°’-5’ [36]. Wydaje
sie, ze egzosom jako zbior egzonukleaz zapewnia
procesywnos$¢ degradacji, Swiadczg o tym cze$ciowo
zdegradowane od 3’ korica intermediaty otrzymane
w szczepach z mutacjg w ktéryms$ z biatek egzosomu
[35].

Podsumowujac: gtéwne drogi degradacji mRNA
wystepujace u drozdzy to rozktad od konca 5°, po-
przedzony usunieciem czapeczki, lub degradacja od
konca 3’. Rozpoczecie obu tych proceséw jest limi-
towane przez deadenylacje (Ryc. 4). Cho¢ w pierw-
szej kolejnosci rozpoczyna sie rozktad od konca 5°,
wykazano, ze w komdrkach moga one przebiegac
rownocze$nie, a w przypadku niektérych transkryp-
tow preferowana jest nawet droga degradacji od ko-
nca 3°[35]. Wydaje sie, ze mechanizmy te sg czescio-
wo wymienne, zaleznie od czynnikdw wptywajgcych
na komorke [34].Te dwie drogi sa prawdopodobnie
uniwersalne w obrebie Eukaryota. Taka hipoteze po-
twierdza fakt znalezienia homologéw bhiatek odpo-
wiadajgcych za degradacje mRNA u drozdzy, m. in.
produktow genéw XRN1, SKI6/RRP41, SKI2 i
RRP4 w komorkach innych Eukaryota, takze ssa-
kéw. Dodatkowo znaleziono homolog egzosomu za-
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rowno w jadrze jak i w cytoplazmie komdrek ssa-
czych [37].

W komorce jest jeszcze dodatkowy system degra-
dacji mMRNA, ktéry zapewnia szybki rozktad niepra-
widtowych czasteczek (ang. nonsense mediated de-
cay). Przyktadem jest degradacja mRNA genu PGK1
pozbawionego kodonu terminacji translacji, ktora
zachodzi bez enzymdéw odpowiadajgcych za deade-
nylacje, odciecie czapeczki i degradacje od korca 5’
[38]. Najnowsze badania wykazaty, ze za proces ten

nosci mRNA. Podobnie jak u bakterii wigekszo$¢
chloroplastowych mRNA zawiera na koncu 3’ od-
wrdcone powtarzajgce sie sekwencje, ktore tworzg w
komorce stabilne struktury drugorzedowe [9]. Ina-
czej niz w przypadku jagdrowego mRNA w chloropla-
stach nie wykazano poliadenylacji dojrzatych tran-
skryptéw.

Uwaza sie, ze degradacja mRNA w chloroplastach
rozpoczyna sie podobnie jak u bakterii od endonu-
kleolitycznego ciecia transkryptu, po ktéorym naste-

e /—\ AAAAAAAAAAAS

[DEADENYLACJA|

m7G

ODCIECIE CZAPECZKI
GUANOZYNOWEJ

\_-/'-‘3'

5!

5"""—“-5.-'

KOMPLEKS TRAWIACY
mRHNA OD KONCA &'

S 3

Ryc. 4. Degradacja mRNA u Eukaryota.

odpowiada egzosom [39]. Rybosom nie napotykajac
sygnatu terminacji przesuwa sie po mRNA az do ko-
rica poli(A) 3°, tam w puste miejsce A rybosomu
wchodzi biatko Ski7, ktérego N-koncowa domena
ma powinowactwo do egzosomu. Po przytgczeniu
sie do takiego kompleksu egzosom trawi RNA nieza-
leznie od deadenylacji. Podobnie dziatajgce systemy
degradacji wadliwych mRNA usuwajg tez czasteczki
z niewycietymi intronami [40], nie przycietym
3’-UTR [41] czy przedwczesnym kodonem termina-
cji translacji, pojawiajg sie one tez u innych Eukaryo-
ta. Degradacje moze tez rozpoczyna¢ endonukleoli-
tyczne ciecie w obrebie mRNA [42, 43]. Istnienie ta-
kiej drogi rozpoczecia degradacji niektérych tran-
skryptdw sugeruje mozliwo$¢ regulacji czasu ich
péttrwania przez aktywacje okreslonych endonukle-
az lub oddysocjowanie od RNA czynnikéw blo-
kujacych miejsce ciecia.

IV. Degradacja mRNA w chloroplastach

Regulacja genomu chloroplastowego zachodzi na
wielu poziomach, miedzy innymi na poziomie stabil-
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puje poliadenylacja produktéw, co kieruje je na dro-
ge natychmiastowej egzonukleolitycznej degradacji
[44]. Udowodniono, ze zablokowanie poliadenylacji
RNA w doswiadczeniu badajgcym degradacje RNA
w lizacie chloroplastowym daje ten sam efekt co
wprowadzenie inhibitora egzonukleaz — drozdzo-
wego tRNA [45]. Degradacja RNA byta wstrzymana
i nastepowata akumulacja produktéw ciecia przez
endonukleazy.

Poliadenylacja catkowitego mMRNA wyizolowane-
go z chloroplastow jest wykrywana na bardzo niskim
poziomie. W wyniku szybkiej degradacji transkrypty
z dotgczonym poli(A) sgwysoce niestabilne i wykry-
cie ich wymagato zastosowania RT PCR. Pozwolito
to na wykrycie poliadenylacji zaro6wno na dojrzatych
transkryptach jak i na produktach ciecia przez endo-
nukleazy [44]. W chloroplastach produkt transkryp-
cji moze albo przeksztatci¢ si¢ w dojrzaty mRNA,
albo by¢ skierowany do natychmiastowej degradacji
przez poliadenylacje. In vitro wybor jednej z tych
dwu $ciezek zalezy od stezenia ATP [44], jednak o
regulacji tego procesu w chloroplastach mogg decy-
dowacé inne czynniki. RNA zawierajgce na koncu 3’
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struktury drugorzedowe sg poliadenylowane z duzo
nizszg wydajnoscig niz jednoniciowe konce [44],
Jako, ze wiekszo$¢ dojrzatych transkryptdw zawiera
takie struktury na swoich kornicach 3’ sg one stabilne
w odrdznieniu od czgstek RNA odrzucanych w trak-
cie dojrzewania, czy zle obrobionych. Przypuszcza
sie, ze stabilne dojrzate mRNA kierowane sg na dro-
ge degradacji przez endonukleolityczne ciecie po-
zwalajace na poliadenylacje nowopowstatego korca
3’ (Ryc. 5).

W odréznieniu od mRNA genéw jadrowych czy
bakteryjnego, ogony poli(A) genow chloroplasto-
wych nie sghomopolimerami. Moga mieé¢ dtugos¢ do
kilkuset nukleotydéw i sktadajg sie z grupek adeno-
zyn potaczonych gidwnie guanozynami, rzadziej
resztami cytydyny czy urydyny [44],

MRNA

5|

kazato jednak, ze sktada sie on wytgcznie z PNP-azy,
ktéra w chloroplastach asocjuje w homomultimer
[48], PNPazy chloroplastowej nie wykryto tez w in-
nych kompleksach biatkowych zblizonych masg do
bakteryjnego degradosomu [48]. Druga cechg réoz-
nigcg system degradacji mRNA bakteryjnych i chlo-
roplastowych jest brak w chloroplastach poli(A) po-
limerazy, ktérej funkcje zastepuje PNPaza [50], Bak-
teryjna PNPaza wykazuje aktywnos¢
poli(A) polimerazy, ale wydaje sie to mie¢ znaczenie
tylko w szczepach pozbawionych oryginalnej poli-
merazy, ktora petni gtéwna funkcje [51],
Wykazano, ze bakteryjne szczepy z RNazg E po-
zbawiong domeny C-koricowej odpowiedzialnej za
formowanie sie biatek degradosomu sg zdolne do zy-
cia [52, 53]. Wskazuje to, ze degradosom nie jest

réwniez

¥

3|

ENDONUKLEOLITYCZHNE CIECIE,
POLIADENYLACJA PRODUKTU

DEGRADACJA
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( 100RNP/PNPaza)
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Ryc. 5. Degradacja mRNA w chloroplastach.

Rybonukleazg zaangazowang w degradacje chlo-
roplastowego RNA jest |OORNP/PNPaza [46].
Oczyszczone 100-kDa biatko wykazuje duzg homo-
logie do bakteryjnej PNPazy zardwno biochemicznie
jak i na poziomie sekwencji. Chloroplastowa
100RNP/PNPaza takze degraduje mRNA od kofica 3’
i podobnie jak bakteryjna PNPaza moze wykazywac
aktywnos$¢ poli(A) polimerazy. Stwierdzono, ze en-
zym ma duze powinowactwo do sekwencji poli(A)
[47], dzieki temu poliadenylowane substraty ulegajg
szybkiej degradacji.

Najnowsze badania wykazaly dwie zasadnicze
réznice w degradacji mRNA u bakterii i w chloropla-
stach [48]. Homologia IOORNP/PNP-azy z PNP-azg
E. coli [49], oraz wyizolowanie jej z chloroplastow w
postaci duzego kompleksu biatek [46] sugerowato
podobienstwo tego kompleksu do bakteryjnego de-
gradosomu. Doktadne oczyszczenie kompleksu wy-
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strukturg niezbedng w procesie degradacji mMRNA co
potwierdzajg badania przeprowadzone na chloropla-
stach. Procesy degradacji w bakteriach i chloropla-
stach sa jednak w duzej mierze podobne. Réznice
mogg wynika¢ z innego czasu poéttrwania transkryp-
téw, u E. coli moze to by¢ tylko kilka minut [54], w
chloroplastach mRNA jest stabilne przez kilka go-
dzin [55]. Potrzeba tak szybkiej degradacji tran-
skryptéw u bakterii mogta zaindukowaé¢ powstanie
skomplikowanej spodnie dziatajacej maszyny jaka
jest degradosom, ktorego chloroplasty po prostu nie
potrzebuja.

V. Degradacja mRNA w mitochondriach
drozdzy

Ekspresja mitochondrialnego genomu drozdzy
kontrolowana jest przez procesy posttranskrypcyjne,
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gtdwnie dojrzewanie i degradacje RNA [56,57]. Pro-
motory mitochondrialnych genéw drozdzowych sg
bowiem do$¢ prosto zbudowane - zawierajg konser-
wowang sekwencje 5’-ATATAAGTA-3\ Prdcz se-
kwencji DNA ibiatek wykazujgcych powinowactwo
do mitochondrialnej polimerazy RNA, niezbednych
do inicjacji transkrypcji w obrebie nonekameru, nie
wykryto innych czynnikéw modyfikujgcych site pro-
motoréw mitochondrialnych [56].

Wykazano, ze degradacja RNA w mitochondriach
drozdzowych prowadzona jest przez wielobiatkowy
kompleks zwany degradosomem mitochondrialnym
(mtEXO) [58]. In vitro kompleks wykazuje aktyw-
no$¢ NTP-zaleznej egzorybonukleazy trawiacej
RNA w kierunku od 3’ do 5, jest aktywowany za-
rowno przez rybonukleotydy jak i deoksyrybonukle-
otydy. Produktami reakcji egzonukleolitycznej sg
monofosforany nukleotydéw, co wskazuje, ze jest to
proces hydrolityczny [58]. Brak jest danych na temat
roli endonukleaz w degradacji RNA drozdzowego,
nie wykryto takze poliadenylacji mitochondrialnej.

Ostatnie badania wykazaty, ze mtEXO sktada sie z
dwoéchpodjednostek, DSS1 oraz SUV3 (Ryc. 6) [59].
Udato sie oczysci¢ degradosom do homogennosci
dzieki zastosowaniu metody TAP-tag. Zar6wno pre-
paraty otrzymane ze szczepu gdzie sekwencja

Ryc. 6. Hipotetyczna budowa mtEXO.

TAP-tag byta dotgczona do DSS1 jak i do SUV3 wy-
kazywaty aktywno$¢ NTP zaleznej 3’-5’egzonukle-
azy. Analiza na zelu poliakrylamidowym wykazata,
ze kompleks sktada sie z dwdch biatek o masach od-
powiednio 110 i 75 kDa.

Gen SUV3 koduje biatko o masie 84 kDa, w kto6-
rym znaleziono motyw charakterystyczny dla ATP-
zaleznych helikaz z rodziny DEAD-fox [60]. Wyka-
zano, ze skiadnik bakteryjnego degradosomu Rhlb
helikaza jest tez biatkiem nalezagcym do tej rodziny
[13]. Znane sg tez ortologi biatka Suv3 w mitochon-
driach roslin i zwierzat, w tym cztowieka [61-63].
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Gen DSS1 zostal wyizolowany jako wielokopio-
wy supresor dysrupcji SUV3 [64], Koduje on biatko
0 masie 111 kDa zawierajgce motywy charaktery-
styczne dla bakteryjnej egzonukleazy II.

Précz degradosomu w mitochondriach drozdzy
wykryto jeszcze dwa enzymy o aktywnosci nukleoli-
tycznej. Pierwszym jest produkt jadrowego genu
NUCI. Biatko nuclp ma aktywno$¢ RNazy, endonu-
kleazy zaréwno jedno- jak i dwuniciowego DNA i
egzonukleazy trawigcej dwuniciowe DNA od korica
5’ [65]. Drugg aktywnos$é wykazuje produkt genu
YNT20 [e6], ktéry jest prawdopodobnie odpowie-
dzialny za trawienie krotkich oligonukleotydow
uwalnianych przez degradosom [59]. Wykazano, ze
oba z tych gendw nie sg niezbedne do ekspresji mito-
chondrialnego genomu drozdzy co wskazuje, ze nie
petnig one gtéwnej funkcji w procesie regulacji sta-
bilnosci i degradacji mRNA [65, 66],

Aktywnos$¢ egzorybonukleolityczna degradoso-
mu jest catkowicie zalezna od obecnosci helikazy
RNA [59]. U bakterii aktywnos$é helikazy jest nie-
zbedna tylko przy pokonywaniu przez egzonukleazy
Il-rzedowych struktur [21]. W mitochondriach dro-
zdzy trawienie RNA nie nastapi jesli nie bedzie ktd-
regokolwiek ze sktadnikéw degradosomu. Prawdo-
podobnie jest to spowodowane tym, ze Dsslp nie za-
wiera domeny wigzacej RNA i mozliwe, ze za inte-
rakcje z substratem odpowiada suv3p, ktory réwno-
cze$nie rozwija napotkane struktury dwuniciowe
[59].

Wykazano, ze degradosom moze asocjowac do ry-
bosomoéw. W preparacie oczyszczonego degradoso-
mu wykryto dodatkowo biatka rybosomalne matej i
duzej podjednostki [59]. Sugestie te potwierdzito od-
wrotne doswiadczenie, w ktérym w preparacie
oczyszczonych mitochondrialnych rybosomoéw wy-
kryto biatka degradosomu.

Degradosom mitochondrialny petni wazng funk-
cje w usuwaniu niedojrzatego i nieprawidtowo spro-
cesowanego mRNA [59]. Wcze$niejsze badania su-
gerowaty, ze mtEXO bierze udziat w degradacji wy-
cietych intronéw, a helikaza suv3 usuwa z nich
biatka biorgce udziat w autosplicingu, dzieki czemu
w matriks utrzymywana jest stata ich pula [56]. Po-
tem jednak wykazano, ze mutanty w genach SUV3
czy DSS1 ktérych genom mitochondrialny nie za-
wierat introndw miaty tez mocno zaburzony metabo-
lizm, co prowadzito do utraty zdolnosci oddychania,
translacja w mitochondriach zostawata przerwana, a
genom mitochondrialny byt szybko tracony [67].
Najnowsze badania wykazaty, ze przy braku aktyw-
nosci degradosomu w szczepach z bezintronowym
genomem mitochondrialnym nastepuje akumulacja
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prekursorobw mRNA i rRNA, ale wykrywana tez jest
liczna frakcja dojrzatych RNA [591. Sugeruje to, ze
degradosom nie jest zaangazowany w procesowanie
RNA araczej w usuwanie niedojrzatych izle sformo-
wanych czgsteczek. Hipoteze te potwierdza fakt, ze
mutacje w kazdej z podjednostek degradosomu przy-
wracajg ekspresje i stabilizujg zmutowane mRNA

Tabela 1.

Gtéwne czynniki degradacji mRNA u ré6znych organizmoéw

wigzacym biatka cis z konca 5’ z elementami mRNA
na koficu 3’ moga by¢ biatka wigzace si¢ do konser-
wowanej sekwencji dodekameru znajdujgcej sie na
koncach transkryptow mitochondrialnych (ang. do-
decamer binding protein — DBP) (Ryc. 6) [74,75].
DBP moze by¢ zaangazowane w regulacje stabilno-
§ci RNA. Eksperymenty in vitro wykazaty, ze biatko

GLOWNE CZYNNIK KIERUNEK OBECNOSC
POLIADENYLACJA WIELOENZYMATYCZNYCH
ENZYMY INICJUJACY DEGRADACIJI KONPLEKSOW
BAKTERIE rybonukleaza E wystepuje, endonukleolityczne 35’ degradosom
RNaza Il homopoiimer ciecie i poliadenylacja
PNP-aza produktéw od 3’
oligorybonukleaza konca
Rhlb helikaza
PAP I polineraza
EUKARYOTA Lsm wystepuje, deadenylacja 5'—m3’ egzosom

deadenylaza homopoiimer 3'—pb5’ kompleks biatek Ski
Dep- 1 kompleks trawigcy mRNA od 5’
Xm- 1 i usuwajacy czapeczke
pat- 1
egzosom
biatka Ski

CHLOROPLASTY  100RNP/PNPaza wystepuje, endonukleolityczne 3'—>5’ homomultimer PNPazy

heteropolimer ciecie i
poliadenylacja
produktow
MITOCHONDRIA  Suv 3p nie stwierdzono 3’—»5’ mtEXO(degradosom
DROZDZY Dss Ip mitochondnalny)

Ynt 20

MITOCI—!ONDRIA nie oczyszczono wystepuje, poliadenylacja? 3'—>5'(?) nie oczyszczono

ROSLIN homopoiimer

[68,69]. Dodatkowym argumentem jest asocjacja
czasteczek degradosomu do rybosoméw, co przypo-
mina systemy szybkiego usuwania niepozgdanych
mRNA w cytoplazmie komdérek ssaczych [70].

Kornce 3’i 5’ mitochondrialnego mRNA moga by¢
fizycznie potgczone podobnie jak dzieje sie to w
mRNA z cytoplazmy komérek Eukaryota. Sugeruje
to fakt wyselekcjonowania genu PET127 jako wielo-
kopijnego supresora delecji gendéw SUV3 lub
DSS1[71]. PET127 koduje biatko o aktywnsci RNa-
zy zaangazowane w obrébke 5 korica mitochondrial-
nego mMRNA tym czasem mtEXO dziata na 3’ ko-
fcu.[72], Dodatkowo mutacja w rejonie 5’ UTR
mRNA COBI, powodujgca brak ekspresji mitochon-
drialnego genu COBI ulega supresji na skutek muta-
cji w genie DSS1[69]. Fakty te sugeruja funkcjonal-
ny zwigzek 5’ i 3’ konca mRNA w mitochondriach
drozdzy.

Elementy cis stabilizujagce mRNA w mitochon-
driach znajdujg sie na koncu 5’ [73] podczas gdy de-
gradacja zachodzi od konca 3’ [58]. Pomostem
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to chroni RNA przed degradacjg przez NTP-zalezng
egzonukleaze [58]. In vivo, delecja 3 koAcowego
odcinka genu kodujgcego rybosomalne biatko Varl
powoduje brak jego ekspresji i niewydolno$¢ odde-
chowa drozdzy [e8]. Teoria wydaje sie tez prawdo-
podobna w obliczu tego, ze pozbawione tych se-
kwencji RNA, takie jak introny, sg przedmiotem na-
tychmiastowej degradacji.

V1. Degradacja mRNA w chloroplastach
roslin

Mechanizmy zaangazowane w kontrole stabilno-
$ci idegradacje mRNA w mitochondriach roslinnych
sg stabo poznane. Jak dotagd nie udato sie zidentyfi-
kowac¢ zadnego z biatek biorgcych udziat w tym pro-
cesie. Wiadomo na pewno, ze niektére, ale nie
wszystkie, mitochondrialne mRNA sg opatrzone sta-
bilnymi strukturami drugorzedowymi na korncach 3~
[76]. Struktury te, jesli sg obecne, wptywaja na sta-
bilnos¢ czgsteczek mRNA [77]. Zostato tez udowod-

65



nione, ze nie stanowig one sygnatu terminacji tran-
skrypcji jak u bakterii [78]. Dojrzate koince 3’ mito-
chondrialnych transkryptow powstajg w wyniku pro-
cesowania diuzszych pre-mRNA. Ostatnio, na
przyktadzie stonecznikowego genu atpl-orf522, wy-
kazano, ze dojrzate mRNA moze by¢ poliadenylowa-
ne na koncu 3°, a poliadenylacja kieruje mRNA na
droge degradacji zarowno w uktadach in vitro jak in
vivo [63].

Cechg charakterystyczng potiadenylacji w mito-
chondriach w pordwnaniu z chloroplastami, jest
miejsce dotgczania ogondw poli(A). Wykazano, ze
wiekszo$¢ miejsc potiadenylacji transkryptow mito-
chondrialnych lokalizuje sie na dojrzatym koncu 3’,
zazwyczaj za strukturami drugorzedowymi [79]. W
chloroplastach wiekszo$¢ miejsc dodawania ogonéw
poli(A) znajduje sie na koricach 3’ produktéw endo-
nukleolitycznego ciecia transkryptéw [80]. Dojrzate
chloroplastowe transkrypty, zawierajgce na swoim 3’
koncu struktury drugorzedowe, takze mogg by¢ po-
liadenylowane, ale z o wiele mniejszg czestoscia
[44]. Do tej pory zanotowano cztery mitochondrialne
transkrypty ulegajgce potiadenylacji, i w przypadku
tych, ktore posiadaty struktury drugorzedowe, ogony
poli(A) byly dodawane gtdwnie po stronie 3’ tych
struktur [79]. Badania ogon6éw poli(A) dodanych do
transkryptdw mitochondrialnych wykazaty, ze sg one
homopolimeryczne [63].

We frakcji biatek btonowych z mitochondriéw
stonecznika, a takze w mitochondriach ziemniaka
[79], wykryto dwie réznigce sie aktywnosci RNazo-
we. Udato sieje rozdzieli¢ przez wytracanie siarcza-
nem amonu. Okazato sie, ze pierwsza RNazowa ak-
tywnosc jest niezalezna od potiadenylacji. Zarowno
substraty poliadenylowane, jak i niepoliadenylowa-
ne, byty trawione z podobng szybkoscia. Odwrotnie,
w przypadku drugiej aktywnosci substraty niepolia-
denylowane byty stabilne, podczas gdy poliadenylo-
wane podlegaty szybkiej degradacji. Analiza obu ak-
tywnosci, na mitochondrialnym atp9 mRNA z ziem-
niaka, za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
sugeruje, ze za aktywno$¢ pierwszg odpowiada en-
zym bedacy endonukleazg, aktywnos$¢ druga jest lub
zawiera egzonukleaze RNA. Wykazano tez, ze druga
aktywnos¢ jest zalezna od obecnosci na korncu 3’
ogona poli(A) a nie tylko jednoniciowego RNA —
dodanie do kornca 3’ poliadenylowanego substratu
siedmiu innych nukleotydéw hamowato druga ak-
tywno$¢ Rnazowag [79]. Jak na razie nie moznajesz-
cze okresli¢, czy za aktywnos$é egzonukleazowg od-
powiada enzym hydrolityczny, czy fosforolityczny, a
moze oba. Aby to okresli¢ potrzebne jest doktadne
oczyszczenie biatka.
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Z danych otrzymanych do tej pory mozemy wnio-
skowac, ze degradacja mRNA w mitochondriach ro-
slinnych odbywa sie gtownie przez egzonukleoli-
tyczne trawienie od korica 3’ transkryptéw oznaczo-
nych ogonami poli(A). Jako ze struktury drugorzedo-
we w transkryptach poliadenylowanych sg trawione
przez egzonukleazy, mozliwe, ze poliadenylacja
dziata podobnie jak u bakterii umozliwiajac RNazom
pokonanie tych struktur, ktére normalnie stanowig
dla nich przeszkode. Nie wiadomo jednak, co znaku-
je odpowiednie transkrypty, zeby mogty stac sie sub-
stratem potiadenylacji, do tej pory nie oczyszczono
zadnego z enzymOw biorgcych udziat w tym proce-
sie.

Problem degradacji RNA stat sie przedmiotem in-
tensywnych badan stosunkowo niedawno. Wiek-
szo$¢ najwazniejszych do tej pory odkry¢ miata
miejsce w przeciggu ostatnich dziesieciu lat. Prace
nadal sg w trakcie i chociaz do tej pory ujawniono
wiele znaczacych faktéw, ktore pozwolity na zaryso-
wanie pewnych schematéw dotyczacych tego proce-
su, to do doktadnego poznania proceséw degradaciji,
a szczegOblnie sposobu ich regulacji potrzebne sa dal-
sze badania.

Artykut otrzymano 16 wrze$nia 2002
Zaakceptowano do druku 8 maja 2003
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Adaptive mutations

ANETTA NOWOSIELSKAY ELZBIETA GRZESIUK2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Modele badan mutacji adaptacyjnych w komodrkach
E. coli
I1-1. Model plazmidowy
11-2. Model chromosomalny
I11-3. Rewersja do prototrofii
I11. Mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie mutacji
adaptacyjnych
I11-1. Uszkodzenia DNA w nie dzielacych si¢ komérkach
I11-2. Rola systeméw naprawy DNA w mutagenezie
adaptacyjnej
I11-3.Rekombinacja homologiczna
I11-4. Hipermutagenno$¢ i amplifikacja gendw w muta-
genezie adaptacyjnej
111-5. Odpowiedz SOS
IV. Znaczenie mutagenezy adaptacyjnej
V. PiSmiennictwo

Wykaz stosowanych skrétow: Lac — laktoza; lacZ — gen ko-
dujacy (3-galaktozydaze; lacl— gen kodujacy represor operonu
lac; RecA, B, C, D, G — biatka biorgce udziat w homologicznej
rekombinacji; F’— episom; MMR — system naprawy btednie
sparowanych zasad; MutS, L, H — biatka systemu MMR; NER
— system naprawy przez wycinanie nukleotydéw; UvrABC —
biatka systemu NER; ebgR — gen kodujacy represor operonu
ebg; ebgAC — gen kodujacy tzw. drugg P-galaktozydaze; bglF
— gen kodujacy fosfotransferaze odpowiedzialng za transport
(3-glikozyd6w; Lu — laktuloza; IS — element insercyjny; trpA
— gen kodujacy a-syntaze tryptofanowa; trpB — gen kodujacy
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ze V.

‘Dr, Ar hab.; Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawin-
skiego 5a, 02-106 Warszawa; e-mail: elag@ibb.waw.pl

68

Contents:

. Introduction

Il. E. coli: Bacterial models for adaptive mutations studies
11-1. Plasmid model
11-2. Chromosomal model
11-3. Reversion to prototrophy

I11. The mechanisms responsible for apperance of adaptive
mutations
I11-1.DNA damage in non-dividing cells
111-2.The role of DNA repair in adaptive mutagenesis
111-3. Homologous recombination
I11-4. Hypermutability and gene amplification in

adaptive mutagenesis

I11-5. SOS response

IV. Significance of adaptive mutations

V. References

I. WSTEP

Materiat genetyczny kazdej zywej komorki jest
nieustannie narazony na dziatanie réznorodnych
czynnikéw fizycznych i chemicznych. Moga to by¢
zaréwno czynniki egzogenne, wystepujgce w $srodo-
wisku jak i endogenne czyli takie, ktére powstajg w
procesach metabolicznych zachodzgcych wewnatrz
komorki. Prawdopodobnie w kazdej komérce co se-
kunde dochodzi do uszkodzenia DNA, aponad 10ty-
siecy zasad dziennie jest uwalnianych z DNA w tak
zwanych procesach spontanicznych. Jesli zmiana w
DNA nie bedzie naprawiona, a wrecz przeciwnie,
utrwalona podczas replikacji, to powstanie mutacja,
trwata zmiana, kt6ra dziedziczy nastepne pokolenie
komarek.

Cata wiedza dotyczgca mutagenezy czyli procesu
powstawania mutacji, jak réwniez mechanizmdw na-
prawy DNA, pochodzi z doSwiadczen wykonywa-
nych w optymalnych warunkach hodowli komorek
bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu. Wiadomo
jednak, ze procesy mutagenezy zachodzg réwniez w
komérkach nie dzielgcych sie. Stwierdzenie to jest
bardzo wazne, gdyz w przyrodzie wiekszo$¢ komo-
rek, zardwno tych stanowigcych odrebny organizm,
jak i tych budujacych organizmy wielokomdérkowe,
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przez wiekszg cze$¢ zycia pozostaje w stanie spo-
czynku. Duzym uproszczeniem bytoby zatem odno-
szenie zjawisk obserwowanych w hodowlach w fazie
logarytmicznej do realnego $wiata ewolucji i karci-
nogenezy. Pewne $Swiatto na ten problem rzucity ba-
dania nad mutacjami adaptacyjnymi. Pierwsze kon-
trowersyjne doniesienia na temat spontanicznych
mutacji w nie dzielgcych sie komérkach ukazaty sie
ponad 40 lat temu, kiedy Ry an iwspdtpracownicy
stwierdzili, ze mutacje moga powstawa¢ w bakte-
riach, w ktérych nie stwierdzono replikacji DNA
[1-3]. W latach 80-tych podobne obserwacje opubli-
kowat Shapiro [4]. Jednak dopiero wyniki badah
Cairnsa zamieszczone w pracy ,Origin of mu-
tants” w 1988 r. pokazaty, ze w populacji bakterii
E. coli poddanej nie letalnej selekcji (selekcje moze
stanowi¢ np. brak w pozywce aminokwasu umozli-
wiajgcego wzrost komorek auksotrofa), w warun-
kach gtodzenia powstawaty wytgcznie mutacje ,,ko-
rzystne” dla komérki, przy czym nie obserwowano
mutacji ,,nieuzytecznych” [5]. Mutacje mozna byto
uzna¢ za ,uzyteczna” jesli umozliwiata ona wzrost
bakterii na danym podtozu. Omawiane mutacje nazy-
wano adaptacyjnymi (ang. adaptive), ukierunkowa-
nymi (ang. directed), mutacjami fazy stacjonarnej
(ang. stationary phase) badZz zwigzanymi z gtodze-
niem (ang. starvation-associated). Najczesciej sto-
suje sie wprowadzongw 199 Ir. nazwe mutacje adap-
tacyjne [6], Ma ona oznaczaé proces przyczyniajacy
sie do powstania mutacji specyficznych w stosunku
do presji selekcyjnej, ale nie tych szkodliwych czy
niepotrzebnych [7]. Z czasem definicja mutacji
adaptacyjnych okazata sie nazbyt zawezona, gdyz
oprdcz mutacji ,uzytecznych” znajdowano dodatko-
we mutacje w genach, ktére nie podlegaty presji se-
lekcyjnej.

Zjawisko powstawania mutacji adaptacyjnych
mozna uzna¢ za zjawisko ogdine, poniewaz zachodzi
ono zaréwno u Prokaryota (bakterie) jak i u Euka-
ryota (drozdze). W komorkach bakterii wystepuje w
wielu loci, ajego zrédtem sg réznorodne uszkodze-
nia DNA.

Il. Modele badann mutacji adaptacyjnych
w komoérkach E. coli

Najczesciej stosowanymi obiektami badan zjawi-
ska mutagenezy adaptacyjnej sg szczepy E. coli, w
ktérych tatwo mozna zaobserwowac fenotyp jaki
daje rewersja okreslonej mutacji usytuowanej na pla-
zmidzie badz na chromosomie. Stosowane sg dwa ro-
dzaje rewersji: auksotrofii do prototrofii oraz muta-
cji w genie lac, ktéra umozliwia wykorzystanie lak-
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tozy jako jedynego zrdédia wegla. Ten ostatni uktad
jest stosowany najczesciej.

I1-1. Model plazmidowy

Rewersje Lac' -> Lac+bada sie w szczepie E. coli
FC40, ktéry wprawdzie nie moze wykorzystywacé
laktozy jako jedynego Zzrdédia wegla ale czesto w
obecnos$ci laktozy rewertuje do Lac+ W szczepie
FC40 zmutowany allel lac zlokalizowany jest na epi-
somie F’natomiast chromosomalny operon laktozo-
wy zostat usuniety [s, 9]. Omawiany system jest
szczeg6lny ze wzgledu na to, ze rewersja adaptacyj-
na zachodzi na plazmidzie. Powstawanie adaptacyj-
nych rewertantéw Lac+ zalezy miedzy innymi od
funkcji rekombinacyjnej biatek RecA i RecBCD, a
oprécz tego jest uwarunkowane obecnos$ciag genu pla-
zmidowego tra, ktéry koduje biatko umozliwiajgce
transfer F’do komdrek bakteryjnych. Jesli zmutowa-
ny allel lac jest zlokalizowany na chromosomie to
proces powstawania mutacji adaptacyjnych zachodzi
25-100 razy wolniej niz w przypadku jego lokalizacji
na plazmidzie. Ponadto proces ten nie jest zalezny od
funkcji rekombinacyjnej biatek RecA, RecD czy
RecG [10, 11]. Inng istotngréznicg wynikajacg z r6z-
nej lokalizacji mutacji jest fakt, ze mutacje adapta-
cyjne w przypadku allelu chromosomalnego nie sg
prostymi delecjami -lpz jak w przypadku mutacji
zlokalizowanej na plazmidzie F\ Na podstawie tych
réznic mozna stwierdzi¢, ze istniejg odrebne mecha-
nizmy odpowiedzialne za powstawanie mutacji na
plazmidzie i w chromosomie.

Rewersja adaptacyjna do Lac+przypomina muta-
cje zalezne od wzrostu z dwdch powoddéw: po pierw-
sze rewersje te sg wynikiem dziatania gtéwnej poli-
merazy replikacyjnej E. coli, poi Il (chociaz polime-
raza Il rowniez jest aktywna w komérkach fazy sta-
cjonarnej); po drugie, mutacje adaptacyjne sg kory-
gowane przez system naprawy btednie sparowanych
zasad (MMR), co udowodniono wykazujac, ze w wa-
runkach nadprodukcji biatek MMR poziom mutacji
obniza sie 2-5 razy. Okazato sie réwniez, ze w wa-
runkach selekcji komdérek zdolnych do wzrostu na
laktozie, mutacje powstajg nie tylko w genie lac lecz
takze w innych genach [12, 13],

I1-2. Model chromosomalny

Podstawg badan mutacji adaptacyjnych przy po-
mocy modelu chromosomalnego sg mutacje typu
nonsens w genach, ktérych produkty uczestniczg w
szlakach syntezy aminokwas6w badZ katabolizmie
weglowodandw.
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W komorkach E. coli obok operonu laktozowego
istnieje podobnie regulowany operon ebg, w skiad
ktérego wchodzi kodujacy represor gen ebgR oraz
gen ebgAC kodujacy tzw. druggP-galaktozydaze. W
przypadku gdy w komorce brak genu lacZ, ale jest
obecna permeaza laktozowa, mutacje w operonie
ebg pozwalajg na wzrost na podtozu z laktozg (Lac)
lub z innymi cukrami takimi jak np. laktuloza (Lu).
Mutacje w genie ebgAC podzielono na dwie klasy.
Mutacje klasy | (Lac+ Lu") pozwalajg wprawdzie na
wzrost na podtozu z laktozg jako jedynym Zrdédiem
wegla, ale na podtozu z laktulozg wzrost jest bardzo
staby. Natomiast mutacje klasy Il (Lac+ Lu+) pro-
wadzg do wzrostu na obu cukrach. Jednak pra-
widtowy wzrost tych mutantéw nastepuje jedynie
wowczas, gdy na skutek dodatkowej mutacji w genie
represora ebg (ebgR') nastgpi derepresja catego ope-
ronu i konstytutywna ekspresja enzymu EbgAC. Ob-
serwowane w tym uktadzie mutacje adaptacyjne po-
jawiaty sie w komdrkach dzielgcych sie bardzo wol-
no, co wskazuje, ze to nie brak wzrostu jest czynni-
kiem warunkujgcym powstawanie mutacji adapta-
cyjnych, lecz stres zwigzany z niemoznos$cig wzrostu
w tempie charakterystycznym dla komérek bakteryj-
nych. Co ciekawe, jest to rowniez pierwszy przyktad
recesywnych mutacji adaptacyjnych, ktére ponadto
dotyczyty genu represora [14].

Operon bgl koduje geny odpowiedzialne za
rozktad takich p-glikozydéw jak salicyna. W szcze-
pach E. coli KI 2 operon ten jest nieaktywny na sku-
tek oddziatywan biatek specyficznie wigzacych sie z
sekwencjg genu regulatorowego bglR, zlokalizowa-
nego powyzej promotora operonu bgl. Dysponujac
szczepem, ktory ni6st nieindukowalny gen bgIR
(bglR0) oraz zinaktywowany przez element 1S103
gen bglF, kodujacy fosfotransferaze odpowiedzialng
za transport p-glikozydow, Hall [15] wykazal, ze
po 10 dniach inkubacji na podtozu MacConkey’ana
koloniach Sal" pojawiaty sie papille Sal+ Do powsta-
nia mutacji Sal+musiato doj$¢ dzieki dwom zdarze-
niom: precyzyjnemu wycieciu elementu IS z bglF i
rewersji bglR°-*bgIR+ przy czym wyciecie IS po-
przedzato zajScie mutacji w bglR. Najczestszymi
mutacjami spontanicznymi, ktére aktywowaty ope-
ron bgl byty insercje elementéw IS7 i IS5 w obszarze
bglR.

11-3. Rewersja do prototrofii
Obok rewersji Lac" —Lac+do badania mutagene-

zy adaptacyjnej w E. coli wykorzystuje sie rewersje
do prototrofii mutacji genéw szlaku metabolicznego
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tyrozyny, leucyny i tryptofanu oraz w Salmonella ty-
phimurium w metabolizmie histydyny.

Do badan rewersji adaptacyjnych Hall [16] wy-
korzystat podwdjne mutanty w genach trpA i trpB.
Geny te kodujg odpowiednio podjednostki a i p syn-
tazy tryptofanowej. Rewersja wjednym ze zmutowa-
nych alleli nie przywracata komdrkom zdolnoSci do
wzrostu na podtozu bez tryptofanu. Jednak po kilku-
nastu dniach inkubacji na ptytkach z ograniczongilo-
$cig tryptofanu, pozwalajacajedynie na wytworzenie
matych kolonii, obserwowano pojawianie sie papilli
Trp+ Zjawisko to ttumaczy sie ,,nieszczelnoscig” al-
lelu trpA'. Produkt tego genu rozktada fosforan indo-
loglicerolu do indolu, przeksztatcanego z kolei w
tryptofan przez produkt genu trpB. A wiec podwdjne
mutanty trpAB akumulowaty indol i kiedy zacho-
dzita rewersja mutacji trpB nagromadzony indol
umozliwiat wzrost komérkom rewertantéw, wsréd
ktérych mogta réwniez zajs¢ kolejna mutacja w ge-
nie trpA prowadzaca do powstania papilli Trp+[17].

W niniejszym artykule przedstawiono nowy mo-
del badania mutacji adaptacyjnych, ktéry wykorzy-
stuje rewersje mutacji w genie szlaku metabolizmu
argininy arge30c w bakteriach E. coli [18]. Zaletg
tego modelu jest mozliwo$¢ badania wptywu mutacji
w innych genach na poziom mutacji zwigzanych z
gtodzeniem, a takze okreslenia specyficznosci muta-
cji Arg+poprzez analize ich fenotypu i obecnos¢ su-
presorow.

I11. Mechanizmy odpowiedzialne za
powstawanie mutacji adaptacyjnych

Bakterie bedgce w fazie stacjonarnej, a wiec w
warunkach niedoboru substancji odzywczych, spo-
walniajg sw6j metabolizm, a nawet zmieniajg go do-
stosowujgc do zaistniatych warunkow stresowych.
Takie przestawienie metabolizmu umozliwia bakte-
riom utrzymanie sie przy zyciu w niekorzystnych
warunkach, jak réwniez pozwala na tworzenie zmian
genetycznych pomocnych w odzyskaniu zdolnosci
do wzrostu. Czesto obserwuje sie wzrost liczby ko-
maérek bakteryjnych poddanych nie letalnej selekcji,
ktéry nie jest spowodowany pojawieniem sie ,uzy-
tecznej” mutacji, lecz wynika z zanieczyszczenia
podtoza substancjami mogacymi stanowié¢ Zrddto
wegla dla gtodzonych bakterii. Aby wyeliminowaé
to zjawisko stosuje sie szczepy ,,czysciciele” (ang.
scavengers), ktére zuzywajag potencjalne zrodta
energii wystepujagce w podtozu nie formujac przy
tym kolonii. W wielu przypadkach w trakcie kilkuna-
stodniowego gtodzenia obserwowano najpierw spa-
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dek, a nastepnie wzrost liczby zywych komoérek. Wy-
daje sie wiec uzasadnione stwierdzenie, ze komorki
bakteryjne fazy stacjonarnej nie sg komoérkami spo-
czynkowymi ale raczej wolno rosngcymi i wolno
dzielacymi sie. Wobec tego nalezy sie spodziewac
pewnego poziomu syntezy DNA, ktéry umozliwia
utrwalanie uszkodzen i powstawanie mutacji. W tym
przypadku synteza DNA moze zachodzi¢ przy braku
jakiegokolwiek przyrostu catkowitej masy bakterii, a
nawet wtedy, gdy ta masa maleje. Badania przepro-
wadzone na E. coli wykazaty, ze w nie dzielgcych sie
komérkach DNA jest syntetyzowane w ilosci odpo-
wiadajgcej od 0,5 do 5% catego genomu [7]. Nato-
miast z obserwacji szybkosci powstawania mutacji
adaptacyjnych w mutancie mutT (przyjmujac, ze mu-
tacje te powstaty przez inkorporacje s-okso-dGTP
podczas syntezy DNA de novo) wynika, Ze poziom
syntezy DNA stanowi 25% dobowej syntezy geno-
mowego DNA [19]. Przytoczone dane wskazuja, ze
zachodzg istotne réznice pomiedzy procesem po-
wstawania mutacji w komodrkach intensywnie
dzielgcych sie i w komérkach fazy stacjonarnej.

I11-1. Uszkodzenia DNA w nie dzielgcych sie
komoérkach

W DNA komorek fazy stacjonarnej mogg groma-
dzi¢ sie uszkodzenia indukowane czynnikami endo-
gennymi. Jezeli nie bedg one naprawione przez ktoé-
ry$ z komorkowych systeméw reparacyjnych to zo-
stang utrwalone w postaci mutacji. Najpowszech-
niejsze uszkodzenia DNA sg wynikiem proceséw al-
kilacji i utleniania.

Do endogennych czynnikéw alkilujgcych zasady
DNA nalezg S-adenozylometionina, rodniki alkilo-
we powstajgce w procesie utleniania lipidow oraz en-
dogennie nitrozowane amidy i poliaminy. Zwigzki te
alkiluja tlen w pozycji 0-6 guaniny lub 0-4 tyminy.
Brak enzymow naprawiajacych Og6-alkiloguanine i
o0 4-alkilotymine powoduje podwyzszenie poziomu
mutacji typu tranzycji w komdrkach fazy stacjonar-
nej. Wydaje sie, ze jedng z przyczyn powstawania
mutacji adaptacyjnych jest wyczerpanie sie puli alki-
lotransferaz — enzymdw naprawiajacych zalkilowa-
ne zasady w DNA [20].

Gtownym produktem utleniania zasad jest
8-0kso-2’-deoksyguanozyna (8-oksodG). Jej wyste-
powanie jest zwigzane z procesami starzenia sie i
karcinogenezy [21, 22]. Obecno$¢ s-oksodG powo-
duje powstawanie btedéw w czasie replikacji, ponie-
waz czesto naprzeciw tej zmodyfikowanej zasady
wigczanajest adenina zamiast cytozyny, co prowadzi
do transwersji GC-»TA [23-26], Udziat s-oksodG w
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powstawaniu mutacji adaptacyjnych potwierdzajg
doSwiadczenia z gtodzonymi bakteriami niosgcymi
mutacje w genach mutM i mutY. Mutacja mutM nie-
znacznie zwieksza szybko$¢ powstawania mutacji
adaptacyjnych. Natomiast wiekszy przyrost tego
typu mutacji obserwowano w szczepie mutY, a naj-
wiekszy w podwdjnym mutancie mutMmutY [27,
28]. Nadprodukcja glikozylaz z wysokokopijnych
plamidéw, kodowanych przez geny mutM i mutY, re-
dukuje szybko$¢ powstawania mutacji fazy stacjo-
narnej o okoto 50%. Nie wiadomo jednak co jest
zrodtem s8-oksodG w gtodzonych komdrkach. Za-
rowno ponadtlenek wodoru, nadtlenek wodoru jak i
rodnik hydroksylowy moga generowaé¢ s-oksodG.
Brak dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) znacznie
podwyzsza szybko$¢ powstawania rewersji adapta-
cyjnych His+w bakteriach z mutacja his' [29]. Ponie-
waz SOD Kkatalizuje wytwarzanie tlenu i nadtlenku
wodoru z ponadtlenku, wydaje sie, ze ponadtlenek
moze przyczynia¢ sie do powstawania mutacji w ko-
morkach spoczynkowych. Przypuszczenie to zdaje
sie potwierdza¢ doSwiadczenie, w ktorym po doda-
niu manganoporfiryny, wykazujgcej aktywnosé
dysmutazy nadtlenkowej, szybko$é pojawiania sie
mutantéw fazy stacjonarnej w szczepie z aktywnym
SOD ulega dwukrotnemu zmniejszeniu.

Ciekawe wyniki uzyskano badajgc wptyw karote-
noidéw, znanych ,zmiataczy” aktywnych form tlenu
singletowego in vitro [30] jak i in vivo [31], na po-
wstawanie mutacji adaptacyjnych. Geny produ-
kujgce karotenoidy pochodzace z Erwina herbicola
sklonowano i wprowadzono do szczepéw bakteryj-
nych, w ktorych jak podejrzewano 8-oksodG induku-
je powstawanie mutacji zwigzanych z gtodzeniem.
Jasno-zotte bakterie wytwarzajace karotenoidy cha-
rakteryzowaty sie obnizong szybkoS$cig powstawania
mutacji w poréwnaniu ze szczepami bez karoteno-
idow [32]. Chociaz reaktywno$¢ karotenoiddw jest
sprawg ztozong, a wybiorczo$¢ ich dziatania w sto-
sunku do tlenu singletowego nie jest scista, to jednak
przypuszcza sie, ze zaréwno tlen singletowy jak i po-
nadtlenek moga mie¢ znaczacy udziat w indukowa-
niu mutacji zwigzanych z gtodzeniem.

111-2. Rola systeméw naprawy DNA w mutagenezie
adaptacyjnej

Wydaje sie prawdopodobnym, ze jednym z czyn-
nikéw stymulujgcych proces mutagenezy adaptacyj-
nej w komérkach wolno rosngcych moze by¢ niewy-
dolno$¢ komérkowych systemdw naprawczych. W
istocie, eliminacja enzymdw biorgcych udziat w na-
prawie uszkodzen DNA w wielu przypadkach przy-
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czynig sie do podwyzszenia poziomu mutacji adapta-
cyjnych.

W 1988 r. Stah 1 po raz pierwszy wysunat hipo-
teze, ze mutacje adaptacyjne moga powstawaé w wy-
niku stabszego dziatania naprawy przez wycinanie

Macierzysty operon Lac

system MMR nie jest w peini wydajny [s, 9]. Z dru-
giej strony syntetyzowane w warunkach gtodu DNA
moze zawiera¢ wigcej pojedynczych delecji w
ciggach powtdrzonych nukleotydéw, co daje takie
samo spektrum mutacji jak w przypadku defektyw-
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Ryc. 1. Model powstawania mutacji adptacyjnych na drodze amplifikacji genu lac w szczepie FC40. Operon lac zawiera mutacje w genie kodujagcym
P-galaktozydaze. ,Nieszczelno$¢” tej mutacji powoduje powstanie pewnej ilosci prawidtowej p-galaktozydazy. Spontaniczna duplikacja zmu-
towanego genu prowadzi do nieznacznego zwiekszenia poziomu prawidtowego enzymu, a amplifikacja zapewnia komérce bakteryjnej taka
jego ilos¢, ktéra umozliwia wzrost na podtozu, w ktérym jedynym Zrédtem weglajest laktoza. W ten spos6b dochodzi do powstania stabilnego

rewertanta Lac+.

btednie sparowanych zasad (MMR) w komérkach
gtodzonych [33]. Okazato sig, ze w takich komér-
kach poziom niektdrych biatek naprawy MMR jest
znacznie obnizony, natomiast ilo§¢ mutantow fazy
stacjonarnej podwyzszona [e, 34, 35]. W uktadzie
FC40 mutacja w genie lacl jest ,nieszczelna” i po-
wstaje pewna ilo$¢ aktywnej p-galaktozydazy co
oznacza, ze podczas selekcji laktozowej utrzymywa-
ny jest odpowiedni poziom biatek biorgcych udziat w
MMR [36]. Jednak spektrum mutacji w FC40
sktadajgce sie wytgcznie z jednozasadowych delecji
w szeregu powtarzajgcych sie zasad jest doktadnie
takie, jak w przypadku defektywnego MMR, co
moze oznacza¢, ze w gtodzonych bakteriach FC40

72

nej podjednostki korektorskiej gtéwnej polimerazy
replikacyjnej E. coli, polimerazy Ill. Kolejne bada-
nia pokazaty, ze sposréd biatek MMR, w komdrkach
fazy stacjonarnej spada poziom biatek MutS i MutH
ale nie MutL [37, 38] i wiasnie to ostatnie biatko oka-
zato sie czynnikiem ograniczajgcym dziatanie syste-
mu MMR w warunkach gtodzenia. Pokazano takze,
ze nadprodukcja biatka MutL jest jedynym koniecz-
nym warunkiem przywrdcenia aktywnosci MMR i
obnizenia poziomu mutacji adaptacyjnych [39,40].
Naprawa przez wycinanie nukleotydéw (NER)
mogtaby ogranicza¢ powstawanie mutacji w komor-
kach gtodzonych, lub przeciwnie, sta¢ sie potencjal-
nym zrédtem mutacji, ktére powstawatyby w czasie
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syntezy DNA zachodzacej w ostatnim etapie napra-
wy. Okazato siejednak, ze wytgczenie NER poprzez
mutacje uvrA czy uvrB albo w ogdle nie wptywato na
poziom mutacji podczas selekcji lub wptyw ten byt
nieznaczny [5, 40-42]. Inne dane wskazujg na pe-
wien udziat naprawy NER w mutagenezie adaptacyj-
nej [7] biorgc jednak pod uwage wszystkie wyniki
uzyskane w réznych systemach badawczych wydaje
sig, ze naprawa, w ktorej uczestniczgbiatka UvrABC
nie jest konieczna do powstawania mutacji fazy sta-
cjonarnej.

I11-3. Rekombinacja homologiczna

Wyniki wcze$niejszych badan nad udziatem re-
kombinacji w mutagenezie adaptacyjnej w systemie
FC40 pozwalaty stwierdzic¢, ze zalezno$¢ powstawa-
nia mutacji adaptacyjnych od rekombinacji dotyczy
wytacznie plazmidu F\ POZniejsze doswiadczenia
pokazaty, ze proces rekombinacji obejmuje caty ge-
nom [43]. W komorkach poddanych dtugotrwatemu
stresowi gromadza sie liczne uszkodzenia, w tym po-
dwodjne pekniecia nici DNA (ang. DSBs — double
strand breaks), ktére z kolei moga stymulowac re-
kombinacje. Na tym etapie zachodzi réwniez synteza
DNA. Przyjmuje sie, ze btedy popetniane przez poli-
meraze w miejscach naprawy DSBs podczas rekom-
binacji homologicznej przyczyniajg sie do powsta-
wania mutacji adaptacyjnych [44, 45], Sugeruje sie,
ze DSBs pojawiajg sie w komorkach podczas stresu
zwiagzanego z gtodzeniem na podtozu laktozowym
[10, 44, 46-49]. Podwojne pekniecia DNA moga by¢
spowodowane zatrzymaniem widetek replikacyj-
nych [10, 49] np. przez uszkodzenia oksydacyjne
[48], Nukleaza RecBCD (egzonukleaza V), bedac
specyficzng w stosunku do DSBs i dysponujac
wtasciwosciami helikazy, przytacza sie do dwunicio-
wych koncéw DNA (ang. DSEs — double strand
ends), nadtrawiajac je i rozplatajagc. Prowadzi to do
powstania koncow jednoniciowego DNA. Konce te
sg wykorzystywane przez biatko RecA do inwazji
nici homologicznego DNA tworzgc przemiesz-
czajacg sie petle D (ang. D loop), promujaca replika-
cja [44, 50, 51]. Wolny koniec 3’ moze stuzy¢ jako
primer dla polimerazy Ill. Btedy popetniane przez
polimeraze moga nie by¢ naprawione z powodu
przej$ciowej niewydolnosci systemu MMR. Utrwa-
lone, mogg prowadzi¢ do mutacji Lac+ Droga alter-
natywnajest inwazja kofnca 5’ petli D. Koniec ten nie
moze by¢ primerem dla polimerazy Ill i wobec tego
nie dochodzi do replikacji DNA lecz do homologicz-
nej rekombinacji [51, 52].
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I11-4. Hipermutagennos$é i amplifikacja genéw
w mutagenezie adaptacyjnej

W 1990 r. Hall wysungt hipoteze hipermutacji,
jako mechanizmu generujgcego mutacje adaptacyjne
[16]. Autor zaktada, ze wéréd komoérek poddanych
stresowi wyodrebnia sie pewna subpopulacja, ktéra
wykazuje stan podwyzszonej mutagennosci. W ko-
morkach tej subpopulacji mozna spodziewaé sie po-
wstawania wielu mutacji w réznych czeSciach geno-
mu. W momencie pojawienia sie mutacji, ktoéra
uwolni komdrke od stresu np. przez umozliwienie
syntezy brakujgcego aminokwasu, nastepuje jej
wyjsécie ze stanu hipermutagennos$ci. Jesli wéréd na-
gromadzonych mutacji zadna nie okaze sie uzy-
teczng, komdrka ginie. Hipoteza ta ttumaczy zatem
wystepowanie, obok mutacji adaptacyjnych, mutacji
nie selekcyjnych. Ten model okazat sie prawdziwy w
przypadku bakterii E. coli FC40. W szczepie tym za-
obserwowano wysokag czesto$¢ mutacji w wielu
miejscach genomu w koloniach Lac+ale nie w gtodw-
nej populacji komdrek Lac' poddanych selekcji lak-
tozowej [13, 53]. Zaobserwowano réwniez ,,gorgce”
i,,zimne” miejsca dla mutacji fazy stacjonarnej zale-
znych od rekombinacji. Przypuszcza sig, ze wystepo-
wanie tych obszaréw zalezy od nagromadzenia dwu-
niciowych peknie¢ w genomowym DNA [47, 54].
Czynnikiem promujacym stan podwyzszonej mu-
tagennosci moze by¢ rekombinacja indukowana przez
dwuniciowe pekniecia. Poniewaz poczgtkowo zwigzek
pomiedzy zaleznym od rekombinacji mechanizmem
powstawania mutacji fazy stacjonarnej a mutacjami
chromosomalnymi wzbudzat kontrowersje, postano-
wiono sprawdzi¢ czy rekombinacyjny mechanizm
mutagenezy adaptacyjnej wptywa na genom bakte-
ryjny. Zbadano mutacje w genach recD i recG, ktére
podwyzszajg poziom zaleznych od rekombinacji mu-
tacji adaptacyjnych w genie lac na plazmidzie F’ [44,
52, 55]. Zar6wno mutacja w recD, prowadzaca do hi-
perrekombinacji [56, 57] jak i mutacja w genie recG
[52, 58, 59] zwiekszajg liczbe intermediatow rekom-
binacyjnych promujacych replikacje. Buli i wsp.
[43] wykazali, ze mutacje w tych genach podwyz-
szajg czesto$¢ mutacji chromosomalnych defektyw-
nych w fermentacji ksylozy, maltozy i fruktozy. Te
dane sugerujg, ze podwyzszona mutagennos$¢ w ge-
nach chromosomalnych wynika z rekombinacji, po-
dobnie jak to ma miejsce w przypadku mutacji zloka-
lizowanych na plazmidzie. Tak wiec mechanizm od-
powiadajacy za powstawanie mutacji fazy stacjonar-
nej, zaleznych od rekombinacji, nie jest przypisany
wytacznie plazmidowemu DNA lecz dotyczy r6z-
nych miejscach genomu.
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W 1998 r. Rot h i wsp. [60] zaproponowali mo-
del, w ktérym ampliflkacja genéw podczas selektyw-
nego wzrostu moze prowadzié¢ do pojawiania sie mu-
tacji adaptacyjnych bez jakichkolwiek zmian w mu-
tabilnosci. Model, dla stworzenia ktérego postuzono
sie rewersjag lac do Lac+ opiera sie na dwodch
przestankach. Po pierwsze zaktada, ze zmutowany
locus lac z zachowang resztkowa funkcja zezwala na
wzrost, jesli ilo$¢ jego kopii powiekszy sig; i po dru-
gie, ze prawdziwe zdarzenia rewersji, ktére doko-
nujg sie na drodze replikacji chromosomu, sg bar-
dziej prawdopodobne jesli wystepuje wiele kopii
tego locus. Rycina 2 przedstawia model objasniajacy
mutageneze adaptacyjng operonu lac. JeSli resztko-
wa funkcja Lac+ulegnie spontanicznej duplikacji to
dojdzie do jej wzmocnienia. Dalsza ampliflkacja i
selekcja preferujgca Lac+prowadzi do powstania sta-
bilnego rewertanta Lac+.

111-5. Odpowiedz SOS

Z badan ostatnich lat wynika, ze mutageneza
adaptacyjna podlega pozytywnej i negatywnej regu-
lacji przez system SOS, ktérego indukcja jest odpo-
wiedzig komdrki na stres Srodowiskowy [61]. W pro-
cesie tym bierze udziat funkcjonalne biatko RecF.
Biatko to wymagane jest miedzy innymi do indukcji
SOS przez takie czynniki, ktdrych dziatanie prowa-
dzi do powstania jednoniciowych fragmentéw DNA
(ssDNA) [62]. W mutantach recF poziom mutacji
adaptacyjnych byt obnizony i podobny do poziomu
wystepujagcego w mutancie lexA3 (Ind"), w ktérym
biatko LexA, represor regulonu SOS, nie jest ciete w
obecnosci koproteazy RecA*, wobec czego regulon
SOS nie podlega indukcji. Brak biatka RecF nie po-
woduje wyzszej redukcji mutacji adaptacyjnych w
szczepie lexA3, a wiec w podwdjnym mutancie
recFlexA3 nie obserwuje sie dalszego obnizenia po-
ziomu mutacji adaptacyjnych czego mozna by ocze-
kiwa¢ gdyby jedyna funkcja RecF w mutagenezie
adaptacyjnej byto utatwianie ciecia biatka LexA.
Wydaje sie wiec, ze RecF promuje mutageneze adap-
tacyjng przez indukcje odpowiedzi SOS, a nie przez
rekombinacje.

Adaptacyjne mutacje Lac+ potrzebujg rowniez
funkcji innych genéw regulonu LexA, ktérych eks-
presja indukowana jest w czasie odpowiedzi SOS.
Chodzi tu przede wszystkim o biatko RecA, ze
wzgledu najego udziat zaré6wno w pozytywnej regu-
lacji odpowiedzi SOS jak i w procesie rekombinacji.
Ostatnio odkryto kontrolowany przez SOS inhibitor
mutagenezy adaptacyjnej PsiB [63]. Biatko to kodo-
wane przez gen zlokalizowany na plazmidzie F’inhi-
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buje aktywno$¢ RecA*. Z kolei inny inhibitor, Dinl
bedacy produktem genu chromosomalnego, ktérego
ekspresja regulowana jest przez LexA, hamuje re-
kombinacje i indukcje SOS przez blokowanie kopro-
teazowej aktywnosci biatka RecA. Oba biatka Dinl i
PsiB moga przyczyniaé sie do szybkiego powrotu
komoérki ze stanu indukcji systemu SOS do stanu
podstawowego jesli uszkodzenia DNA zostang na-
prawione. Prawdopodobnie Dinl stabo konkuruje z
PsiB o przytgczenie do RecA. Dane te sugerujg, ze
aktywno$¢ RecA* jest krytyczna dla powstawania
mutacji adaptacyjnych, w tym sensie, ze zaréwno
podwyzszenie jak i obnizenie tej aktywnosci prowa-
dzi do obnizenia poziomu mutacji adaptacyjnych.

W komdrkach E. coli pod kontrolg systemu SOS
pozostajg rowniez geny kodujgce polimerazy na-
prawcze; polimeraze Il, kodowang przez gen polB,
polimeraze IV, kodowang przez gen dinB i polimera-
ze V kodowang przez geny umuDC. Wydaje sie, ze w
zaleznos$ci od typu uszkodzenia DNA i kontekstu se-
kwencji poi Il, poi IV i poi V sg zaangazowane w
bezbtedng (poi Il) lub pozostawiajgca btedy (poi IV i
poi V) synteze poprzez miejsce uszkodzenia DNA
[64]. Najnowsze badania wskazujg, ze wspomniane
polimerazy rowniez odgrywaja role w mutagenezie
adaptacyjnej przyczyniajgc sie do podwyzszenia lub
obnizenia poziom mutacji fazy stacjonarnej w zalez-
nosci od tego, ktéra z nich bierze udziat w procesie
naprawy DNA [64, 65].

IV. Znaczenie mutagenezy adaptacyjnej

Pojedyncze komdrki stanowigce caly organizm,
jak i te budujace tkanki, w warunkach naturalnych
wystepujg w fazie stacjonarnej, w ktorej ze wzgledu
na ograniczony dostep sktadnikdw odzywczych, po-
dziaty komorkowe zachodzg bardzo wolno. Mutage-
neza majaca miejsce w takich komdrkach znacznie
odbiega od bardzo doktadnie opisanego procesu, kté-
ry odbywa sie w intensywnie replikujgcych komér-
kach fazy logarytmicznej. Ze wzgledu na niedosko-
natos¢ modeli badawczych, mechanizmy pro-
wadzace do utrwalenia sie zmiany w DNA w postaci
mutacji w komdérkach spoczynkowych nie sg do kon-
capoznane. Wiadomo jednak, ze mutageneza adapta-
cyjnajest zjawiskiem czesto wystepujagcym i dlatego
moze mieé¢ ogromny wptyw na genetyczng strukture
populacji. W przeliczeniu na ilo$¢ replikowanego
DNA tempo powstawania mutantéw adaptacyjnych
jest duzo wyzsze niz mutantébw w intensywnie
dzielagcych sie komodrkach. Ponadto proces ten
wptywa na wzrost liczby mutacji korzystnych w da-
nych warunkach, w réznych miejscach genomu.
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Dzieki temu utrzymywana jest heterogenno$¢ popu-
lacji, co niewatpliwie ma wptyw na ewolucyjny roz-
woj organizmdw. Mutacje adaptacyjne powstajagc w
warunkach stresu uwolniajg komérke spod presji se-
lekcyjnej zwiekszajac jej szanse na przezycie w wa-
runkach niekorzystnych.

Obserwuje sie pewne podobiefstwo miedzy muta-
genezg adaptacyjng, a nowotworzeniem. Jednakze w
tym drugim przypadku proces ten nie przynosi orga-
nizmowi korzysci jak ma to miejsce w przypadku or-
ganizmOw jednokomoérkowych. Pierwszym etapem
w powstawaniu nowotworéw jest wyzwolenie sie
komérki z ograniczeA wzrostu. W kolejnym stadium
nastepuje wzrost guza z jednoczesng kumulacjg do-
datkowych mutacji przy czym najczesciej ich liczba
waha sie od 4 do 5 [66, 67]. W przypadku nowotwo-
row stwierdzono, ze gdyby mutacje powstawaty nie-
zaleznie z szybkoscig okoto 1,4x 10*I0pare zasad/po-
dziat komorki [64], to czestotliwo$¢ powstawania
nowotworéw u ludzi bytaby bardzo niska. Wydaje
sie oczywiste, ze tempo powstawania tych mutacji
powinno by¢ zblizone do tego, ktore charakteryzuje
mutacje adaptacyjne, a badania mutacji adaptacyj-
nych w komdrkach nie dzielgcych sie mogtyby
postuzy¢ jako uproszczony model mutagenezy za-
chodzacej w komérkach somatycznych wyzszych or-
ganizmoéw. Wydaje sie wiec, ze dalsze badania nad
mutacjami zachodzacymi w komorkach fazy stacjo-
narnej pomoga w lepszym zrozumieniu mechani-
zmow odpowiedzialnych za proces karcinogenezy w
komérkach ssakow.

Artykut otrzymano 13 marca 2003
Zaakceptowano do druku 27 czerwca 2003
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S-tiolacja biatek jako mechanizm antyoksydacyjny |

regulacyjny

Protein S-thiolation as an antioxidative and regulatory

mechanism

LIDIAWLODEK] MALGORZATA ICIEK?2

Spis tresci:

I.  Rola tioli w uktadach biologicznych
Il. Reakcje utleniania grup -SH w biatkach
11-1. Powstawanie rodnikéw dylowych
11-2. Reakcje S-nitrozylacji
11-3. Powstawanie kwaséw sulfenowych
I1-4. Nieodwracalne utlenianie grup -SH
I11. Proces S-tiolacji biatek, czyli powstawanie mieszanych
disiarczkow
I11-1. Wymiana tiolowo-disiarczkowa
I111-2. Reakcja odwracalnie utlenionych grup -SH biatek
z niskoczasteczkowymi zwigzkami dotowymi
111-3. Udziat glutadonu, cysteiny i homocysteiny w reak-
cjach S-tiolacji biatek
IV. Powstawanie mieszanych disiarczkdéw z biatkami jako
mechanizm obrony antyoksydacyjnej
V. Powstawanie mieszanych disiarczkow z biatkami jako
mechanizm regulacyjny
V1. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: Biatko-SSR — mieszane di-
siarczki z biatkami; BFT — biatkowe fosfatazy tyrozynowe;
y-GT — gamma-glutamylotranspeptydaza; GSH — zredukowa-
ny glutation; GSSG — utleniony glutation; RFA — reaktywne
formy azotu; RFT — reaktywne formy tlenu; SNT — S-nitrozo-
tiole; STG — S-transferaza glutationowa

I. Tiole w uktadach biologicznych

Zwiagzki tiolowe chronig komdrki przed stresem
oksydacyjnym i elektrofilowymi ksenobiotykami.
Do najwazniejszych niebiatkowych tioli w zywych
organizmach naleza: tripeptyd glutation oraz amino-
kwasy cysteina i homocysteina. Glutation (GSH) jest
wszechobecnym tiolem wystepujagcym w komdrkach
w wysokich, milimolowych stezeniach. Do najwa-
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V. Formation of mixed disulfides with proteins as a regula-
tory mechanism
V1. Conclusions

zniejszych funkcji biologicznych GSH nalezy detok-
sykacja wolnych rodnikéw, elektrofilowych kseno-
biotyk6w i kancerogen6w oraz utrzymywanie pra-
widtowej struktury i funkcji biatek [1,2]. Glutation
uczestniczy w tak istotnych procesach komorko-
wych jak: transkrypcja, apoptoza, biosynteza DNA,
proliferacja komérek, regulacja aktywnos$ci enzy-
mow oraz obrona immunologiczna [3-6]. Obnizenie
poziomu GSH w komérkach towarzyszy procesowi
starzenia oraz licznym stanom chorobowym, takim
jak: cukrzyca, AIDS, nadzerka $luzéwki zotadka, ka-
tarakta, choroby neurodegeneracyjne, stres oksyda-
cyjny zwigzany z toksycznos$cig ksenobiotykdéw
[7-12], Cysteina, tiolowy aminokwas, jest czynni-
kiem redukujacym, a takze substratem w biosyntezie
biatek iglutationu (GSH) oraz prekursorem reaktyw-
nej metabolicznie siarki sulfanowej [13]. Powstajgca
z metioniny homocysteina jest prekursorem cyste-
iny, ajej podwyzszony poziom jest uwazany za czyn-
nik ryzyka przedwczesnej arteriosklerozy [14].

Nie tylko niskoczgsteczkowe tiole, lecz rowniez
reszty cysteiny zlokalizowane na powierzchni biatek
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petnig funkcje antyoksydacyjne, czego przyktadem
sg albuminy osocza [15]. Reaktywno$¢ grup -SH w
biatkach zalezy od wartosci pK, czyli od mozliwosci
dysocjacji do jonu tiolanowego. Stopien dysocjacji
grup -SH reszt cysteiny w biatkach zalezy od tadun-
kéw i witasciwosci otaczajgcych struktur biatkowych
(reakcja 1).

Biatko-SH < >Biatko-S~< ~e >

Biatko-S* < RS* > Biatko-SSR (1)

Powyzsze réwnanie reakcji przedstawia réwno-
wage kwasowo-zasadowg grupy tiolowej oraz po-
wstawanie rodnika tiylowego odpowiedzialnego za
tatwe utlenianie sie tioli do disiarczkéw. Proces ten
jest katalizowany przez kationy metali przejscio-
wych i dlatego mozna go spowolni¢ poprzez wpro-
wadzenie zwigzkéw kompleksujgcych [16].

Il. Reakcje utleniania grup -SH w biatkach

Odwracalne utlenianie grup -SH reszt cysteiny w
biatkach, czyli powstawanie rodnikéw tiylowych,
kwaséw sulfenowych (R-SOH) i S-nitrozotioli
(SNT), czesto stanowi etap posredni na drodze po-
wstawania mieszanych disiarczkéw. Natomiast utle-
nianie grup -SH do kwaséw sulfinowych (R-S02H) i
sulfonowych (R-S03H) jest procesem nieodwracal-
nym, zwigzanym z utratg biologicznych funkcji
biatek.

11-1. Powstawanie rodnikow tiylowych

Odwracalne utlenianie grup -SH w biatkach moze
przebiegaé¢ jednoelektronowo w reakcjach tioli z
wolnymi rodnikami z powstaniem rodnikéw tiylo-
wych, ktérych dimeryzacja prowadzi do powstania
disiarczkow (reakcje 2 i 3) [17].

Biatko-SH + R* —» Biatko-S* + HR (2)

Biatko-S* + R-S* —Biatko-S-S-R 3)

11-2. Reakcje S-nitrozylacji

Biatka z udziatem kationu nitrozoniowego (NO+)
ulegaja reakcjom S-nitrozylacji z powstawaniem
biatkowych S-nitrozotioli (SNT) [18].

Biatko-S- + NO+ -> Biatko-S-NO (4)

Specyficznos¢ reakcji S-nitrozylacji biatek zalezy
od sekwencji aminokwaséw otaczajacych grupy-SH
reszt cysteiny. Proces ten moze zatrzymywac sie na
powstawaniu stabilnych S-nitrozotioli biatek. W
pewnych jednak przypadkach S-nitrozotiole moga
stanowi¢ etap posredni na drodze powstawania di-
siarczkéw. Moze to nastgpi¢ w reakcjach heteroli-
tycznego rozpadu S-nitrozotioli, w ktérych wystepo-
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wanie formy rezonansowej umozliwia atak jonom
tiolanowym na dodatnio natadowany atom siarki (re-
akcja 5), co prowadzi do powstania disiarczku ianio-
nu nitroksylowego [19]

Biatko-S-N=0 <----->[Biatko-S=N-0]

< RS~ >Biatko-SSR + NO- (5)

W ten sposob poprzez przejSciowg S-nitrozylacje
moga zaréwno powstawaé¢ mostki disiarczkowe w
biatkach (reakcja 6)jak imieszane disiarczki biatek z
niskoczasteczkowymi tiolami (reakcja 5) [20].

Przeksztatcanie SNT do disiarczkbw moze by¢
rowniez efektem reakcji homolitycznego rozpadu
wigzania pomiedzy azotem i siarkg, co nastepuje pod
wptywem jondw metali, temperatury lub promienio-
wania (reakcje 7 i 8) [21]:

Cu+
hv
Biatko-S-NO  temp >Biatko-S* + *NO (7)

Biatko-S* + RS* » Biatko-SSR (8)

11-3. Powstawanie kwaséw sulfenowych

Reszty cysteiny w biatkach moga takze ulegaé od-
wracalnemu utlenianiu do nietrwatych kwaséw sul-
fenowych (Biatko-S-O-H). Kwasy sulfenowe cha-
rakteryzujg sie silnie elektrofilowym atomem siarki,
co umozliwia ich reakcje z tiolami prowadzaca do
powstawania mieszanych disiarczkéw (reakcje 9 i
10). Dlatego przy bliskim sasiedztwie drugiej grupy
-SH w czasteczce biatka lub w obecnosci ni-
skoczgsteczkowych tioli (np. glutationu) kwasy sul-
fenowe moga stanowi¢ intermediaty na drodze po-
wstawania mostkow disiarczkowych w hiatkach lub
prowadzi¢ do powstawania mieszanych disiarczkéw
z biatkami [22].

H202
Biatko-SH W -» Biatko-S-O-H
kwasy sulfenowe (9)
GSH
Biatko—S—OH — »Biatko—S—S5—G
H2D mieszane disiarczki (10)
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I1-4. Nieodwracalne utlenianie grup -SH
Posta¢ zredukowana grup -SH umozliwia
zwigzkom tiolowym udziat w reakcjach antyoksyda-
cyjnych, katalizy, regulacji, transportu elektronéw, a
takze w utrzymywaniu prawidtowej struktury biatek
[16,17]. Dlatego homeostaza komdrek w znacznym
stopniu zalezy od biologicznej aktywnosci grup -SH
obecnych w nich tioli. Najwiekszym zagrozeniem
dla komorek zwigzanym z pojawiajacym sie stresem
oksydacyjnym jest niebezpieczenstwo nieodwracal-
nego utlenienia grup -SH biatek do kwaséw sulfino-
wych i sulfonowych — czyli do maksymalnie utle-
nionych form reszt cysteiny w biatkach [23].

[O] [0]
> Biatko-SOH - >

kwas sulfenowy

Biatko-SH

Biatko-S02H ----- >Biatko-S03H

kwas sulfinowy kwas sulfonowy (11)

Nieodwracalne utlenianie grup -SH do -SO2H i
-S03H (reakcja 11) oznacza utrate wszystkich biolo-
gicznych funkcji zaleznych od nukleofilowych
witasciwosci grup -SH wystepujacych w czastecz-
kach biatek. Dlatego w sytuacji niedoboru glutationu
w komérkach pojawia sie niebezpieczenstwo, ze gru-
py -SH odwracalnie utlenione do rodnikéw dylo-
wych, S-nitrozotioli, czy kwaséw sulfenowych beda
w reakcji z tlenem czgsteczkowym lub innymi oksy-
dantami ulega¢ dalszemu utlenianiu do nieodwracal-
nie utlenionych kwasow sulfinowych i sulfonowych
[23].

I11. Proces S-tiolacji biatek czyli powstawania
mieszanych disiarczkow biatek

Powstawanie i redukcja wigzan disiarczkowych w
znacznej mierze zalezy od dostepnosci donorow i ak-
ceptoréw elektrondw, o czym decyduje potencjat re-
doks srodowiska. Tak wiec zmiana stosunku tiole/di-
siarczki, czyli zmiana potencjatu redoks tioli w ko-
moérce lub w osoczu, bedzie wywieraé znaczacy
wptyw na strukture i funkcje biatek. Tiole biatkowe
mogag w reakcjach z tiolami niskoczgsteczkowymi
tworzy¢ mieszane disiarczki w reakcjach zwanych
S-tiolacjg biatek. Przyjmuje sie, ze proces S-tiolacji
biatek moze przebiega¢ poprzez dwa odmienne me-
chanizmy: 1) wymiane tiolowo-disiarczkowg [24],
oraz 2) jako efekt reakcji odwracalnie utlenionych
grup -SH biatek z niskoczasteczkowymi zwigzkami
tiolowymi [25].
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I11-1. Wymiana tiolowo-disiarczkowa

Niskoczasteczkowe disiarczki takie jak utleniony
glutation (GSSG), cystyna czy cystamina sg tagod-
nymi czynnikami utleniajgcymi, ktére mogg utleniac
do mieszanych disiarczkdw zardwno nisko-jak i wy-
sokoczgsteczkowe tiole. O reaktywnos$ci tioli w re-
akcjach wymiany tiolowo-disiarczkowej decyduje
warto$¢ pK grup tiolowych, czyli reaktywnos$¢ ta za-
lezy od dysocjacji grup -SH do nukleofilowego anio-
nu tiolanowego -S~. Pod wptywem silnego stresu
oksydacyjnego wzrasta wewnatrzkomérkowa pula
utlenionego glutationu (GSSG), czemu moze towa-
rzyszy¢ wzrost poziomu mieszanych disiarczkow
biatek, czyli nastepuje tak zwana glutationylacja
biatek (reakcja 12) [26].

Biatko—S + GSSG ---—-—--- > Biatko—S—S—G + GS

(wymiana tiolowo-disiarczkowa)
(12)

Powstawanie na tej drodze mieszanych disiarcz-
kow jest jednak mozliwe tylko przy odpowiednio
wysokich stezeniach GSSG, co przy panujagcym w
komoérkach wysokim stosunku GSH/GSSG w znacz-
nym stopniu ogranicza ten proces. W warunkach in
vivo tylko nieliczne biatka enzymatyczne posiadajg
wartosci KO'spozwalajace na S-tiolacje poprzez me-
chanizm wymiany tiolowo-disiarczkowej [27]. Dla-
tego powstawanie mieszanych disiarczkéw na dro-
dze wymiany tiolowo-disiarczkowej z przyczyn ter-
modynamicznych moze przebiegaé w komérkach
tylko w bardzo ograniczonym zakresie.

I11-2. Reakcja odwracalnie utlenionych grup -SH
biatek z niskoczgsteczkowymi zwigzkami
tiolowymi

Zaobserwowano, ze S-tiolacja biatek moze by¢
inicjowana przez reaktywne formy tlenu (RFT) i na-
stepuje to bez widocznego wzrostu poziomu GSSG
w komdrkach [28]. W tym mechanizmie S-tiolacji
oksydant najpierw reaguje bezposrednio z grupami
-SH biatek, w wyniku czego przejsciowo powstaja
odwracalnie reszty cysteiny, czyli
biatkowe rodniki tiylowe, S-nitrozotiole lub kwasy
sulfenowe (reakcje 2,4 i9). Nastepnie takie reaktyw-
ne postacie tioli moga reagowac z niskoczgsteczko-
wymi tiolami, co prowadzi do powstawania miesza-
nych disiarczkow (reakcje 3, 5, 6 i 10).

Mozliwa jest rowniez sytuacja odwrotna, kiedy
pod wptywem czynnika prooksydacyjnego najpierw

utlenione
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beda powstawac czesciowo utlenione aktywne posta-
cie niskoczgsteczkowych tioli np. GSH (takie jak:
GS*, GSOH, GSNO), ktérych reakcje z grupami -SH
biatek beda nastepnie prowadzi¢ do powstawania
mieszanych disiarczkéw biatek [29] (Ryc. 1).

siarczkow biatek z cysteing (biatko-S-S-cysteina),
czy z homocysteing (biatko-S-S-homocysteina)
[31]. W badaniach in vitro wykazano, ze cysteina po-
przez wytwarzanie mieszanych disiarczkéw moze
chroni¢ inkubowane z H20 2 biatka soczewki oka

. SH
Biatko
SOH
nieodwracalne
utlenianie
i SH
Biatko
soj-i
. — SH ; — S
Biatko . e Biatko S,}:l
’\!\/' L SH — S
) | < powstawanie
STRES Biatko SH mieszanych
OKSYCIACYINY — S—S—G disiarczkow
:::

I~

Glutation l— SH

Glutation

=S

{

Ryc. 1. S-tiolacja jako mechanizm chronigcy reszty cysteiny w biatkach przed nieodwracalnym utlenianiem grup -SH do -S02H i -SO03H . Pod
wptywem stresu oksydacyjnego powstajg aktywne intermediaty biatek (rodniki tiylowe Biatko-S*, kwasy sulfenowe Biatko-S-O-H lub S-nitro-
zotiole (Biatko-SNO), ktérych reakcje z glutationem (GSH) lub innymi tiolami prowadza do powstawania mieszanych disiarczkéw. Mozliwa
jestréwniez analogiczna reakcja z GSH do aktywnych intermediatéw glutationu (GS*), ktérych reakcje z grupami -SH biatek moga takze pro-
wadzi¢ do powstawania mieszanych disiarczkéw biatek lub utlenionego glutationu (GSSG).

111-3. Udziat glutationu, cysteiny i homocysteiny
w reakcjach S-tiolacji

Przyjmuje sie, ze S-tiolacja biatek, czyli powsta-
wanie mieszanych disiarczkow, jest mechanizmem
chronigcym grupy -SH biatek przed niebezpie-
czeAstwem nieodwra-calnego utleniania, Kktore
wigze sie z utratg biologicznych funkcji tych czaste-
czek [25]. Glutation jest niskoczasteczkowym tiolem
wystepujacym w najwyzszym stezeniu w komor-
kach, dlatego reakcje S-tiolacji biatek najczesciej
przebiegajg z jego udziatem. Oznacza to zatem, ze
powstawanie mieszanych disiarczkdw biatek z GSH
moze stanowic¢ kolejng mozliwos$¢ antyoksydacyjne-
go dziatania tego tiolowego tripeptydu, na ktérg do
tej pory nie zwracano wiekszej uwagi. Komorki cha-
rakteryzuja sie wysokim stosunkiem tiole/disiarczki,
wynoszagcym okoto 100. Ten wysoce redukujgcy sta-
tus tiolowo-disiarczkowy zapewnia wysokie steze-
nie GSH w komorkach. Dlatego najczesciej wyste-
pujacym produktem S-tiolacji biatek bedg mieszane
disiarczki biatek z GSH (biatko-S-S-glutation)
[30]. Niezaleznie jednak od tego moga rowniez prze-
biega¢ reakcje z udziatem innych tioli, czego dowo-
dem jest obecno$¢ w komoérkach mieszanych di-
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przed nieodwracalnym utlenianiem do -SO03H i
-S02H [32]. Ponadto dla cysteiny jako czgsteczki
mniejszej niz GSH moga byé dostepne w biatkach
miejsca, do ktorych nie bedzie mie¢ wstepu wieksza
czgsteczka GSH. Dlatego S-tiolacja biatek z
udziatem réznych tioli moze przebiega¢ w odmien-
nych miejscach lub tez dotyczyé zupeinie innych
biatek.

Powstawanie mieszanych disiarczkéw biatek z ni-
skoczasteczkowymi tiolami ma rowniez swoj
niewatpliwy wptyw na mozliwo$¢ powstawania di-
siarczkow biatko-biatko czyli na proces agregacji
biatek. Zauwazono, ze S-tiolacji biatek soczewki oka
z udziatem cysteiny réwnocze$nie towarzyszy po-
wstawanie disiarczkow biatko-S-S-biatko [33].

IV. Powstawanie mieszanych disiarczkow z
biatkami jako mechanizm obrony
antyoksydacyjnej

W komoérkach watroby czes$é cytoplazmatycznego
GSH jest zwigzana z grupami -SH biatek, czyli wy-
stepuje w postaci mieszanych disiarczkéw. Zauwa-
zono takze, ze w watrobie stezenia mieszanych di-
siarczkow biatek z GSH wykazujg przeciwstawny
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rytm dzienny w stosunku do tego, jaki wykazuje wol-
ny GSH [34]. Mieszane disiarczki biatek z glutatio-
nem sg roOwniez uwazane za spos6b magazynowania
tego tripeptydu, czyli stanowig pule GSH, z ktérej
mozna korzystaé w momencie zapotrzebowania.
Glutation w komorkach bierze udziat w reakcjach de-
toksykacyjnych i antyoksydacyjnych oraz zapewnia
prawidtowy potencjat redoks. Proces S-tiolacji
biatek stanowi kolejng mozliwos$é antyoksydacyjne-
go dziatania tioli, ktéra do tej pory nie wzbudzata
wiekszego zainteresowania. Taki mechanizm
ostaniajgcego dziatania glutationu w stosunku do
grup -SH biatek wymagajednak odpowiednio wyso-
kiej komérkowej puli zredukowanego GSH. Ozna-
cza to, ze w sytuacjach, kiedy nastepuje w komor-
kach spadek stezenia GSH, co towarzyszy licznym
stanom patologicznym, réwniez ten rodzaj obrony
antyoksydacyjnej zwigzanej z glutationem ulega
ograniczeniu. Przy niedoborze GSH, co nastepuje
pod wptywem stresu oksydacyjnego, czesciowo utle-
nione, aktywne grupy -SH biatek moga ulega¢ dal-
szemu, nieodwracalnemu utlenianiu z powstaniem
biatkowych kwaséw sulfenowych -S02H i sulfino-
wych-SO03H (reakcja 11). Obecnos¢ grup -S 02Hjak
i -SO3H bedacych efektem oksydacyjnego uszko-
dzenia biatek stwierdza sie w preparatach wielu
oczyszczonych biatek [35]. S-tiolacja biatek bedzie
zatem procesem chronigcym grupy -SH przed nieod-
wracalnym utlenianiem i nieodwracalng utratg biolo-
gicznej aktywnosci biatek. Proces ten jest mozliwy
tylko przy fizjologicznych stezeniach GSH lub in-
nych tioli.

V. Powstawanie mieszanych disiarczkéw z
biatkami jako mechanizm regulacyjny

W warunkach oksydacyjnych w komorkach ob-
serwuje sie przejsciowa akumulacje mieszanych di-
siarczkoéw z biatkami, co stanowi jeden z markeréw
stresu oksydacyjnego, a réwnocze$nie obrone przed
nieodwracalnym utlenianiem grup -SH [36]. Okazu-
je sie, ze powstawanie mieszanych disiarczkéw z
biatkami to réwniez sposéb regulacji biologicznej
aktywnosci biatek. Odwracalne utlenianie grup -SH
biatek do mieszanych disiarczkéw stanowi kolejny
mechanizm transdukcji sygnatéw w komoérkach [37].
Grupy -SH reszt cysteiny biatek moga wystepowac
zardwno w postaci w petni zredukowanej jak i w po-
staci czeSciowo i odwracalnie utlenionej (kwasy sul-
fenowe, S-nitrozotiole i mieszane disiarczki), co
stwarza mozliwos$é precyzyjnej regulacji biologicz-
nej aktywnosci tych czasteczek. S-tiolacja biatek to
odwracalna, kowalencyjna modyfikacja czgsteczek
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biatek w komdrkach bedgca efektem dziatania reak-
tywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA). Reaktywne
postacie tlenu i azotu, jak wiadomo, petnig w komor-
kach funkcje regulacyjne [38], co moze réwniez na-
stepowaé poprzez reakcje S-tiolacji prowadzace do
powstawania mieszanych disiarczkéw z biatkami.
Nieustannie wzrasta ilo§¢ doniesien wskazujgcych,
ze S-tiolacja biatek jest odpowiedzig na sygnaty, ja-
kie niosa RFT czy RFA [39]. Dlatego odwracalne re-
akcje S-tiolacji biatek nalezy postrzegaé jako redok-
sowy mechanizm regulacji proceséw komdrkowych.

Zardwno regulacyjne jak i antyoksydacyjne zna-
czenie procesu S-tiolacji biatek $cisle wiaze sie z od-
wracalnoscig tych reakcji czyli z procesem detiola-
cji. Skuteczno$é zaréwno strategii obronnej jak ire-
gulacyjnej reakcji S-tiolacji biatek zalezy réwniez od
sprawnie dziatajgcego redukujgcego mechanizmu
detiolacji. Bedg to reakcje przebiegajgce z udziatem:
tiolotransferaz, glutaredoksyny i tioredoksyny
[40,41]. Zauwazono, ze biatka soczewki oka inkubo-
wane z 0,5 mM roztworem H20 2 posiadajg 15-krot-
nie podwyzszony poziom mieszanych disiarczkow z
biatkami (Biatko-S-S-R), ktory w $rodowisku po-
zbawionym H20 2szybko obniza sie, co wskazuje na
sprawnie dziatajacy proces detiolacji [42]. Podobng
sytuacje zaobserwowano takze w komorkach
srodbtonka naczyn krélika [43]. GSH jest tiolem,
ktéry odgrywa istotng role zardwno w powstawaniu
mieszanych disiarczkéw z biatkami jak i w reakcjach
redukcyjnej regeneracji grup -SH, w ktérych petni
role kofaktora. Mozliwo$¢é nastepujacych po sobie
procesdéw S-tiolacji i detiolacji biatek, podobnie jak
fosforylacji i defosforylacji, bedzie miata decy-
dujgce znaczenie zaréwno w przekazywaniu sy-
gnatéw komdrkowych jak i w obronie antyoksyda-
cyjnej. S-tiolacja biatek z udziatem GSH zostata po-
znana w przypadku réznych biatek i w réznych ty-
pach komérek ijest uwazana za proces przekazywa-
nia sygnatéw komoérkowych w odpowiedzi na stres
oksydacyjny. Coraz bardziej wrasta liczba opisanych
enzymow, ktérych aktywnos$¢ jest regulowana po-
przez powstawanie mieszanych disiarczkow [37,
43]. Przyktadem moze by¢ S-transferaza glutationo-
wa (STG)-enzym, ktdry w procesie indukowanej
przez H20 2 S-tiolacji ulega aktywacji [27]. Oznacza
to, ze enzym zwigzany z detoksykacyjnym dziata-
niem GSH moze w warunkach stresu oksydacyjnego
z udziatem GSH ulega¢ aktywacji w reakcji S-gluta-
tionylacji [27]. Natomiast przyktadem enzymu, kt6-
rego aktywnos$é w procesie S-glutationylacji ulega za-
hamowaniu, jest y-glutamylotranspeptydaza (y-GT)
[44]. Enzym ten odgrywa kluczowg role w cyklu
y-glutamylowym, w Kktérym zewngtrzkomérkowa
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biodegradacja GSH dostarcza cysteiny koniecznej
dla wewnatrzkomérkowej biosyntezy GSH [45].
Stwierdzono, ze utrata aktywnosci y-GT jest
zwiazana z przejsciowg S-tiolacjg grupy -SH w cen-
trum aktywnym enzymu. Przypuszcza sie, ze moze to
by¢ nastepstwem powstawania nadtlenku wodoru
(H20 2) jako produktu ubocznego dziatania y-GT
[45].

Stwierdzono takze, ze w obecnosci glutationu pod
wptywem toksycznego nadtlenoazotynu (ONOCT)
moze nastepowaé S-tiolacja bedgca przyczyna od-
wracalnego zahamowania aktywnosci ATP-azy [46].
Z kolei efektem przejsciowej S-transnitrozylacji pod
wptywem S-nitrozoglutationu, a nastepnie powsta-
wania mieszanych disiarczkéw z GSH jest zahamo-
wanie aktywnos$ci katepsyny K [47].

Réwniez enzymy regulujace stopien fosforylacji
biatek w komorkach mogg podlegac¢ odwracalnej, re-
doksowej regulacji zwigzanej z procesem S-tiolacji
[48]. Nastepuje to poprzez S-glutationylacje i odwra-
calne hamowanie aktywnosci biatkowych fosfataz
tyrozynowych (BFT) [49]. Aktywnos$¢ biatkowej
fosfatazy tyrozynowej IB (BFT-1B) ulega zahamo-
waniu w wyniku utlenienia Cyszisdo kwasu sulfeno-
wego, ktéry w reakcji z GSH przeksztatca sie w sta-
bilne mieszane disiarczki, a glutaredoksyna reakty-
wuje enzym [48, 50]. Istniejg réwniez eksperymen-
talne dowody, ze S-glutationylacja BFT moze by¢
nastepstwem akumulacji w komérkach disiarczku
glutationu (GSSG) [51]. Ze wzgledu na znaczne po-
dobieAstwa strukturalne w budowie centrow aktyw-
nych réznych izoenzymow biatkowych fosfataz tyro-
zynowych (BFT) mozna przypuszczaé, ze S-gluta-
tionylacja tych enzymoéw moze stanowi¢ og6lny me-
chanizm poprzez ktéry regulowany jest stopieh fos-
forylacji biatek w komaorkach.

Réwniez procesy regulacyjne zwigzane z ubikwi-
nylacjg biatek podlegajg komorkowej kontroli re-
doksowej zwigzanej z reakcjami S-tiolacji. Ubikwi-
tynajest matym biatkiem, odgrywajacym wazna role
w naznaczaniu biatek, ktére majg ulec proteolitycz-
nej biodegradacji przez proteosomy [52]. W
przytaczeniu ubikwityny do biatek biorg udziat 3 en-
zymy oznaczone jako: Ej, E2i E3. Wykazano, ze w
wyniku reakcji S-glutationylacji w centrach aktyw-
nych nastepuje odwracalne zahamowanie aktywno-
§ci enzymow Ej i E2[53, 54]. Oznacza to, ze mecha-
nizm S-glutationylacji moze réwniez chronic repera-
cyjne i sygnatowe funkcje enzymoéw ubikwiny-
lujgcych przed nieodwracalng inaktywacjg oksyda-
cyjna.

Powszechnie wiadomo, ze zmiany w poziomie
RFT w komdrkach wptywaja na ekspresje genéw w
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komdrkach [55]. Stwierdzono, ze zahamowanie ak-
tywnosci czynnikéw transkrypcyjnych takich jak:
Jun/Fos, NFB, czynnik nuklearny 1, Sp-1 i Ps3naste-
puje poprzez utlenianie grup tiolowych reszt cyste-
iny do kwaséw sulfenowych przeksztatcanych na-
stepnie do mieszanych disiarczkéw [56, 57]. Dowo-
dem potwierdzajgcym S-tiolacjejest Scista zaleznosé
aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych od pa-
nujagcego w komérkach stosunku GSH/GSSG, a tak-
ze mozliwo$¢ przywracania ich aktywnosci pod
wptywem glutaredoksyny [58, 59]. Oznacza to, ze
powstawanie mieszanych disiarczkow moze prowa-
dzi¢ do odwracalnej utraty aktywnos$ci czynnikoéw
transkrypcyjnych. Tym samym pojawia sie sugestia,
ze S-glutationylacja moze stanowi¢ mechanizm
transdukcji sygnatéw, w ktdrym stres oksydacyjny
moze powodowac represje ekspresji genow.
Wszystko to podkresla, jak niezwykle wazng role
odgrywajg w komoarkach tiole, w tym szczeg6lnie
zredukowana posta¢ glutationu (GSH). DosSwiadcze-
nia in vitro prowadzone na oczyszczonych prepara-
tach biatek wykazujg, ze spadek poziomu GSH w
Srodowisku natychmiast prowadzi do powstawania
nieodwracalnie utlenionych grup -SH w czastecz-
kach tych biatek. Przyktadem takim jest anhydraza
weglanowa I, w przypadku ktérej stwierdzono, ze
spadek stezenia GSH w $rodowisku prowadzi zarow-
no do obnizenia poziomu mieszanych disiarczkéw z
GSH, jak i do wzrostu nieodwracalnie utlenionych
grup-SH [23]. W fizjologicznych warunkach zaréw-
no w komorkach jak i w przestrzeni pozakomorko-
wej (osoczu) znaczna czes$¢ tioli, takich jak GSH,
cysteina i homocysteina wystepuje w postaci miesza-
nych disiarczkow z biatkami. W osoczu zdrowego
cztowieka zawarto$é frakcji zwigzanej z biatkami
wynosi odpowiednio 19% dla glutationu, 65% dla
cysteiny i 70% dla homocysteiny [60]. Oznacza to,
ze S-tiolacja i detiolacja biatek jest cyklicznym pro-
cesem, ktoéry w warunkach fizjologicznych spetnia
role antyoksydacyjng i regulacyjng. Nieodwracalne
utlenianie reszt cysteiny w biatkach prowadzi do
zaktocenia transdukcji sygnatéw, co obserwuje sie w
procesie starzenia oraz w chorobach nowotworo-
wych i innych stanach patologicznych [49, 61].

V1. Podsumowanie

S-tiolacja biatek czyli proces powstawania mie-
szanych disiarczkdw z biatkami jest nastepstwem
stresu oksydacyjnego wystepujagcego w komaorkach.
Stanowi to wazny mechanizm zardwno o znaczeniu
antyoksydacyjnym jak i regulacyjnym, na ktéry do
tej pory nie zwracano wiekszej uwagi. Powstawanie
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mieszanych disiarczkéw biatek nalezy postrzegaé
jako jeszcze jeden mechanizm antyoksydacyjnego
dziatania tioli polegajacy na przejsciowym ostania-
niu grup -SH w czasteczkach biatek przed nieodwra-
calnym utlenieniem do -S02H i -SO3H, powo-
dujagcym nieodwracalng utrate biologicznych funk-
cji.

Odwracalne utlenienie grup -SH biatek do mie-
szanych disiarczkdw moze réwniez stanowi¢ mecha-
nizm transdukcji sygnatéw w komorkach [38]. Po-
niewaz grupy -SH biatek moga wystepowac zarow-
no w postaci w petni zredukowanej jak i w postaci
czesciowo i odwracalnie utlenionej (rodniki tiylowe,
kwasy sulfenowe, S-nitrozotiole oraz mieszane di-
siarczki) stwarza to mozliwos$¢ regulacji biologicz-
nej aktywnosci tych czasteczek. S-tiolacja biatek to
odwracalna, kowalencyjna modyfikacja czgsteczek
biatek bedgca efektem dziatania reaktywnych form
tlenu i azotu. W procesie S-tiolacji biatek nastepuje
zatem integracja efektow oksydacyjnych i nitrozy-
lujagcych z obrong antyoksydacyjng oraz z transduk-
cja sygnatéw w komorkach.
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Zaakceptowano do druku 3 czerwca 2003
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Znaczenie polimorfizméw genéw transferaz gluta-

tionowych cztowieka

The significance of polymorphisms
glutathione transferase genes

iIn the human

CHRISTOS KARGASL ZOFIA WALTER2

Spis tresci:

I.  Ogélna charakterystyka i nazewnictwo transferaz glu-
tationowych (GST)

I1. Funkcje i znaczenie wybranych GST

I11. Znaczenie polimorfizméw gendéw GSTA

IV. Znaczenie polimorfizmoéw genu GSTP1

V. Znaczenie polimorfizméw genéw GSTM

V1. Znaczenie polimorfizmoéw genéw GSTT

VIl.Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrdtéw: AC (ang. Adenocarcinoma) —
rak gruczolakowaty; CDNB — I-chloro-2,3-dinitrobenzen;
DDCT — gen kodujacy tautomeraze D-dopachromu; dopa-
chrom — 2-karboksy-2,3-dihydroindolo-5,6-chinon; GSH —
glutation (forma zredukowana); GST — transferaza(y) glutatio-
nowa(e); HNE — 4-hydroksynonenal; kpz — tysigc par zasad;
pz — para zasad; RA — kwas retynolowy; RA-RE — element
odpowiedzi na kwas retynolowy; SCC (ang. Squamous Cell
Carcinoma) — rak tuskowaty; YY1 — jeden z biatkowych
czynnikéw hamujacych transkrypcje

I. Ogo6lna charakterystyka i nazewnictwo
transferaz glutationowych (GST)

Transferazy glutationowe (GST) [EC 2.5.1.18]
stanowig grupe enzymow wielofunkcyjnych. Katali-
zujg tworzenie koniugatow GSH zaréwno z wieloma
zwigzkami endogennymi, jak i ksenobiotykami, wy-
kazujg aktywnos¢ glutationowej peroksydazy nieza-
leznej od selenu i aktywno$¢ izomeraz dla 3-keto-
kwasow. Ponadto biorg udziat w biosyntezie leuko-
triendw i w metabolizmie kwasu arachidonowego,
uczestniczg w syntezie hemowych grup prostetycz-
nych dla apocytochromu P-450, wykazujg aktyw-

'Mgr, 2prof. dr hab.; Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwer-
sytet £.6dzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 £6dz; chkargas@ hot-
mail.com
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nos$¢ peroksydaz i izomeraz prostaglandyn, a takze
funkcjonuja jako nieenzymatyczne biatka transpor-
tujace.

GST wystepujg u wszystkich zbadanych organi-
zmow w postaci licznych izoenzyméw. Ekspresja
réznych izoenzymdw GST jest tkankowo specyficz-
na i zalezna od wieku, ptci, dziatania ksenobiotykéw
oraz stanéw chorobowych. GST dzieli sie na klasy w
zaleznosci od ich witasciwosci fizykochemicznych.
Enzymy te sg zbudowane z podjednostek, a podjed-
nostki poszczeg6lnych klas GST sg kodowane przez
odrebng rodzine genowg [1-3].

Nazewnictwo enzymow i genéw GST przyjete w
niniejszej pracy jest zgodne z propozycjami jego
ujednolicenia zgtoszonymi przez Mannervik’a
iwsp. [3], Sheehan’a iwsp.[4] oraz najnowszy-
mi zaleceniami Komitetu Nazewnictwa Gendw
{Gene Nomenclature Committee: http://www.gene.
ucl.ac.uk/nomenclature/). W pismiennictwie stosuje
sie do tej pory réznorodne nazewnictwo klas GST.
We wszystkich przypadkach, gdy w cytowanej pracy
wystepowaty nazwy sformowane wedtug innych za-
sad, w naszej pracy zostaty ujednolicone zgodnie z
wymienionymi powyzej zaleceniami. Wyrdznione
klasy oznaczano literami greckimi, aw pisowni skro-
tow enzymow i gendw uzyto odpowiadajgce im duze
litery tacinskie z wyjatkiem klasy o, ktérg zamiast li-
tery Q, oznacza sie zwyczajowo literg T, na 0got za-
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rezerwowang dla greckiej litery x (http:// www.gene.
ucl.ac.uk/nomenclature/).

Tkanki ssakow zawierajg w cytosolu komérko-
wym co najmniej 7 réznych klas transferaz: a (A), p
(M), u(P), 0 (T), 0 (S), £(Z) i ®(0O) [5- 11]. W ma-
triks mitochondrialnej komorek ssakow znaleziono
jeszcze jedng unikatowag klase rozpuszczalnych GST
nazwang k (K) [12-15]. Wszystkie rozpuszczalne
GST sagdimerami, apotgczone z btonami GST frakcji
mikrosomalnej (MGST) sg trimerami [16]. Opisano
do tej pory pie¢ mikrosomalnych transferaz glutatio-
nowych: MGST1, MGST2, MGST3, biatko aktywo-
wane przez S-lipogenaze (FLAP) oraz syntaze leuko-
trienu C4.

W tabeli 1 zestawiono poznane GST cztowieka,
ich klasyfikacje oraz lokalizacje gen6w w genomie.

Tabelal

Transferazy glutationowe (GST) cztowieka

GST frakcji cytosolowej

Lokalizacja

marker uszkodzen oksydacyjnych w tkankach [17].
Ekspresja genéw GST klasy a (GSTA) ulega zmia-
nom u chorych na rézne nowotwory. Przypuszcza
sie, ze GSTA uczestniczg w powstawaniu opornosci
na leki chemioterapeutyczne [18]. Mogg one réwniez
odgrywa¢ znaczgcg role w ochronie wewngtrzko-
morkowych struktur przed oksydacyjnymi zniszcze-
niami, zwigzanymi z wiekiem, arteriosklerozg, kata-
rakta, chorobami Parkinsona i Alzheimera, jak row-
niez innymi chorobami degeneratywnymi [20].

Jak dotad z tkanek ludzkich wyizolowano réwniez
trzy r6zne GST klasy 7. Wykazuja one takg sama spe-
cyficzno$¢ substratowg, réznig sie natomiast wydaj-
noscig katalizowanych przez nie reakcji. Sg pro-
duktami form allelicznych tego samego genu
GSTP1.GST klasy n sg zwigzane z transformacja no-

GST frakcji mikrosomalnej
Lokalizacja

E Gen
Klasa Enzymy Geny w genomie nzymy y w genomie
hGSTAla-la GSTAlA
hGSTAIla-Ib  GSTAIA, GSTAIB
hGSTAIb-Ib  GSTAIB Wszystkie geny GSTA
hGSTAla-2  GSTA1A, GSTA2 wystepuja w klasterze . .
a hGSTAIb-2  GSTAIB, GSTA2 W pozycji MGSTI-1-1 MGSTL 2pl3.1-pl32
hGSTA2-2 GSTA2 6pl2
hGSTA4-4 GSTA3
hGSTA3-3 GSTA4
hGSTMla-la GSTMIA
hGSTMIa-Ib  GSTMIA, GSTSilB G%iHZGZTS'\T’EAA lub B)
. i GSTM5
hGSTMIb-Ib GSTM1B stepujaw Klasterze
hGSTMIa-2  GSTMIA, GSTM2 e
hGSTMIb-2  GSTMIB, GSTM2 pozya)
hGSTM2-2 GSTM2 MGST2-2-2 MGST2 4028-g31
R hGSTM4-4 GSTM4 GIE” GSThM3 (A lub B) A
albo w chromosomie 1
thsS%TM'\gga GG;I'%SA [»nizej 3’-korica GSTM5
hGSTM3a-3b  GSTM3A, GSTM3B chr off:g‘s’ e 3
hGSTM3b-3b GSTM3B
hGSTPla-la GSTP1A
hGSTPla-lb GSTPIA, GSTP1B
s L 11q13-g22 MGST3-3-3 MGST3 Ip23
hGSTPIb-Ic GSTP1B, GSTPIC
hGSTPIc-Ic GSTPIC
Biatko
GSTT1 .
hGSTTI-1 Klaster w pozycji Aktywowane 13011
6 hGSTT2-2 GGSSTTTT; 22q1 123 Przez FLAP 3
S-lipogenaze
Syntaza
Leukotrienu SLTC4 5035
I HGSTS1-1 GSTS1 4q21.22 ca
GST initochondrialne
Lokalizacja
c HGSTZ1-1 GSTZ1 14924.23 Klasa Enzymy Geny J
w genomie
0) HGSTOI-1 GSTOI 10¢g26.11 k hGSTKI-1 GSTKI Nie znana

I1.Funkcje i znaczenie wybranych GST

W tkankach ludzkich jak dotad zidentyfikowano
cztery GST klasy a. Przeciwdziatajg one utlenianiu
alkoholi, alkenéw, epoksydéw i chinonoéw [17]. Wy-
kazujg aktywnosé¢ niezaleznej od selenu peroksydazy
wobec nadtlenkéw zwigzkéw fosfatydylowych [18].
Wigza 4-hydroksynonenal (HNE) uwazany za bio-
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wotworowg. Wykazano wzmozong ich ekspresje
przy réznych typach nowotworow, zmiany aktywno-
§ci w stanach opornoSci na leki przeciwnowotworo-
we jak i zmiane ekspresji w onkogenezie [21-26]. W
przypadkach raka piersi wystepuje nadprodukcja
hGSTPI-1 w komdrkach nie zawierajacych recepto-
ra estrogenu i brak ekspresji w komdrkach zawie-
rajacych ten receptor [26].
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GST klasy p dezaktywujg szereg mutagennych i
kancerogennych epoksydéw. Odkryto do tej pory
pie¢ podjednostek wystepujacych w enzymach tej
klasy oznaczonych od hGSTM 1do hGSTM5 [27, 28]
0 wysokiej identyczno$ci sekwencji aminokwaso-
wych. Geny GST tej klasy charakteryzujg sie znacz-
nym podobieAstwem sekwencji pomiedzy réznymi
gatunkami [29].

GST klasy 9, wykazujg matg aktywno$¢ z modelo-
wym substratem CDNB [31] i nie wigzg sie na
kolumnach chromatografii powinowactwa [31-33].
Jest to przyczyng trudnos$ci w identyfikacji enzyméw
tej klasy. Do tej pory zidentyfikowano hGSTTI-1
[34] i hGSTT2-2 [35, 36]. Wykazujg one pomiedzy
sobg zaledwie 55% identycznosci aminokwasowej.
hGSTTI-1 katalizuje koniugacje GSH z halometana-
mi. Koniugacja monochlorometanu i tlenku etylenu
prowadzi do detoksykacji tych zwigzkdw, podczas
gdy przy koniugacji z dichlorometanem powstaje
mutagenny metabolit S-chlorometylowy-GSH i tok-
syczny formaldehyd jako produkt koncowy [34]. Za-
leznie od enzymatycznej aktywno$ci hGSTTI-1 wo-
bec chlorometanu mozna sklasyfikowa¢ ludzi na
tych, u ktérych nie stwierdza sie reakcji koniugacji,
na tych, ktérzy wykazujg matg aktywnos$¢ oraz na wy-
twarzajacych duzg ilosé koniugatéow. Z kolei hGSTT2-2
jest najbardziej aktywna wobec nadtlenku kumenu i
kwasu etakrynowego [8].

GST klasy 9 wykazujg wieksze podobiefAstwo do
GST roslin i organizméw prokariotycznych niz do
GST innych klas ssakéw. Dlatego sugeruje sie, ze
wraz z GST Kklasy e reprezentujg one najstarsze
ewolucyjne formy, z ktdrych powstaty inne klasy
przez duplikacje genowa i p6Zniejsze zrdznicowanie
[2, 9,31,37],

I1l1. Znaczenie polimorflzméw genéw GSTA

Rodzina gendw GST klasy a sktada sie z co naj-
mniej czterech genow ikilku pseudogendw z delecja-
mi pojedynczej zasady i/lub catego eksonu. Geny sg
zlokalizowane w klasterze na chromosomie 6 w po-
blizu centromeru, w pozycji ep12 [29, 38]. Geny
GST klasy a najprawdopodobniej ewoluowaty przez
duplikacje i konwersje [39]. Wszystkie geny GST
klasy a sa zbudowane z 7 eksonéw (Ryc. la). Bo -
ard i Webb [40] po raz pierwszy scharakteryzo-
wali klon cDNA podjednostki hGSTAI i przez hy-
brydyzacje in situ zlokalizowali jej gen oraz zasuge-
rowali istnienie innych GSTA w tym samym regionie.
Gen GSTAL jest ztozony z okoto 12 kpz i otoczony
genami innych podjednostek klasy a [39]. Gen ko-
dujgcy podjednostke hGSTA2 sktada sie z okoto 13
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kpz [41]. GSTALl i GSTA2 powstaty prawdopodobnie
w wyniku niedawnej duplikacji i regulacja ich tran-
skrypcjijest podobna [42]. Dalsze badania pozwolity
na zidentyfikowanie genu GSTA3 [38], ktory jednak
nie ulegat ekspresji in vivo [43], jak i genu GSTA4
[20], Gen GSTA4 zajmuje odcinek okoto 18 kpz. W
regionie promotorowym w poblizu eksonu 1 tego
genu jest zlokalizowany gen 7S snRNA w orientacji
gtowa-ogon [20].

Coles iwsp. chcac wyjasni¢ réznice osobnicze
w ekspresji gendw GSTA w ludzkiej watrobie [44]
zbadali promotory GSTAL i GSTA2. Odkryli oni poli-
morfizmy w czesci promotorowej GSTAL (Ryc. la).
Odroznili dwa genotypy: GSTA1A (-631T albo G,
-567T, -69C, -52G) oraz GSTA1B (-631 G, -567G,
-69T, -52A). Analiza czestosci wystepowania sub-
stytucji -69C->T pokazata, ze polimorfizm jest sze-
roko rozpowszechniony u biatych Amerykanéw,
Afroamerykanéw i Amerykanow pochodzenia
hiszpanskiego. Dalsze badania wykazaty réznice w
poziomie ekspresji genéw: homozygoty GSTA1A ~
GSTA2 > heterozygoty GSTA1A/B > homozygoty
GSTA1B. Potrzebne bedg dalsze badania by zanalizo-
wac, czy ten polimorfizm i towarzyszgca mu zmiana
w ekspresji genowej ma wptyw na osobnicze mozli-
wosci detoksykacji metabolitdw kancerogenow i le-
kéw stosowanych w chemioterapii. Polimorfizmy w
genach GSTA nie sg jeszcze dobrze zbadane. Kilka
zauwazonych polimorfizméw wewngtrz gendw
GSTAL i GSTA2 prowadzi badz do cichych mutacji,
badZ do takich, ktére nie zmieniajg wtasciwosci fizy-
kochemicznych enzyméw przez nie kodowanych
[45]. Brak jak narazie doniesien o polimorfizmach w
innych genach tej klasy.

IV. Znaczenie polimorfizméw genu GSTP1

Pierwsza praca dotyczaca lokalizacji GSTPI w
genomie pochodzi z 1983 roku [46] i donosi o lokali-
zacji tego genu na chromosomie 11 w pozycji od
11913 do 1Ig22. Gen GSTPI zmapowano w poblizu
gendw zwigzanych ze schorzeniami nowotworowy-
mi, onkogenéw i protoonkogenéw takich jak
belilpradl, int2, hotfl isea. W nowotworach piersi,
oraz w raku tuskowatym (SCC) wystepuje korelacja
zwiekszonej ekspresji niektorych z tych onkogenow
ze zwiekszong ekspresja GSTPI [47, 137, 138].
Sadzi sie, ze GST klasy n sg kodowane przez poje-
dynczy gen, chociaz Xu iStambrook [24] do-
nosza o istnieniu dwaoch niezaleznych genéw mgstp u
myszy. A li-Osman iwsp. [47] wykazujg, ze w lo-
cus genu GSTPI istnieje polimorfizm, co moze
ttumaczy¢ istnienie réznych biatek GST klasy n u
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cztowieka. Istnieje takze nieaktywny transkrypcyj-
nie pseudogen GSTP1P znajdujacy sie na chromoso-
mie 12 [3]. Rycina Ib przedstawia schemat genu
GSTP1 z uwzglednieniem polimorfizméw. Gen
GSTP1 zawiera okoto 2,8 kpz i sktada sie z 7 ekso-
néw i szesciu intronoéw [48].

W regionie promotorowym GSTP1 znaleziono in-
teresujgcg sekwencje miedzy pozycjami -505 i -413
[49]. Jest to region bogaty w pary AT i zawierajacy

@ GSTALA

eksonie 6, ktora w konsekwencji prowadzi do zmia-
ny w podjednostce w pozycji 114 Ala na Val.
GSTP1B charakteryzuje sie tylko tranzycjg A do G w
pozycji + 1404 w eksonie 5 (Ile 105 Val) (Ryc. Ib).

W formach allelicznych genu GSTP1 zaobserwo-
wano takze pewne strukturalne réznice w intronach,
takie jak transwersje, delecje i insercje, prowadzgce
do powstania nowych miejsc restrykcyjnych. Lo i
Ali-Osman [51, 52] zauwazyli, ze insercja G w
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Ryc. 1. Schematy genéw GST z zaznaczeniem najwazniejszych polimorfizméw. [wg 20, 36, 38, 40, 41, 44, 46-49, 63, 88, 135], a: Schemat genu
GSTAL. W cze$ci promotorowej GSTAL wystepuja polimorfizmy dajace allele GSTALA i GSTAIB. E1-E 7- eksony 1-7,11-16 - introny 1-6. b:
Schemat genu GSTP1 z polimorfizmami dajacymi allele GSTP1A, GSTP1B i GSTP1C. W czes$ci promotorowej w pozycjach -5000 do -820
wystepuja elementy powtarzajace sie LINE, w pozycjach -820 do -520 elementy powtarzajace sie Alu oraz w pozycjach od - 515 do - 413 po-
wtarzajaca sie sekwencja AAAAT. E1-E7 - eksony 1-7,11-16 - introny 1-6 ¢ i d: Schematy klasteréw genowych odpowiednio GSTM i GSTT.
Wykazano crossing-over pomiedzy homologicznymi sekwencjami HI i H2, powodujagcy wypadniecie z genomu catego genu odpowiednio
GSTM1 i GSTT1 igenerujacego sekwencje H. Miejsca zaciemnione w bloczkach genowych GSTM i GSTT odpowiadajg eksonom.

17 tandemowo palindromicznie utozonych powto-
rzen motywu AAAAT (Ryc. Ib). Powtdrzenia te oka-
zaty sie by¢ polimorficzne [50],

Ali-Osman iwsp. [47] sklonowali cDNA dla
trzech form allelicznych GSTP1A, B i C. Wyizolowa-
li takze petne geny GSTP1A i GSTP1C. W GSTP1C
scharakteryzowali tranzycje Ado G w pozycji +1404
w eksonie 5, co powoduje zmiane w podjednostce w
pozycji 105 z lle na Val itranzycje Cdo Tw +2294 w
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intronie 1 genu GSTP1C w pozycji +51, w $rodku
elementu odpowiedzi na insuline (IRE-A) o sekwen-
cji CCCGCCTC (+45 do +52 pz), stworzyta dodat-
kowg mozliwo$¢ metylacji 5’-cytozyny. W klonowa-
nym GSTP1C, w regionie od +1521 do +1644 (intron
5) znaleziono jedng sekwencje palindromowg i dwa
funkcjonalne elementy RA-RE: A(G)GG(T)TC-
(G)A. W komérkach potraktowanych kwasem rety-
nolowym wystepuje wyrazne wigzanie biatkowych
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komplekséw jadrowych w miejscach RA-RE. Eks-
presja genu GSTP1 zwieksza sie w komérkach trans-
fekowanych genem  GSTP1 i traktowanych
trans-RA. Z drugiej strony X ia iwsp. [53, 54] wy-
kazali, ze RA znosi aktywno$¢ promotora GSTP1.
Wyniki powyzszych badah wskazuja na ztozony me-
chanizm regulacji genu GSTP1 przez RA w komor-
kach nowotworowych. Budowa promotoréw form al-
lelicznych GSTP1 jest identyczna.

Osoby posiadajgce genotyp z dang formg alle-
liczng moga charakteryzowac sie r6zng podatnosciag
na choroby nowotworowe oraz rézng odpowiedzig
na chemioterapie. Zmniejszong czestotliwo$¢ wyste-
powania genotypu GSTP1A zaobserwowano u pa-
cjentéw z rakiem tchawicy i przetyku [55] oraz ptuc
[56]. U pacjentéw z rakiem piuc zaobserwowano ta-
kze mniej adduktéw karcinogen-DNA w grupie pala-
czy z genotypem GSTP1A [56]. WS$rdd os6b z obja-
wami astmy oskrzelowej stwierdzono zmniejszong
czestotliwo$¢ wystepowania GSTP1C [57].

V. Znaczenie polimorflzméw GSTM

Poczatkowe badania gendéw GST klasy p wykazy-
waty rézne lokalizacje [58-60]. Ross i wsp. [61]
sklonowali i scharakteryzowali GSTM4. Za pomocg
hybrydyzacji in situ zlokalizowali gen na chromoso-
mie 1w pozycji 1p 13. Wysnuli rbwniez przypuszcze-
nie, ze geny GST klasy p wystepuja w klasterze.
Okazato sie, ze geny GSTM1 i GSTM2 lezg bardzo
blisko siebie na chromosomie 1 w poblizu pozycji
1p 13.3 i wykazujg 99% identycznosci sekwencyjnej
[62], Ostatecznie X u iwsp. [63] wykazali, ze 4 geny
GST klasy p wystepujg w obszarze 20 kpz w kolejno-
$ci: y-GSTM4-GSTM2-GSTMI-GSTM5-V  (Ryc.
Ic). Jest mozliwe, ze GSTM3, w odréznieniu od
wszystkich innych dotychczas odkrytych GST klasy
p, wystepuje na chromosomie 3 [27, 64],

Taylor iwsp. [65] wykazali, ze istnieje wysoki
poziom identycznos$ci sekwencji nukleotydowej po-
miedzy genami GST klasy p u cztowieka i u szczura,
nie tylko w eksonach, ale takze i w niektorych intro-
nach. Te zachowawcze sekwencje sg zgodne z homo-
logicznymi sekwencjami konwersji genowych wyste-
pujacych w regionie od intronu 4 do eksonu 5 u obu
gatunkéw, ktére mogty doprowadzi¢ do powstania
subklas. Delecje w intronie 3 wystepujgw tym samym
miejscu w genach szczura i cztowieka. W regionach o
zachowawczych sekwencjach wystepujg przypusz-
czalnie elementy regulatorowe transkrypcji.

GSTM2 i GSTM3 wykazuja rézne profile hybry-
dyzacyjne w regionie intron 4-ekson 5 oraz brak
identycznosci w intronie 5, co sugeruje, ze nie sg one
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produktem niedawnej duplikacji. Wysoki poziom
identycznos$ci sekwencyjnej w intronie 2 i intronie 3
moze oznaczaé, ze genowa konwersja byta jednak
nastepstwem dawniejszej duplikacji. W rodzinie ge-
nowej GST klasy p konwersje sa nietypowe, ponie-
waz wystepujg takze w sekwencjach intronéw. Naj-
prawdopodobniej odpowiedzialne sg za to wyste-
pujace w intronach elementy regulatorowe [65].

Przypuszczalnie wystepuje zwigzek w ekspresji
genowej pomiedzy GSTM3 i GSTM1A [30]. Na-
kajima iwsp. [66] stwierdzili, ze osoby z brakiem
GSTM1 wykazujg mniejszg ekspresje GSTM3 ipraw-
dopodobnie takze GSTM2.

Zhong i wsp. [27] wykazali, ze organizacja
GSTM1 i GSTM4 jest podobna do genu rgstm2 u
szczura. W obydwu wystepuje 7 intronéw i 8 ekso-
néw. Region kodujgcy gen GSTM4 wraz z intronami
zawiera 5 kpz, natomiast region kodujagcy GSTM1
5,5 kpz. Jest to zwigzane z dtugo$ciag intronu 7.
GSTM4 jest blizej spokrewniony z GSTM1 i GSTM2
niz z GSTM3.

U okoto 45% Europejczykow stwierdzono ekspre-
sje genu GSTM1 o dwéch wariantach allelicznych:
GSTM1A i GSTMI1B, kodujagce hGSTMla i
hGSTMIb, ktore réznig sie jedynie jednym amino-
kwasem. hGSTMIla zawiera w pozycji 172 lizyne, a
hGSTMIb asparagine Podjednostki te tworzg dwa
homodimery, hGSTMla-la i hGSTMIb-1b oraz he-
terodimer hGSTMIla-lb. Wszystkie trzy warianty al-
leliczne wykazujg identyczne dziatanie [27],

U okoto potowy (procent zalezny od rasy iregionu
Swiata) ludzkiej populacji wystepuje brak w genoty-
pie GSTM1 [es, 100]. Wydaje sie, ze jest to rezultat
homologicznego nieréwnego crossing-over dwoch
regioné6w powtorzen, o wysokiej identycznosci se-
kwencyjnej, flankujacych ten gen z obu stron na
przestrzeni 4,2 kpz. Lewy region tych powtorzen
znajduje sie 5 kpz ponizej 3’-konca genu GSTM2 i 5
kpz powyzej 5’-koninca genu GSTML1. Prawy region
powtorzen jest 5 kpz ponizej konca 3’ GSTM1 i 10
kpz powyzej kornica 5’ genu GSTM5 (63). W wyniku
tego crossing-over powstaje delecja 15 kpz zawie-
rajagca caty gen (Ryc. Ic). Wiekszos$¢ delecji GSTM1
jest wywotana rekombinacjg w tych samych dwdéch
regionach. Sekwencje flankujgace lewy i prawy re-
gion powtdrzen wykazujg 92% identycznosci. Mc
Lellan i wsp. [67] odkryli sytuacje odwrotng do
delecji u dwdch os6b ze zwiekszong aktywnoscia en-
zymu hGSTMI-1. Byta to duplikacja GSTM1.

Brak GSTM1 jest przyczyng zwiekszonej wrazli-
wosci na chemiczne kancerogeny i w zwigzku z tym
moze byé czynnikiem ryzyka wystepowania chordéb
nowotworowych [e8, 69]. Liczne prace wskazujg na
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powigzania pomiedzy brakiem GSTM1 i wrazliwo-
§cig na zapadanie na choroby nowotworowe, szcze-
gbélnie w takich tkankach jak ptuca, piersi, pecherz
moczowy ijelito grube [27, 70-76], Brak GSTM1 jest
takze powigzany z powstawaniem arteriosklerozy
[77], chorobami Parkinsona i Alzheimera [78], zabu-
rzeniami miesigczkowania [79]. Po naswietlaniu
prob krwi dawkag 1 Gy promieniowania X okazato
sie, ze aberracje chromosomowe byty liczniejsze u
0s0b z brakiem GSTM1, szczegdlnie u palaczy. Taki
wynik wskazuje na to, ze genotyp GSTM1 wywiera
wptyw na mozliwo$¢ naprawy DNA [80]. W przy-
padku choroby Crohna wykazano, ze genotyp
GSTM1B wystepowat rzadziej niz u zdrowych osob-
nikéw. Przyczyna tego stanu rzeczy nie jest jasna
zwazywszy na to, ze wobec produktow form allelicz-
nych GSTM1 nie stwierdzono r6znic fizykochemicz-
nych [81]. Zwiekszong czestotliwo$¢ wystepowania
genotypu delecyjnego wykazano takze u pacjentow z
astmg oskrzelowg. Osoby, u ktérych stwierdzono
brak genu, miaty ok. 3,5 razy podwyzszone ryzyko
rozwijania sie astmy [82]. Z kolei Wilson i wsp.
[83] donoszg o zmniejszonym ryzyku wystgpienia
zawatu miesnia sercowego u 0s6b z brakiem GSTM1,
szczegblnie wsréd palaczy.

Réwniez GSTM3 wystepuje w dwoch formach al-
lelicznych: GSTM3A i GSTM3B. GSTM3A cechuje
sie mniejszg ekspresjag w poréwnaniu z GSTM3B w
tych samych warunkach [30]. R6znica miedzy tymi
dwoma formami polega na tréjnukleotydowej delecji
(TTT) w intronie 6 GSTM3A generujgcej motyw
5’-AAGATA-3’ rozpoznawany przez czynnik YY1
hamujacy transkrypcje [30]. Analiza genotypowa
populacji w Wielkiej Brytanii wykazata, ze homozy-
goty GSTM3A stanowig 70,9%, heterozygoty
GSTM3A/B 25,8% natomiast homozygoty GSTM3B
zaledwie 3,4% populacji [84]. W pracy M athiasa
i wsp. [85] czestotliwos$¢ wystepowania homozygoty
GSTM3B byta istotnie zmniejszona w przypadku
raka SCC jezyka. Podobnie czestotliwo$ci wystepo-
heterozygoty GSTM1A/B i homozygoty
GSTM3B byta mniejsza w przypadkach raka SCC
krtani, podczas gdy nie zanotowano istotnych réznic
w raku tchawicy [8s],

wania

V1. Znaczenie polimorfizmdéw genéw GSTT

We bb iwsp. [87] zmapowali gen GSTT1,aTan
i wsp. [36] gen GSTT2 na chromosomie 22 w pozycji
229 11.23. GSTT1 i GSTT2 sa oddalone od siebie o
okoto 50 kpz. Majg podobna strukture i sktadajg sie z
5 eksondw. Dtugo$¢ GSTT1 wynosi 8,1 kpz, podczas
gdy GSTT2 tylko 3,7 kpz. Gen GSTT2 lezy ,,gtowg”
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do ,,gtowy” z genem kodujgcym tautomeraze D-do-
pachromu {DDCT) o dtugosci 8,5 Kpz. Sekwencja
miedzy GSTT2 i DDCT moze zawiera¢ dwukierun-
kowy promotor. Geny GSTT2 iDDCT sg duplikowa-
ne w odwréconym powtdrzeniu. Rye. 1d przedstawia
schemat klasteru genowego GSTTwraz zDDCTjak i
schemat polimorfizmu GSTTL1.

Zduplikowany gen GSTT2 jest pseudogenem
(GSTT2P) posiadajacym tranzycje GA w miejscu
sktadania pomiedzy eksonem 2 i intronem 2, trzy
tranzycje GA w eksonie 4 zmieniajace Val-118 na
Met, Glu-129 na Lys i Met-139 na lle oraz tranzycje
CT w eksonie 5 zmieniajgcg Arg-196 na przedwcze-
sny sygnat stop translacji. Przedwczesny sygnat stop
nie wystepuje u wszystkich badanych oséb. Réwniez
caty pseudogen okazat sie by¢ polimorficzny i 28%
ze 106 zbadanych osdb nie posiadato go, a ujednej z
0s6b wystepowat tylko pseudogen. [s],

U czesci populacji stwierdza sie brak GSTT1. De-
lecja dotyczy catego GSTT1, ale nie GSTT2 [36], co
wskazuje nato, ze jeden z punktow przeciecia wyste-
puje pomiedzy GSTTL1 i GSTT2, podczas gdy drugi
miesci sie ponizej kofAica 3" GSTT1. Gen GSTTL1 jest
otoczony przez regiony 18 kpz, ktére wykazuja ho-
mologie w ponad 90% [88]. Delecja GSTT1 generuje
sekwencje, ktéra r6zni sie od homologicznych
sekwencji flankujgcych gen tylko w kilku punktach.
Te dane sugeruja, ze za delecje odpowiedzialny jest
w tym przypadku nieré6wny homologiczny crossing
over (Rys. 1d).

Czestotliwo$¢ wystepowania polimorfizmu byta
badana w rdznych grupach etnicznych na catym
Swiecie. Okazato sie, ze r6znice w genotypie wyste-
puja zarbwno pomiedzy rasami jak i wewnatrz grup
etnicznych. Genotyp z brakiem genu wystepuje u
9-65% roznych populacji [88-99]. Wsérod Polakdw
czestotliwo$sé wystepowania delecji wynosita
16,3% [99].

Chen iwsp. [100] poréwnali czestotliwos¢ dele-
cji genu GSTT1 u pacjentéw z syndromem mielody-
splazji i u zdrowych w podobnym wieku i tej samej
rasy i pici. Czestos¢ tego genotypu wynosita 46% u
badanych chorych i 16% u zdrowych. Brak GSTT1
moze byé powodem zwiekszonej wrazliwosci na
ksenobiotyki [2, 101,102]. Liczne prace wskazujgna
powigzanie braku GSTT1 z chorobami nowotworo-
wymi [57, 86, 103-107]. Czesto$¢ delecji GSTT1
byta rowniez wieksza we wrzodowym zapaleniu
okreznicy, co wskazuje na udziat tego genu w niekto-
rych chorobach o charakterze zapalnym [81], Naoe
i wsp. [108] zbadali istotnos¢ braku GSTT1 w pro-
gnozie leczenia chemioterapig pacjentdw z ostrg
biataczka szpiku kostnego. Grupa pacjentéw, u kto-
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rych stwierdzono brak genu wykazata gorsze roko-
wania. Wspoétczynnik wczesnego zgonu po rozpo-
czeciu chemioterapii byt wiekszy w grupie z brakiem
genu. Potwierdza to zmniejszong zdolno$¢ do detok-
sykacji u 0oséb z brakiem GSTT1 [108]. Podobnie jak
w przypadku GSTM1, brak genu GSTT1 wigze sie ze
zwiekszonym ryzykiem zapadania na astme oskrze-
lowg [82], Z kolei w pracy dotyczgcej wystepowania
polimorfizmow enzymdw metabolizujgcych zwigzki
chemiczne [109], u zdrowych dziewiedziesiecio- i
stulatkéw wykazano zmniejszong czestotliwos$é wy-
stepowania GSTT1, w pordwnaniu z miodszymi
(46,0 £11,3 lat) zdrowymi osobami bioracymi udziat
w eksperymencie. Jest to fakt wymagajgcy dalszej
analizy by moc ocenié¢ jego wage, wskazujgcy na to,
ze nie mozemy wyciggac istotnych wnioskéw z ob-
serwacji pojedynczych genotypéw.

Opisano takze jeden bardzo rzadki przyktad poli-
morfizmu w genie GSTT2 u Australijczykow i
Europejczykoéw, ktérego wynikiem jest substytucja
Met 139 na lle, co jednak nie wydaje sie pociggac za
sobg waznych konsekwencji fenotypowych [8],

VIl. Uwagi koncowe

W poprzednich rozdziatach przedstawione zo-
staly podstawowe rodzaje polimorfizmu gendw ko-
dujacych hGST i przypuszczalne znaczenie kazdego
z nich dla funkcjonowania organizmu. Jednakze de-
toksykacja in vivo, jak i powstawanie chor6b oraz ich
zwalczanie przez organizm sg procesami nazbyt
skomplikowanymi, zeby mozna byto je wyjasnic
§ledzac funkcjonowanie pojedynczego genu czy po-
szczegdblnych gendéw rodziny genowej. Poza tym na-
wet wzajemne powigzania produktow gendéw danej
rodziny moga sie okaza¢ niewystarczajgce do okre-
Slenia przyczyn danego zjawiska wystepujacego w
organizmie. Poniewaz pomiedzy osobnikami tego
samego gatunku daje sie zauwazy¢ duza réznorod-
nos¢ pod wzgledem wrazliwosci na choroby, jak
réwniez pod wzgledem reakcji na leki stosowane w
toku terapii, przyczyn nalezy szukaé w genotypie
tych osobnikéw. Badacze zaczeli poszukiwaé wza-
jemnych powigzan pomiedzy genami GST i innymi
genami pierwszej idrugiej fazy detoksykacji w orga-
nizmie. W tabeli 2 zostaty przedstawione udokumen-
towane w piSmiennictwie zalezno$ci pomiedzy wra-
zliwos$cig na choroby wywotywane czynnikami $ro-
dowiskowymi, a genotypem GST.

Dobrym przyktadem ewolucji naszej wiedzy do-
tyczacej etiologii choroby i czynnikéw ryzyka jej
wystgpienia moga stanowi¢ badania nad nowotwora-
mi ptuc. Jako na najwazniejszy $srodowiskowy czyn-
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nik ryzyka rozwiniecia sie nowotworéw ptuc wska-
zuje sie na produkty dymu tytoniowego. R6znice we
wrazliwosci na ten czynnik mogag wyptywac z r6znic
fenotypowych odnoszacych sie do ekspresji enzy-
mow przeprowadzajacych detoksykacje tych pro-
duktéw. Jako jeden z takich enzyméw byt badany
hGSTMI-1. Juz w 1986 rSeidegard iwsp. [70]
wykazali, ze palacze z brakiem genu kodujacego
podjednostke tego homodimeru znajdujg sie w gru-
pie zwiekszonego ryzyka na rozwiniecie raka ptuc.
Inne prace potwierdzaja ten wynik posrednio, badz
bezposrednio [69, 110-113]. Byty tez jednak bada-
nia, ktore wskazywaty na bardzo stabe powigzanie
genotypu GSTM1 z rakiem ptuc [74, 114],

Grinberg-Funes iwsp. [115] u os6b z bra-
kiem GSTM1 zauwazyli odwrotng korelacje pomie-
dzy adduktami zwigzkéw aromatycznych (obecnych
w dymie papierosowym) z DNA a poziomem wita-
min E i Cw surowicy. Ryberg iwsp. [116] poréw-
nali poziomy powyzszych adduktéw w zaleznos$ci od
genotypu GSTM1, stopnia nasilenia palenia i pici.
Wykazali oni zwiekszong ilo$¢ adduktow w grupach
z brakiem GSTML1. Osiggaty one najwyzsze wartosci
u kobiet, korelujgce z iloscig papierosow wypala-
nych dziennie. Wskazali w ten sposéb, ze réznica
ptci moze stanowic¢ jeszcze jeden czynnik wrazliwo-
§ci na zapadanie na choroby nowotworowe zwigzane
z dymem tytoniowym.

W pdzniejszej pracy Ryb erg i wsp. [56]
stwierdzili, ze poziom hydrofobowych adduktow
DNA w ptucach mezczyzn-palaczy byt zalezny bar-
dziej od polimorfizmu GSTP1 niz od polimorfizmu
GSTML1. Ponadto, kiedy zanalizowali jednoczesne
wystepowanie genéw GSTM1 i GSTP1 okazato sie,
ze najwieksze ilosci adduktow wykazywali pacjen-
ci z brakiem GSTM1 oraz posiadajgcy przynajmniej
wjednym allelu gen GSTP1B albo GSTP1C. Istotng
korelacje pomiedzy brakiem GSTMJ i zwiekszo-
nym ryzykiem zapadalnos$ci na raka ptuc wykazano
u pacjentéw diagnozowanych przed ukonczeniem
66 lat [117]. Ostatnie prace dotyczace nowotworéw
ptuc zajmuja sie juz poszczeg6lnymi rodzajami
raka SCC lub AC, jak i wiekszg iloScig zmodyfiko-
wanych réwnoczeé$nie genotypoéw. Allan i wsp.
[118] stwierdzili, ze genotypy z jednoczesnymi po-
limorfizmami genéw GSTM1, GSTM3 i GSTP1 wy-
stepowaly z wieksza czestotliwos$cig u pacjentéw z
SCC niz zrozpoznaniem AC. Przyczyng tego moze
by¢ obnizona w takich warunkach detoksykacja
zwigzkéw aromatycznych, ktore sg w wiekszym
stopniu odpowiedzialne za powstawanie SCC niz
AC. Wykazali oni takze u 0séb z brakiem GSTT1, u
ktérych wystepowat jednoczes$nie GSTP1C lub B
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zwiekszone ryzyko zapadania na nowotwory ptuc
[118].

Geny GSTM1A i GSTM1B odgrywajg role w
zmniejszeniu ryzyka wystepowania raka pecherza
moczowego, krtani, szyi, skéry ijelita grubego [76,
86, 104, 119, 120]. W przypadku raka pecherza mo-

Tabela 2

ryzyko zapadania na raka $ledziony. Odwrotna sytu-
acja wynika z badan Autrupa iwsp. [123], ktérzy
stwierdzili, ze genotyp GSTM1 wpiywa na ostrg
biataczke szpiku kostnego, a nie GSTT1 ani GSTP1.
W tej pracy pojawia sie jeszcze jeden interesujacy
aspekt. Mianowicie, podczas gdy pacjenci z co naj-

Zalezno$¢ pomiedzy wrazliwos$cig na choroby wywotywane czynnikami $rodowiskowymi, a genotypem GST

Podwyzszone ryzyko: raka gtowy, szyi, ptuc, pecherza moczowego, AC zotadka i dystalnej

czesci jelita grubego jelita grubego, SCC [27, 69-76, 86, 104, 105, 110-113, 115, 118-120,

122, 127-129, 131, 133]; ostrej biataczki szpiku kostnego [123]; wystapienia nowotworu pod-

czas dtugotrwatej wysokiej ekspozycji nadym papierosowy [124]; arteriosklerozy [77]; cho-

roby Parkinsona i Alzheimera [77]; astmy oskrzelowej [82]; reumatoidalnego zapalenia sta-

Brak genu GSTM1
wow [124],

Zwiekszona indukcja adduktow PAH-DNA w ptucach u Japonczykéw [114],

Wystepuja czesciej: zaburzenia miesigczkowania [79]; abberacje chromosomowe po naswie-

tlaniu promieniami X [80],

Zmniejszone ryzyko zawatu migs$nia sercowego [83],

Genotypy GSTM1A/B tub GSTM3B/B Ochrona: przeciw SCC krtani [87]; raka podstawowych komérek skéry [85, 136],

Homozygoty GSTM3A/A

Podwyzszone ryzyko SCC jezyka [85] i krtani [86],

Podwyzszone ryzyko: wrzodowego zapalenia okreznicy [81]; mielodysplazji [100]; astmy

oskrzelowej [82]; SCC krtani [86]; raka podstawowych komdrek skéry (zwiekszony przyrost

Brak genu GSTT1

guzow3[134] i zmniejszony czas powstawania przerzutéw [135]); raka $ledziony

Gorsze rokowania w leczeniu chemioterapig u pacjentéw z ostrg biataczka szpiku kostnego

[108],

Homozygoty badZ heterozygoty
GSTP1B i GSTP1C

Homozygoty GSTP1C

Jednoczesny brak genu GSTM1

Podwyzszone ryzyko: raka tchawicy, przetyku, pecherza moczowego [55, 131], SCC ptuc
oraz wieksza ilo$¢ adduktow karcinogen-DNA szczegélnie wérdd palaczy [56],

Mniejsze ryzyko astmy oskrzelowej [57],

Zwiekszona indukcja adduktow PAH-DNA w ptucach ludzi rasy biatej [56],

z genotypem GSTP1B lub GSTP1C

Wyjas$nienie skrotéw: AC — rak gruczolakowaty; PAH — zwiazki poliaromatyczno-hydrofobowe; SCC — rak tuskowaty

aJako przyrost guzéw definiuje sie liczbe guzéw/rok pojawiajacych sie od czasu powstania pierwszego guza.

czowego zwiekszone ryzyko wykazano w obecnosci
genu GSTT1, a nie przy jego braku [121]. W takiej
sytuacji brak GSTM1 =z jednoczesng obecnos$cig
GSTT1 by¢é moze poteguje ryzyko zachorowania.
Brak genu GSTT1 zwieksza ryzyko wystgpienia SCC
krtani. Jednoczes$nie stwierdzono, ze homozygoty
GSTM3B wykazujg mniejsze ryzyko zapadalnosci na
te chorobe [se6], Po raz kolejny potwierdzono w ten
spos6b, ze $ledzenie pojedynczych genotypéw w
zadnym wypadku nie moze by¢ wystarczajgce w ba-
daniu tak skomplikowanych procesow.

W pracy Due 11 iwsp. dotyczacej raka $ledziony
stwierdzono, ze palenie i polimorfizm delecyjny
GSTT] zwiekszajg ryzyko zapadania na chorobe wy-
stepujacag czeSciej u kobiet niz u mezczyzn [122],
Natomiast genotyp GSTM1 nie wywierat wptywu na
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mniej jednym allelem GSTM1 wykazywali dtuzszy
czas przezycia, to pacjenci zjego brakiem, traktowa-
ni kumulowang mata dawka adriamicyny, wykazy-
wali rowniez wiekszgprzezywalnosé [123]. Wida¢ w
ten spos6b, ze dobroczynny genotyp w okre$lonych
warunkach moze sie okaza¢ fatalny w skutkach.
Nie tylko choroby nowotworowe stanowig przed-
miot badania w pracach dotyczgcych GST, chociaz
dominujg ilosciowo. Mattey i wsp. [124] zbadali
wpiyw palenia i genotypu GSTM1 na reumatoidalne
zapalenie stawow. Korzystnie wptywa wystepowa-
nie genotypu GSTM1. Pacjenci z brakiem GSTM],
ktorzy palili kiedykolwiek mieli istotnie gorsze ro-
kowania niz pacjenci z brakiem GSTM], ktdrzy nig-
dy nie palili. Produkcja czynnika reumatoidalnego
byta powigzana z paleniem tylko u pacjentow z dele-
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cyjnym genotypem [124]. W innej pracy dotyczacej
astmy oskrzelowej lvaschenko i wsp. [82] wy-
kazali, ze osoby z brakiem GSTM1 wykazywaty 3,5
razy wieksze ryzyko rozwiniecia sie astmy. Rowniez
osoby z brakiem GSTT1 znajdowaty sie w grupie o
podwyzszonym ryzyku zachorowania. Genotyp de-
lecyjny obu genéw wystepowat 4 razy czesciej ucho-
rych niz w grupie kontrolnej [82].

Powyzsze rozwazania pokazujg jak duzg role na
rozwo6j jak i na rokowania terapeutyczne choroby
moga odgrywac¢ polimorfizmy takich gendw jak
GST. Enzymom GST przypisuje sie role w nabywa-
niu przez komoérki opornosci na leki dzieki przepro-
wadzaniu przez nie detoksykacji tych lekéw i
utatwianiu usuwania ich na zewnatrz komorki po-
przez pompe zaleznag od zwigzkéw sprzeganych z
glutationem. Enzymy GST przeprowadzajac detok-
sykacje szkodliwych toksyn (czesto czynnikéw kan-
cerogennych) chronig organizm przed rozwojem
wywotywanych przez te toksyny chordb. Polimorfi-
zmy gen6w kodujacych te enzymy prowadza do
ostabienia ich ekspresji, albo niekiedy i do catkowi-
tego jej braku. W oczywisty sposéb prowadzi to do
ostabienia mechanizméw obronnych organizmu. Z
drugiej strony w nielicznych przypadkach reakcja
sprzegania GSH z egzogennym substratem moze do-
prowadzi¢ do powstania szkodliwego metabolitu.
Ekspresja gendw GST moze takze wywieraé nieko-
rzystny wptyw na leczenie niektérych nowotworow
w zwiazku z tym, ze kodowane przez nich enzymy
usuwaja leki z komérek nowotworowych, przyczy-
niajagc sie w ten sposob do nabycia opornosci na leki.
Badania nad etiologig chordb, jak i nad procesami
detoksykacji w organizmie sg bardzo skomplikowa-
ne i nasza wiedzajest daleka od doskonatosci. Nowo-
czesna technologia daje mozliwosci szybszych i do-
ciekliwszych badan zaréwno na poziomie Klinicz-
nym jak i molekularnym. Intensywne badanie,
potaczone wysitki réznych specjalnosci powinny do-
prowadzi¢ do coraz to bardziej zadowalajgcych wy-
nikow. Nie da sie jednak zaprzeczyé¢, ze bedzie to
proces dtugotrwaty i zapewne nie wolny od btedow i
sprostowan.
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Charakterystyka immunoglobulinopodobnych
receptorow leukocytow (ILT)

The characteristics of ILT receptors

ANDRZEJ WISNIEWSKI

Spis tresci:

. Wprowadzenie

Il.  Nazewnictwo receptoréw ILT

I11.  Wystepowanie receptoréw ILT

IV. Organizacja gen6éw ILT

V.  Struktura gen6w ILT2 i LIR6

V1. Regulacja ekspresji genéw ILT

VII. Budowa receptoréw ILT

VIII. Ligandy

IX. Znane nastepstwa aktywacji receptoréow ILT

X. Domniemana fizjologiczna funkcja niektérych
czasteczek ILT

Wykaz stosowanych skrotéw: FCAR — gen receptora dla
fragmentu Fc IgA (FcaR); FHC — wolny fancuch ciezki (ang.
free heavy chain)’, HLA — MHC cztowieka (ang. human leuko-
cyte antigen); ILT — transkrypt podobny do immunoglobuliny
(ang. immunoglobulin-like transcript)’, ITAM — aktywujacy
motyw immunoreceptorowy oparty o reszte tyrozyny (ang. im-
munoreceptor tyrosine based activatory motif)’, ITIM — ha-
mujacy motyw immunoreceptorowy oparty o reszte tyrozyny
(ang. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)’, KIR —
receptor komérek cytotoksycznych podobny do immunoglobu-
liny (ang. killer cell immunoglobulin-like receptor)’, LIR — leu-
kocytamy receptor podobny do immunoglobuliny (ang. leuko-
cyte immunoglobulin-like receptor)’, LRC — kompleks recepto-
réw leukocytamych (ang. leukocyte receptor complex)’, MHC —
gtowny kompleks zgodnosci tkankowej (ang. major histocom-
patibility comlex)', komdrka NK — naturalna komérka cytotok-
syczna (ang. natural killer cell)’, SHP-1— fosfataza tyrozynowa
zawierajgca domeny SH2 (ang. SH2 domain-containing pho-
sphotyrosine phosphatase-1); TCR — receptor limfocytow T
(ang. T-cell receptor), 5’UT — region 5’ nie podlegajacy trans-
lacji (ang. 5 ’untranslated)’,

I. Wprowadzenie

Kompleks receptoréw leukocytamych — LRC
(ang. leukocyte receptor complex) zlokalizowany na

Mgr; Laboratorium Immunogenetyki, Zaktad Immunologii Kli-
nicznej, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im.
Ludwika Hirszfelda, ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroctaw;
e-mail: andrzej@immuno.iitd.pan.wroc.pl
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chromosomie 19q 13.4 cztowieka obejmuje trzy ro-
dziny blisko ze sobg zwigzanych genow kodujagcych
immunoglobulinopodobne receptory, z ktérych jed-
ne aktywuja, a drugie hamujg okreslone komorki
uktadu odpornosciowego. Sg nimi: geny ILT (ang.
immunoglobulin-like transcripts), geny KIR (ang.
killer cell immunoglobulin-like receptors) oraz geny
LAIR (ang. leukocyte-associated inhibitory recep-
tors). Oprécz tego do kompleksu LRC zalicza sie 2
pojedyncze geny: FCAR i NKp46 [1,2]. Ostatnio za-
interesowanie regionem LRC systematycznie rosnie.
Szczego6lnie dotyczy to wcigz bardzo stabo pozna-
nych receptoréw ILT, ktoére prawdopodobnie wywie-
raja znaczny wptyw na wiele ré6znych populacji ko-
moérek uktadu odpornosciowego. Do tej pory najwie-
cej informacji ukazato sie w odniesieniu do receptora
ILT2, nieco mniej w stosunku do ILT4. Gtéwnie
przyczynito sie do tego ustalenie, z jakimi ligandami
taczg sie owe receptory. O ligandach, a tym samym o
funkcji i znaczeniu pozostatych ILT, nic nie wiado-
mo. Celem tego artykutu jest przyblizenie aktualne-
go stanu wiedzy o leukocytamych receptorach ILT, a
w szczeg6lnosci o ich budowie, strukturze ko-
dujacych je genéw, wystepowaniu, nastepstwach ich
aktywacji oraz domniemanej funkcji fizjologicznej
niektérych z nich.
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Il. Nazewnictwo receptorow ILT

Receptory ILT okres$lane sa takze dodatkowymi
nazwami: LIR (ang. leukocyte immunoglobulin-like
receptors) [3], LILR (ang. leukocyte immunoglobu-
lin-like receptors) [4] i MIR (ang. monocyte/ma-
crophage Ig-related receptors) [5]. Ostatnia z nazw
jest obecnie rzadko stosowana i mozna sie z nig spo-
tka¢ jedynie we wcze$niejszych opracowaniach do-
tyczacych kompleksu LRC. Do$¢ kiopotliwe jest
spotykane w niektorych publikacjach zamienne sto-
sowanie nazw ILT i LIR w odniesieniu do okreslo-
nych receptoréw, poniewaz nie wszystkie receptory
okre$lane jako ILT majg swoje odpowiedniki w ter-
minologii LIR i odpowiednio nie wszystkie recepto-
ry okre$lane jako LIR posiadajg alternatywng nazwe
ILT. Pr6ba uporzagdkowania nomenklatury recepto-
row leukocytarnych, ktorym poswiecona jest ta pra-
ca, jest okreslenie ich skréotami LILRA lub LILRB,
ktére opatrzone sg dodatkowo odpowiednim indek-
sem cyfrowym precyzujacym o ktory receptor cho-
dzi. Litery A iB okreélajag czy mamy do czynienia od-
powiednio z receptorem aktywujacym czy tez ha-
mujacym. Jako ze skréty LILR nie sgjeszcze w po-
wszechnym uzyciu, a wielu autoréw stosuje nadal
stare nazwy, w ponizszej pracy dla uproszczenia be-
dzie stosowany skrét ILT. W tabeli 1dokonano usys-
tematyzowania wszystkich skrétow, jakie pojawity
sie do tej pory w literaturze i internetowych bazach
danych odnoszacych sie do poszczegdlnych re-
ceptoréw ILT.

I1l. Wystepowanie receptoréw ILT

Immunoglobulinopodobne receptory leukocytow
— ILT sg niedawno odkrytgrodzing immunorecepto-
row wystepujacych na monocytach, makrofagach,
komérkach B oraz w mniejszym stopniu na komar-
kach dendrytycznych, komorkach NK i komaérkach
T. Wykorzystujac technike RT-PCR zbadano poziom
ekspresji niektérych genéw ILT w wyzej wymienio-
nych typach komérek. Okazato sie, ze ekspresja po-
szczegOlnych genow w duzej mierze jest uzalezniona
od typu komorki. Wiekszo$¢ z przebadanych w ten
sposo6b transkryptéw (ILT2, ILT3, ILT4, ILT5 i LIR6)
wystepuje gtdwnie w monocytach i/lub komérkach B
[3]. Na przykiad gen dla receptora ILT2 ulega wyso-
kiej ekspresji we wszystkich limfocytach B i mono-
cytach natomiast jego ekspresja w limfocytach T i
komdrkach NK jest stosunkowo niska [e, 7, 8]. O ile
ekspresja ILT2, ILT4 i ILT5 w komérkach dendry-
tycznych jest wykrywalna lecz niewielka, ekspresja
ILT3 w tych komdrkach jest szczegdlnie wysoka. Z
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uwagi na to, ze znaczny poziom ekspresji ILT3 wy-
stepuje takze w monocytach i komdrkach B, mozna
stwierdzi¢, ze ekspresja tego genu jest wyjatkowo
wysoka w komdrkach specjalizujgcych sie w prezen-
tacji antygendéw. Pomiar ekspresji genoéw ILT w ko-
morkach NK wykazat niski poziom mRNA dla ILT2,
ILT3, ILT4 i ILT5, nieco wyzszy dla ILT6 i bardzo
wysoki dla LIR8, ktorego ekspresja wydaje sie by¢
ograniczona do komorek NK. Zaobserwowany, sto-
sunkowo niski poziom ekspresji testowanych gendw
w komoérkach NK (wyjatek stanowi LIR8) i komor-
kach T moze by¢ spowodowany tym, ze jedynie nie-
ktére podklasy tych komdrek posiadajg na swojej po-
wierzchni okre$lone receptory ILT, jak to wykazano
dla ILT2 [3].

Dwa z genow ILT, a mianowicie ILT9 i ILT10
prawdopodobnie nie ulegajg ekspresji (badania pro-
wadzono na komdrkach szpiku oraz leukocytach
krwi obwodowej) co sugeruje, ze moga by¢ pseudo-
genami [9].

W badaniach nad wystepowaniem receptoréw
ILT, oprécz pomiaru poziomu poszczegdlnych tran-
skryptdw w okre$lonych typach komdrek uktadu od-
pornosciowego, zbadano takze ekspresje niektérych
receptoréw na powierzchni tych komorek. Badania
takie prowadzono gtéwnie dla ILT2 i ILT4. Okazuje
sie, ze rdznice w ilosci mRNA dla tych receptoréow
(uzaleznione od typu komorki) w
przektadajg sie na réznice w iloSci biatka mierzone-
go na powierzchni komorek. ILT2 ulega ekspresji na
97% komorek B (CD19+), 22% komorek NK
(CD 564) i na niewielkim procencie limfocytow T
(CD 3+), podczas gdy powierzchniowa ekspresja
ILT4 na wymienionych typach komoérek wystepuje
na granicy detekcji. W przeciwienstwie do tego oba
receptory wystepuja na powierzchni wszystkich mo-
nocytow i na znacznym odsetku komorek dendry-
tycznych [8].

zasadzie

Wyniki wielu doswiadczen wykazaty, ze w rodzi-
nie ILT wystepuje zjawisko alternatywnego skiada-
nia mMRNA, co w praktyce przektada sie na znaczna
liczbe izoform okre$lonych biatek receptorowych.
Na przyktad w monocytach i komdrkach B powstajg
transkrypty kodujace odpowiednio cztery (LIRGa) i
dwie (LIRG6b) domeny immunoglobulinopodobne.
Dodatkowo w monocytach wykryto dwa inne tran-
skrypty o posredniej dtugosci, ktére prawdopodob-
nie koduja izoformy LIRe zawierajagce mniej niz 4
domeny (doktadna dtugos$¢ transkryptéow nie jest
znana). Poza tym w komérkach B i NK powstajg ta-
kze dwa roznigce sie dtugoscig transkrypty, wykry-
wane przez startery specyficzne dla ILTe, co wska-
zuje na istnienie dwoch izoform tego receptora [3].
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Tabela 1

Zestawienie nazewnictwa receptoréow ILT

ILT LIR
ILT1 LIR7
ILT2 LIR1
ILT3 LIRS
ILT4 LIR2
ILT5 LIR3
ILT6 LIR4
ILT7 —
ILT8 —
ILT9 —
ILT10 —_
ILT11 —
— LIR6
— LIRS

LILR INNE
LILRA2 CD85h
LILRB1 MIR-7/CD85j
LILRB4 HM18/CD85k
LILRB2 MIR-10/CD85d
LILRB3 HL9/CD85a
LILRA3 HM43. HM31 CD85e

— CD85g
— CD85b
— CD85I
— CD85m
— CD85f
LILRAL CD85i
LILRB5 CD85c

Czcionka zwykta — receptory aktywujace, czcionka pogrubiona — receptory hamujace, podkreslone — receptor rozpuszczalny

Wystepowanie alternatywnych form transkryptéw
ILT zostato takze poparte klonowaniem i sekwencjo-
nowaniem 3 réznych czasteczek cDNA ILT1 ozna-
czonych jako ILTla/b/c. W ILTla brakuje czesci se-

[
TELOMER

“— - - - - 4 <«

—O-.- . -

3 ILT10 ILTS ILT3 ILT2 LIRE ILT1 LAIR2

GRUPA | GENOW ILT
(TELOMEROWA)

Ryc. 1. Rozmieszczenie loci ILT na chromosomie 19q13.4

kwencji kodujacej peptyd sygnalny. W ILTIb wycie-
ciu ulega fragment kodujacy druga, trzecig oraz
cze$¢ czwartej domeny zewngtrzkomérkowej. Nato-
miast produkt biatkowy powstajagcy na matrycy
MmRNA ILTIlc pozbawiony jest osiemnastu amino-
sktad regionu sasia-
dujacego z domeng transmembranowg [10].

kwaséw wchodzacych w

IV. Organizacja genéw ILT

Geny ILT wystepujg w dwoch grupach: telomero-
wej — |, ktéra zawiera 6 gendéw ILT i jeden gen
LAIR2 oraz centromerowej — Il, zawierajacej 7 ge-
now ILTi gen LAIR1. Grupa telomerowa obejmujaca
w kolejnosci geny LAIR2, ILT1, LIR6, ILT2, ILTS3,
ILT9iILT10 znajduje sie w orientacji 5’-3"w kierun-
ku od centromeru do telomeru, podczas gdy grupa
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centromerowa obejmujagca geny LAIR1,ILT7,1LT11,
ILT6, ILT4, LIR8, ILT8 i ILT5 ma orientacje prze-
ciwng tzn. 5°-3” w kierunku od telomeru do centro-
meru (Ryc. 1). Taka orientacja warunkuje przeciwny

GRUPA Il GENOW ILT
(CENTROMEROWA)

LAIRT ILT7 ILT11 ILT6 ILT4 LIR8 ILT8 ILTS 3

> > > > > > > >

5

CENTROMER

kierunek transkrypcji genéw w obu grupach. Od-
legtosci pomiedzy genami wewnatrz grup wahajg sie
od okoto 6 kpz do okoto 25 kpz. Wyjatek stanowi lo-
cus LAIR2 oddalone od locus ILT1 o okoto 50 kpz.
Odlegto$¢ dzielgca obie grupy wynosi w przyblize-
niu 200 kpz (Ryc. 1).

Analizy prowadzone przy pomocy metody dot-
matriks wykazaty wysoka homologie nukleotydéw
pomiedzy obiema grupami gendéw ILT. Okazato sig,
ze duzy region (ok. 45 kpz) w grupie I, rozciggajacy
sie pomiedzy LIR6 alLT2 jest wysoce homologiczny
do podobnego rozmiarami regionu w grupie Il {ILT6
— ILT4). Sekwencje otaczajgce homologiczne regio-
ny nie sgjuz tak bardzo do siebie podobne. W oparciu
o wykryta homologie oraz przeciwng orientacje ge-
now w obu grupach wysunieto hipoteze, wedtug kto6-
rej centromerowa grupa genoéw ILT powstata na sku-
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tek odwrdconej duplikacji pierwotnej, telomerowej
grupy genéw. Analizy dot-matriks sugeruja réwniez,
ze przodkiem wszystkich trzynastu genéw ILT jest
prawdopodobnie LIR6 kodujgcy receptor akty-
wujacy. Z niego przez duplikacje powstat ILT2, kt6-
ry nastepnie ulegt zmianie w kierunku genu dla re-
ceptora hamujgcego. Kolejne duplikacje doprowa-
dzity do powstania z LIR6 Kilku innych genéw dla re-
ceptorow aktywujgcych, a z ILT2 kilku innych ge-
néw dla receptorow hamujacych [1, 11, 12]

Region obejmujacy geny ILT jest bardzo podobny
w réznych haplotypach. Prowadzone do tej pory ba-
dania wykazatly, ze prawie wszyscy posiadamy
wszystkie geny ILT. Wyjatek stanowi lezacy w gru-
pie centromerowej gen ILT6, ktérego nie wykryto u
niektorych osobnikéw. Za brak genu odpowiedzialna
jest u nich delecja, ktéra obejmuje swym zasiegiem
wiekszg cze$¢ locus ILT6 [1, 13].

V. Struktura genéw ILT2 i LIRG6

Gen ILT2 posiada 6500 pz i zawiera 15 eksonéw
rozdzielonych 14 intronami, odpowiednio gen LIR6
sktada sie z 8600 pz i zawiera 10 eksondw i 9 intro-

ny (SI i S2). Pierwszy z nich zawiera w sobie region
5°UT oraz 34 pz sekwencji kodujacej, natomiast dru-
gi, zwany czasami mini-eksonem, zawiera 36 pz ko-
dujacych drugag cze$¢ peptydu sygnatowego. We
wszystkich genach nalezacych do LRC kazda dome-
na immunoglobulinopodobna (Ig) jest kodowana
przez oddzielny ekson. Interesujgcym jest, ze w or-
ganizacji genéw ILT2 i LIR6 kodujgcych receptory o
odmiennych funkcjach, zasadnicze roznice wyste-
pujg dopiero za eksonem EC4 kodujgcym ostatnig
domene Ig (D4). Oba geny sg prawie identyczne (po-
dobienstwo 92%) biorac pod uwage sekwencje ekso-
néw i intronéw lezgcych w regionie rozciggajagcym
sie od -680 pz przed kodonem start (ATG) az do
poczatku intronu znajdujgcego sie za eksonem dla
D4. Od tego punktu sekwencja i struktura obu genéw
zaczynaja sie znacznie rézni¢. Znajduje to swoje od-
zwierciedlenie w sekwencji i strukturze biatek kodo-
wanych przez te geny. W receptorze ILT2 region
znajdujacy sie pomiedzy domeng D4 adomengtrans-
membranowg — region taczacy (ang. stalk region)
kodowany jest przez 2 eksony (LI i L2), z ktorych
pierwszy koduje 17 a drugi 16 aminokwaséw. Sasia-
dujace z tymi eksonami introny (7 i 8) sg krétkie (od

LIR6 [~ 8600 pz]

1 2 3 4 ) 6

7 8 9 10

St S2 ECI EC2 EC3

5'UTR
-

EC4 L1 2 TM/C
3'UTR

—HH—aa-+H

>134 48-34 36 288 303 297 303 S1 39 119 140S
ILT2 [~ 6500 pz]
1 - 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 1S
S1 S2 ECI EC2 EC3 EC4 LI 12 TM CI1C2C3 C4 C5
’ 3'UTR
S'UTR P

303 5148 123 7638 53 156 147/>139

Ryc. 2. Struktura genéw LIR6 i ILT2. 5°'UTR, 3’"UTR — regiony nie podlegajace translacji; SI, S2 — eksony peptydu sygnatowego; EC1, EC2, EC3,
EC4 — eksony domen immunoglobulinopodobnych; L1, L2 — eksony dla regionu tagczacego; TM — ekson domeny transmembranowej; C —

eksony domeny cytoplazmatycznej. Dtugo$¢ eksonéw wyrazono w parach zasad.

néw (Ryc. 2).

Ekson pierwszy 1LT2 i LIR6, a takze wiekszosci
pozostatych ILT lezy w regionie nie ulegajagcym
translacji zwanym regionem 5’ UT (ang. untransla-
ted). W genach tych czesciowej translacji podlega
dopiero ekson 2. Wyjatek stanowig geny ILT3 i
ILT10, nie posiadajgce eksonu 5’ UT [1,2, 9]. Cha-
rakterystycznym dla organizacji wszystkich genéw
ILT, ale takze dla gendw KIR oraz genu FCAR jest
fakt kodowania peptydu sygnatowego przez 2 ekso-
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~ 300 do ~ 700 pz). W przypadku receptora LIRe re-
gion t3czacy takze kodowany jest przez dwa eksony,
z tg jednak rdznica, ze ekson L2 koduje jedynie 13
aminokwasOw. Dodatkowo introny 7 i 8 sg bardzo
dtugie, liczac odpowiednio 2700 i 1200 pz [2], Na
marginesie nalezy dodac, ze region tgczacy w recep-
torze ILT 10 inaczej niz w pozostatych receptorach
ILT kodowany jest przez pojedynczy ekson, podob-
nie jak w receptorach KIR [9]. Na tym jednak nie ko-
niec réznic w budowie genéw ILT2 i LIR6. W przy-
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padku ILT2, pojedynczy ekson (TM) koduje domene
transmembranowg, natomiast az 5 eksonow (C1-C5)
koduje domene cytoplazmatyczng. Inaczej jest w
LIR6 gdzie pojedynczy, dtugi ekson koduje domene
transmembranowg, domene cytoplazmatyczng oraz
nie ulegajacy translacji region 3’. Wykazano takze,
ze obejmujagcy az 1400 pz region 3’ UT w LIR6 za-
wiera 10 powtdrzen liczacego 37 pz motywu
(5’-CATTC[G/A]JCCATCTACCCTCTAGAATAA
AGAAATCTTAT-3’) zawierajgcego sekwencje
AATAAA bedacg sygnatem poliadenylacji. Powtoé-
rzef tych nie znaleziono w regionie 3’ UT ILT2 oraz
innych ILT.

Okazato sie, ze eksonowo-intronowa organizacja
genu ILT2 jest bardzo podobna do organizacji genu
Pir-B u myszy, ktéry podobnie jak ILT2 koduje leu-
kocytamy receptor hamujacy okreslone komorki
uktadu odpornosciowego. Z kolei organizacja LIR6
ma pewne wspo6lne cechy z organizacjg genu FCAR
cztowieka. Zaréwno w LIR6 jak iwe FCAR pojedyn-
czy ekson koduje réwnocze$nie domene transmem-
branowg, domene cytoplazmatyczng oraz sekwencje
37UT [2].

Podsumowujac mozna stwierdzié, ze struktura
eksondw i introndw w genach hamujacych i akty-
wujacych receptoréow z rodziny ILT (przyktadem sg
ILT2 i LIR6) jest bardzo podobna w obszarze ko-
dujacym peptyd sygnalny oraz domeny zewnatrzko-
morkowe. Znaczgce roznice wystepuja przy korcach
gendéw, gdzie znajdujg sie eksony kodujgce domene
transmembranowg i cytoplazmatyczng. Nalezy pod-
kresli¢, ze to wtasnie sekwencja i struktura tych do-
men decyduje o naturze wewnatrzkomérkowego sy-
gnatu (hamowanie lub aktywacja komorki) po-
wstajagcego po potgczeniu sie receptora z ligandem
[2, 9].

V1. Regulacja ekspresji genow ILT

W celu poznania mechanizmu regulacji ekspresji
gendéw ILT okre$lono mozliwe miejsce inicjacji tran-
skrypcji genu ILT3. Okazato sig, ze pierwszym tran-
skrybowanym nukleotydem jest cytozyna (362 pz
przed kodonem start ATG), wchodzgca w skiad se-
kwencji inicjatorowej, ktdrej gtdwnym elementem
jest dinukleotyd CA. Znajduje sie on bezposrednio
za traktem ztozonym z 15 reszt tyminy (-337 do
-363). Analizy sekwencji flankujacej gen ILT3 od
strony 5’ wykazaty brak w podstawowym promoto-
rze tego genu innego waznego elementu inicjacji
transkrypcji jakim jest sekwencja TATA [2], w obre-
bie ktorej odbywa sie sktadanie kompleksu preinicja-
cyjnego polimerazy RNA 1l [15]. Wiadomo, ze w
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niektorych genach pozbawionych kasety TATA jej
funkcje petni sekwencja inicjatorowa oraz ze ekspre-
sja takich gendw (przyktadami sg gen terminalnej
transferazy deoksynukleotydéw lub tez gen recepto-
ra Fcylb), jest od niej zalezna. Jest mozliwe, ze w
przypadku genu ILT3 to wtasnie sekwencja inicjato-
rowa reguluje jego ekspresje [2].

VI1I. Budowa receptorow ILT

Receptory ILT sg strukturalnie i funkcjonalnie
spokrewnione z innymi immunoglobulinopodobny-
mi receptorami, do ktérych naleza: neutrofilowy re-
ceptor Fc dla 1gG2 (Fcy2R) u bydta, receptory
gp49BI, PIR-A i PIR-B u myszy oraz receptory KIR
i FcaR u cztowieka [16].

Receptory ILT sg glikoproteinami zawierajgcymi
dwie lub cztery immunoglobulinopodobne domeny
zewngtrzkomorkowe. Mozna je podzieli¢ na trzy
grupy:

1. receptory hamujace z dwoma, trzema lub
czterema motywami ITIM (ang. immunoreceptor ty-
rosine-based inhibitory motif), bardzo podobnymi do
tych, ktére wystepujg w receptorach KIR komorek
NK. Hamujace dziatanie tych motywdw oparte jest
0 reszte tyrozyny;

2. receptory aktywujgce z krétkimi domena-
mi cytoplazmatycznymi pozbawionymi motywow
ITIM;

3. czasteczki rozpuszczalne nie posiadajgce
domeny transmembranowej.

Ad.l. ILT nalezgce do pierwszej grupy (ILT2, - 3,
-4, -5 i LIRs8) charakteryzujg sie obecnos$cig dwoch
lub czterech domen immunoglobulinopodobnych w
regionach zewnatrzkomdrkowych oraz pojedynczej
domeny cytoplazmatycznej zawierajgcej od dwéch
do czterech motywow ITIM [3] (Ryc. 3), (Tab. 2).

Sekwencja motywu ITIM jest nastepujaca:
I/L/IVXY XXL/V, gdzie X oznacza dowolny amino-
kwas. Po interakcji receptora z ligandem kluczowe
dla motywow ITIM reszty tyrozyny sa fosforylowa-
ne przez Src-podobne kinazy tyrozynowe. Nastepnie
do ufosforylowanych motywdw przytacza sie fosfa-
taza tyrozynowa SHP-1 (ang. SH2 domain-conta-
ining phosphotyrosine phosphatase-1). Enzym ten
defosforylujgc molekuty odpowiedzialne za przeka-
zanie sygnatu pobudzenia do wnetrza komorki, ha-
muje jej aktywacje. W przypadku motywéw ITIM
obecnych w hamujgcych receptorach KIR, hydro-
fobowa reszta aminokwasowa w pozycji -2 przed ty-
rozyng jest niezbedna do przytgczenia domen SH2
fosfatazy. Do niedawna uwazano, ze podobnie jest
takze w przypadku receptoréow ILT. Jednak ostatnie
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badania prowadzone nad motywami ITIM w ILT2
wykazaly, ze jeden z nich pomimo iz posiada hydro-
filng reszte seryny w pozycji -2, efektywnie wigze
fosfataze. Nie wszystkie motywy ITIM obecne w
ogonach cytoplazmatycznych receptoréw ILT petnig
takg sama funkcje (przytgczanie SHP-1). W przypad-
ku czterech motywo6w obecnych w ILT2 jedynie dwa
z nich o sekwencji: 612-VTYAQL-617 i
642-SIYATL-647 bezposrednio wigzg fosfataze.
ITIM53I-NLYAAV-536 prawdopodobnie aktywuje
i/lub optymalizuje fosforylacje pozostatych reszt ty-
rozynowych, podczas gdy czwarty z motywow
(560-VTYAEV-565) pomimo, iz podlega fosforyla-
cji, to najprawdopodobniej nie bierze udzialu w
rekrutacji SHP-1 [17].

Ad.2. Druga grupa czasteczek ILT obejmuje szesé
biatek (ILT1, ILT7, ILTs, ILT11 i LIRea/b). Wszyst-
kie receptory z tej grupy posiadajgbardzo krétkie do-
meny cytoplazmatyczne pozbawione znanych moty-
wow sekwencyjnych oraz dodatnio natadowangresz-
te argininy w regionie transmembranowym (Tab. 2)
(Ryc. 3). Dodatnio natadowany aminokwas obecny
jest takze w domenach transmembranowych innych,
lepiej poznanych receptoréw aktywujgcych takich
jak FcaR u cztowieka, 1gG2FcR u bydia czy
aktywujacych receptorach KIR [3]. W przypadku
tych ostatnich aminokwasem tym jest lizyna [18].
Wykazano, ze dodatnio natadowana reszta jest nie-
zbedna do potagczenia receptora z blonowag
czasteczka adaptorowa, ktéra bierze udziat w za-
poczatkowaniu wewnatrzkomdrkowej kaskady prze-
noszacej sygnat aktywacji. Na przyktad ludzki FcaR

Tabela 2

Przedstawienie niektérych cech receptoréw ILT/LIR

ILT2 ILT1
1g1(D1) g 19 1(D1) @
192(D 2) g’ 1g2(D 2) g
]
193(D 3) g 193(D3) (;9
s s
194(D 9 p lga(d 49 s
REGION tACZACY —P» =1

[ e ANAROMORRONA v | (]
RESZTA
ARGININY
ITIM 1
ITIM 2
ITIM3
ITIM 4

Ryc. 3. Struktura receptoréw ILT na przyktadzie ILT2 i ILT1. Ig(D) —
domeny immunoglobulinopodobne, ITIM — hamujacy motyw
immunoreceptorowy oparty o reszte tyrozyny, © — schema-
tycznie zaznaczony dodatnio natadowany aminokwas.

wchodzi w kompleks z tafcuchem FcRy. Czasteczka
ta nazywana jest czasami ,wspolnym tancuchem y”
poniewaz wchodzi takze w skiad FcyRIIIA, FceRI
oraz niektorych komplekséw CD3. Czgsteczka adap-
torowg dla aktywujacych receptoréw KIR jest nato-
miast DAP12 (ang. dnax-activation protein 12) [18,
19]. Kompleksy FcaR-FcRy oraz KIR-DAP12 sgod-

Receptor Liczba domen Elementy odpowiedzialne Ligand
immunoglobulino-  za charakter receptora —
podobnych reszta argininy / motywy
ITIM

ILT1 4 Reszta argininy Nieznany

ILT2 4 4 motywy ITIM HLA-A2,-A0101,-A0301,
-B0702.-B0801 ,-B1501,
-B2702,-B2705,-B44,
-Cw0304,-G1

ILT3 2 3 motywy ITIM Nieznany

ILT4 4 3 motywy ITIM HLA-A0201 ,-A0301
B0702,-
B0801.-B1501 ,-B2705,-
B3501,-Cw0304,-G1

ILTS 4 4 motywy ITIM Nieznany

ILT6 4 Brak (receptor Nieznany

rozpuszczalny)

ILT7 4 Reszta argininy Nieznany

ILT8 4 Reszta argininy Nieznany

ILT 11 2 Reszta argininy Nieznany

LIR6Ga 4 Reszta argininy HLA-B27

LIR6b 2 Reszta argininy

LIR8 4 2 motywy ITIM Nieznany
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powiedzialne za przekazanie sygnatu aktywujgcego
komorke w co bezposrednio sg zaangazowane immu-
noreceptorowe motywy oparte o tyrozyne — ITAM
(ang. immunoreceptor tyrosine-based activation mo-
tif) wchodzace w sktad FcRy i DAP12 [19, 20].
Motywy te majg budowe tandemowag a ich sekwencja
wyglagda nastepujgco: YXX(L/I) (X)es8 YXX(L/I)
[21]. W przypadku aktywujacych receptorow ILT
udato sie ustali¢, ze z taricuchem FcRy taczy sie re-
ceptor ILT1. Nic natomiast nie wiadomo o czgstecz-
kach adaptorowych dla pozostatych domniemanych
aktywatoréw z tej rodziny. Przypuszcza sie jednak,
ze i one taczg sie z tancuchem FcRy [18].

Ad.3. Do trzeciej grupy czasteczek ILT zalicza sie
tylko receptor ILTe.Czgsteczka ta zawiera cztery do-
meny zewnatrzkomorkowe nie posiadajac jednocze-
$nie domeny transmembranowej. A zatem jest to
prawdopodobnie receptor rozpuszczalny. Do-
Swiadczalnie wykazano, ze ILTe jest wydzielany
przez komérki CVUVEBNA transfekowane wektorem
ekspresyjnym zawierajgcym gen ILT6. Wyniki te nie
zostaty jednak opublikowane. Czgsteczka taka jak
ILTe moze potencjalnie petni¢ funkcje receptora do-
minujgcego, ktdry mogiby blokowac dziatanie in-
nych ILT wigzgc te same ligandy [1, 3].

VI1II. Ligandy

Do chwili obecnej stwierdzono, ze dla trzech re-
ceptoréw ILT (ILT2, ILT4 i LIRe) Ugandami sg
czgsteczki MHC klasy | [s, 22, 23] (Tab. 2). Ligandy
dla innych czasteczek z rodziny ILT nie zostaty jesz-
cze poznane. Byé moze sg nimi czgsteczki MHC kla-
sy | kodowane przez rzadko wystepujgce allele,
czasteczki MHC klasy Il lub tez immunoglobuliny
[3]. Na podstawie prowadzonych eksperymentéw z
czagsteczkami MHC | mozna stwierdzi¢, ze dany re-
ceptor ILT moze wigza¢ kilka a nawet kilkanascie
roznych ligandéw. Na przyktad ILT2 rozpoznaje 11
roznych czasteczek MHC (Tab. 2). Za wiazanie li-
gandu przez ILT2 odpowiedzialna jest immunoglo-
bulinopodobna domena DI. Domena ta taczy sie z
konserwatywng domeng a3 czgsteczek MHC. W jed-
nym z doSwiadczen wykazano takze, ze ILT2 wigze
sie z biatkiem UL 18, produkowanym przez ludzki
wirus cytomegalii (HCMV) [24]. Biatko to bedac ho-
mologiem czasteczek MHC |, podobnie jak one
wigze dostepng w komdrce (32-mikroglobuline iule-
ga wbudowaniu w btone komdérkowg [25], Co cieka-
we, powinowactwo ILT2 do UL 18 jest znacznie wie-
ksze niz powinowactwo ILT2 do rozpoznawanych
czagsteczek MHC [24], Przypuszcza sig, ze zwigzanie
ULI s obecnego na zainfekowanej komdrce przez re-
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ceptor ILT2 komodrek NK moze generowac sygnat
hamujacy te komorki, a tym samym zainfekowana
wirusem komoérka moze unikng¢ lizy [3],

ILT2 oprécz klasycznych czasteczek MHC rozpo-
znaje takze czasteczki nieklasyczne — HLA-G1
(Tab. 2) [3, 26, 27],

ILT4, ktéry ulega selektywnej ekspresji na komar-
kach linii mieloidalnej (gtéwnie na monocytach), ta-
kze oprécz szerokiego wachlarza klasycznych
czgsteczek MHC I, wigze HLA-G1 (Tab. 2). Podobne
badania prowadzono takze dla ILT5, jednak nie
wykazano aby receptor ten wigzat czgsteczki MHC |
wykorzystane w eksperymencie [22]. Nie jest jednak
wykluczone, ze ILTS5 rozpoznaje inne czasteczki
MHC. W doswiadczeniach nad oddziatywaniem re-
ceptoréw ILT2 i ILT4 z MHC 1 ustalono ponadto, ze
wigzg one wspdlne dla nich ligandy z podobng sita.
Warto doda¢, ze oba receptory silniej wigzg czastecz-
ki HLA-B niz HLA-A lub HLA-C [sg],

Ciekawe okazaty sie takze wyniki badan, w kt6-
rych testowano mozliwo$¢é wigzania sie niektorych
receptor6w ILT (ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7
i LIRe)z czasteczka HLA-B27, ktérej wystepowanie
wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju zesz-
tywniajgcego zapalenia stawow kregostupa [4], Wia-
domo, ze czasteczki FILA klasy | moga wystepowacé
na powierzchni komorki badZz jako heterodimery
bedace potaczeniem tafAcucha ciezkiego H i [32-mi-
kroglobuliny (P2m), ktére efektywnie prezentujg
peptydy limfocytom T, badz jako wolne tancuchy H
— FHC (ang. free h chains). FHC przewaznie
powstajg na powierzchni komérki w wyniku dyso-
cjacji heterodimeréw i sg nieaktywne funkcjonalnie,
€0 Oznacza, ze nie sg w stanie prezentowac antyge-
néw limfocytom T [28], W przeciwienstwie do tego
ogo6lnego schematu wolne ‘taincuchy HLA-B27
(HC-B27), dzieki obecnosci cysteiny (Cys67) w ich
zewnatrzkomodrkowej domenie al, wystepujg na po-
wierzchni  komérki w postaci homodimerdéw
potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym. Co cie-
kawe, w przypadku mysich komorek transfekowa-
nych genem HLA-B27 udowodniono, ze homodime-
ry HLA-B27 sg w stanie prezentowaé peptyd. Wiado-
mo takze, ze forma HC-B27 moze w blizej nieznany
sposéb przyczynia¢ sie do zapalenia stawow u trans-
genicznych myszy pozbawionych mozliwosci synte-
zy (32-mikroglobuliny [29]. W przypadku komdrek
ludzkich okazato sie, ze pozbawione p2-mikro-
globuliny HLA-B27 (cho¢ prawdopodobnie niezdol-
ne do prezentacji peptyddw [29]), mogg by¢ wcigz
petnowarto$ciowymi Ugandami dla niektorych re-
ceptoréw ILT. Badania prowadzone z dimerami
HC-B27 wykazaty, ze wigzg sie one do receptoréw
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ILT4 i LIRe, natomiast forma Kklasyczna
HLA-B27/p2m jest wigzana przez ILT2, ILT4 i
LIRe. Pozostaje zagadkg dlaczego ILT2 pomimo iz
wigze konserwatywng domene ct3 czgsteczek MHC
klasy I, ktéra przeciez obecna jest w HC-B27, nie
rozpoznaje tej formy. Powyzsze wyniki wskazujg, ze
receptory ILT mogg odgrywacé znaczacg role w cho-
robach sprzezonych z czgsteczkg HLA-B27 poprzez
wigzanie prawidtowo i/lub nieprawidtowo sfatdowa-
nych struktur tej czasteczki. Wysoki poziom ekspre-
sji ILT4 w makrofagach bedacych jedng z gtéwnych
populacji komérek przenikajacych do zaognionych
stawoéw dodatkowo moze potwierdza¢ bezposrednie
zaangazowanie tego receptora w proces chorobowy

[4].

IX. Znane nastepstwa aktywacji receptorow
ILT

Jak juz wczes$niej wspomniano, receptor ILT1 wy-
stepuje na powierzchni komérki w kompleksie z
taricuchem FcRy. tancuch ten jest homodimerem
ztozonym z dwoch identycznych podjednostek y
potgczonych
Kazda podjednostka zawiera w swojej czesci cyto-
plazmatycznej jeden motyw ITAM [19, 21]. Wcigz
niewiele wiadomo o molekularnym mechanizmie ak-
tywacji komorek przez receptor ILT1, a tym samym
przez pozostate aktywujgce receptory z rodziny ILT.
Jednak na podstawie danych dotyczgcych receptora
FcaR oraz innych receptoréow aktywujgcych posia-
dajacych dodatnio natadowany aminokwas w dome-
nie transmembranowej mozna przypuszczaé, ze ILT 1
aktywuje komodrke dzieki potaczeniu z FcRy. Taka
aktywacja na swoim wczesnym etapie moze przebie-
ga¢ nastepujaco. Po zwigzaniu ligandu przez recep-
tor ILT1 dochodzi do fosforylacji sekwencji ITAM
tancucha gamma. By¢ moze tak jak w przypadku re-
ceptora FcaR fosforylacji dokonuje Src-podobna Ki-
naza p56Ilyn. Zapoczatkowuje to kaskade reakcji,
skutkiem ktorej komorka posiadajgca na swojej po-
wierzchni ILT1 ulega pobudzeniu. W przypadku mo-
nocytéw i transfekowanych cDNA ILT1 komérek
RBL (ang. rat basophilic leukemia) wykazano, ze ak-
tywacja tych komdrek przez receptor ILT1 pocigga
za sobg wewnatrzkomdrkowe uwalnianie jonow
wapnia w monocytach oraz uwalnianie serotoniny i
jondéw wapnia w komdérkach RBL [30, 31].

ILT2 po potgczeniu sie z czgsteczkg MHC klasy |,
w przeciwienstwie do ILT1, wyzwala negatywny sy-
gnat, ktéry skutecznie hamuje aktywacje komdarki
zapoczatkowang przez receptor aktywujacy. W przy-
padku cytotoksycznych limfocytow T receptory

mostkiem dwusiarczkowym  (y-y).
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ILT2 obecne na ich powierzchni mogg hamowac ich
aktywacje po wczesSniejszym swoistym rozpoznaniu
przez TCR limfocytu kompleksu MHC-peptyd [32],
Wiadomo, ze w pierwszych chwilach po aktywacji
limfocytu T dochodzi do uruchomienia Src-podob-
nych kinaz tyrozynowych Lek oraz Fyn, ktore fosfo-
ryluja motywy ITAM zawarte w tarficuchach ¢ kom-
pleksu CD3. Kompleks ten posredniczy w przekaza-
niu sygnatu z TCR do wnetrza limfocytu. Fosforyla-
cja motywéw ITAM tworzy miejsca, do ktdrych
przytacza sie kinaza ZAP-70. Enzym tenjest nastep-
nie dwukrotnie fosforylowany, najpierw przez kina-
zy Src a potem przez samego siebie (autofosforyla-
cja). Druga fosforylacja powoduje powstanie miejsc
na ZAP-70, do ktorych przytgczajg sie inne biatka,
biorace udziat w dalszym przekazaniu sygnatu [21,
32] (Ryc. 4).

Co siejednak dzieje gdy w czasie aktywacji limfo-
cytu obecne sg na nim receptory ILT2, a komdrka
prezentujgca antygen posiada na swojej powierzchni
czasteczki MHC | rozpoznawane przez I1LT2?
Hipoteza, ktéra probuje odpowiedzie¢ na to pytanie
przewiduje, ze po potgczeniu czgsteczki MHC z ILT2
dochodzi do fosforylacji tyrozyn zawartych w jego
motywach ITIM. Fosforylacji dokonujg prawdopo-
dobnie te same kinazy tyrozynowe co w przypadku
kompleksu CD3, awiec Lek i Fyn. Do dwéch z czte-
rech ufosforylowanych motywdéw ITIM przytgcza
sie swoimi domenami SH2 fosfataza SHP-1 [17]. Je-
§li teraz dojdzie do krzyzowego potgczenia (ang.
cross- linking) ILT2 z TCR limfocytu to fosfataza
SHP-1 defosforyluje znajdujgce sie w sgsiedztwie
motywy ITAM kompleksu CD3 i/lub zasocjowane z
nimi biatka co inaktywuje kinaze ZAP70 iprzerywa
dalszg aktywacje komorki [32], Krzyzowe potgcze-
nie nalezy tu rozumieé jako przestrzenne zblizenie
sie do siebie obu receptordw, ktore jest niezbedne do
przeprowadzenia defosforylacji  przez  SHP-1
(Ryc. 5).

Wydaje sie, whrew wczesniejszym przypuszcze-
niom [32], ze aktywacja ILT2 (jego fosforylacja) w
limfocytach T nie wymaga wpierw jego interakcji z
TCR/CD3. Potwierdzajg to doswiadczenia, w kto-
rych inkubowano komdrki RBL nie majace
TCR/CD3, lecz posiadajgce transfekowany receptor
ILT2, z komérkami linii 721.221 prezentujacymi na
swojej powierzchni czasteczki HLA-B2705.
Potgczenie ligandu z receptorem wystarczato do fos-
forylacji motywow ITIM oraz uruchomienia fosfata-
zy SHP-1[17]. Azatem to nie potagczenie ILT2 z TCR
jest odpowiedzialne za fosforylacje motywdw ITIM,
lecz prowadzi do niej juz samo zwigzanie ligandu
przez ILT2.
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Hamujace dziatanie receptora ILT2 wobec innego
niz TCR receptora aktywujgcego potwierdzono do-
Swiadczeniem przeprowadzonym na komdrkach
RBL, ktére wczesniej transfekowano cDNA dla
ILT2. Na powierzchni tych komorek konstytutywnej

Swiadczeniu wydzielanie serotoniny takze za-
poczatkowane aktywacjg FceRIl byto hamowane
przez receptory ILT4 i ILT5 [22]. Okazato sie, ze
ILT2 hamuje takze wewnatrzkomérkowa mobiliza-
cje jonéw wapniowych zapoczatkowang przez im-
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Ryc. 4. Wczesny etap przekazania sygnatu aktywacji z TCR/CD3 do wnetrza limfocytu.

ekspresji ulegat receptor dla IgE (FceRI). Transfeko-
wane komarki uwalniaty serotonine kiedy byty sty-
mulowane przez optaszczone na ptytce mysie IgE
(aktywacja komorki). Sekrecja serotoniny byta wy-
raznie hamowana w wyniku wprowadzenia do $rodo-
wiska reakcji przeciwciat anty-ILT2 przymocowa-
nych do dna plastikowego naczynka. Przeciwciata te

munoglobulinowy receptor limfocytéw B [26], nato-
miast ILT4 hamuje uwalnianie jonéw Ca2+w komar-
kach dendrytycznych zapoczatkowane przez FcyRII
[22].

Ciekawe okazaty sie takze wyniki badan, w kto-
rych sprawdzano, czy ILT2 w interakcji z czgstecz-
kami MHC klasy | hamuje zalezng od superantygenu
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/
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|
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Ryc. 5. Mechanizm hamowania aktywacji limfocytu T przez receptor ILT2.

w zastepstwie czgsteczek MHC | peinity role
»Sztucznego” ligandu dla ILT2. Krzyzowe potgcze-
nie FceRI z ILT2 wskutek wspdlnego dziatania prze-
ciwciat IgE i anty-ILT2 skutecznie hamowato akty-
wacje komorek [24], Analogicznie w innym do-
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cytotoksycznosé limfocytow T. DoSwiadczenia pro-
wadzono na wyselekcjonowanych komorkach T
CDs+, ktore wigzaty na swojej powierzchni przeciw-
ciata anty-1LT2 (posiadaty receptor ILT2) oraz posia-
daty receptor TCR z taAcuchem P efektywnie
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wigzgcym superantygen TSST-1 (ang. toxic shock
syndrome toxin-1). Co wiecej, aby wyeliminowad
wptyw innych receptoré6w hamujgcych, do doswiad-
czehA wybrano te limfocyty, ktére dodatkowo nie po-
siadaty receptorow KIR. Cytotoksycznos$¢ komorek
T testowano na ludzkiej limfoblastycznej linii komo-
rek B (721.221), pozbawionych mozliwosci syntezy
czasteczek MHC |, oraz na transfektantach tej samej
linii wytwarzajacych HLA-B2705. Na obu rodzajach
komérek ekspresji ulegaty czasteczki MHC klasy Il
wigzgce superantygen. Okazato sie, ze limfocyty T
skutecznie zabijajg komérki B optaszczone TSST-1,
natomiast nie reagujg na optaszczone superantyge-
nem transfektanty HLA-B2705. Cytotoksyczno$¢ w
stosunku do tych komorek byta czesciowo przywra-
cana w obecnos$ci fragmentéw F(ab’)2 przeciwciat
anty-ILT2. A zatem potagczenie receptora ILT2 lim-
focytu T z czasteczkg HLA-B2705 obecng na trans-
fekowanych komarkach linii 721.221 hamowato cy-
totoksycznos$¢ limfocytow T [26].

Takze w przypadku ILT3, ktéry ulega ekspresji na
komdrkach prezentujacych antygen wykazano, ze
zachowuje sie on jak receptor hamujacy po krzy-
zowym potaczeniu z receptorem aktywujgcym. Ma-
krofagowy ILT3 w wyniku interakcji z FcyRIIl ha-
mowat wewngtrzkomdérkowe uwalnianie jonow wap-
niowych [33],

X. Domniemana fizjologiczna funkcja
niektérych czasteczek ILT

Fizjologiczna funkcja receptora ILT1 wyste-
pujacego na komadrkach linii mieloidalnej nie zostata
jak dotad w petni zdefiniowana. Przypuszcza sie, ze
moze on kontrolowaé produkcje niektérych cytokin
(L1, IL12 czy TNF-a) lub ekspresje czasteczek ko-
stymulujacych. Ligand dla ILT1 nie jest znany.
Wstepne badania z rozpuszczalnymi tetramerami
czasteczek MHC klasy | nie wykazaty, aby mogty
one petni¢ role ligandoéw. Przypuszcza sie, ze mogg
nimi by¢ czasteczki spokrewnione z MHC | takie jak
CDI, MR1 czy MIC [30].

Niewiele takze wiadomo o fizjologicznej funkcji
ILT2. DoSwiadczenia prowadzone na limfocytach T
sugeruja, ze receptor ten moze podnosi¢ prog ich ak-
tywacji, co moze zabezpiecza¢ komorki przed reak-
tywnos$cig w stosunku do witasnych antygenéw. W
rezultacie jedynie kompleksy MHC-peptyd o duzym
powinowactwie sg zdolne wywota¢ odpowiedZ im-
munologiczng. Hamowanie reaktywnosci skierowa-
nej przeciw witasnym antygenom przez receptory ha-
mujace jest szczeg6lnie wazne w przypadku koma@-
rek CDs efektorowych i komérek T pamieci, ktore
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nabywajg w wyniku kontaktu ze swoistym antyge-
nem nizszy prog aktywacji w porownaniu z dziewi-
czymi komorkami T. Wiekszo$¢ komorek T, na kto-
rych powierzchni wystepuje ILT2 to rzeczywiscie
komorki CDs efektorowe i komdrki T pamiegci.

Inng funkcjg ILT2 a takze innych hamujacych re-
ceptorow ILT moze by¢ terminacja odpowiedzi im-
munologicznej. Po stymulacji limfocytéw T, ich re-
ceptory TCR ulegajg internalizacji a nastepnie de-
gradacji w lizosomach. Zmniejszajgca sie liczba
TCR na powierzchni w trakcie aktywacji komorki
moze zmienia¢ rownowage pomiedzy hamowaniem
a aktywacjg faworyzujac receptory hamujgce, co
moze w konsekwencji zahamowaé odpowiedZ im-
munologiczng [32].

W przypadku komdrek B receptor ILT2 moze ta-
kze wptywac na prég ich aktywacji warunkujgc tym
samym, ze jedynie swoiste antygeny sg w stanie ak-
tywowac¢ te komorki. ILT2 jest obecny na prawie
wszystkich komdrkach B krwi obwodowej. Nato-
miast jego ekspresja jest bardzo staba lub wrecz nie-
wykrywalna na komérkach B wystepujacych w mig-
datkach. Sugeruje to, ze ILT2 moze ulegac ekspresji
jedynie przed stymulacjg antygenowga, natomiast w
pobudzonych limfocytach B jego ekspresja moze
zanikac.

W komérkach linii mieloidalnej ILT2 moze nato-
miast modulowac¢ odpowiedZ zapalng zwigzang z za-
kazeniami bakteryjnymi regulujac produkcje cytokin
i zabezpieczajgc normalne tkanki przed zniszcze-
niem [26],

Pomimo iz ligand dla ILT3 nie zostat doktadnie
poznany, udowodniono ze ILT3 po zwigzaniu ligan-
du ulega wraz z nim internalizacji. W endosomach li-
gand jest uwalniany, a po degradacji trafia na po-
wierzchnie w postaci peptydow w kompleksie z
czasteczkami MHC Il. Odkrycie to sugeruje zaanga-
zowanie ILT3 w wylapywanie antygendw i ich pre-
zentacje [33]. Wydaje sie, ze za internalizacje ILT3
mogg odpowiada¢ motywy ITIM, ktdrych sekwencja
pokrywa sie z konsensusem Tyr-X-X-reszta hydrofo-
bowa. Motywy tego typu wystepujg w wielu biatkach
odnajdywanych w przedziatach endocytamych, o
ktérych wiadomo, ze posrednicza w internalizacji in-
nych biatek z powierzchni komérki [10]. Ekspresja
ILT3 jest szczegdlnie wysoka w komorkach dendry-
tycznych, ktérych gtéwna funkcjg jest pochtanianie
antygenéw i ich prezentacja limfocytom T. Do tej
pory opisano kilka r6znych receptor6w zaangazowa-
nych w pochtanianie antygenéw przez komérki den-
drytyczne. Jak sie wydaje jednym z nich moze by¢
ILT3 [33].
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Takze w przypadku ILT4 moznajedynie domyslac
sie jego funkcji. Wydaje sie, ze receptor ten moze
kontrolowaé¢ monocytarno-makrofagowg odpowiedz
zapalng hamujac aktywnos$¢ tych komdrek [22].

Ekspresja czasteczek ILT, z ktérych jedne stymu-
luja, ainne hamuja aktywacje komérek, moze wiec w
znaczacy sposob wptywaé na uktad odpornosciowy
zmieniajgc delikatng ré6wnowage pomiedzy pobu-
dzaniem a hamowaniem odpowiedzi immunologicz-
nej [3],

Podziekowania

Dziekuje Panu doc. dr hab. Piotrowi Ku$nierczykowi
oraz Pani dr Marii Manczak za ich cenne uwagi, kté-
re pomogty mi w napisaniu tej pracy.

Artykut otrzymano 1 lipca 2002
Zaakceptowano do druku 8 maja 2003

PiSmiennictwo

1 Torkar M, Haude A Milne S, Beck S, Trowsdale
Wilson MJ(2000) EurJ Immunol 30: 3655-3662

2. Liu WR, Kim JNwankwo C,Ashworth LK, Arm JP
(2000) Immunogenetics 51: 659-669

3. Borges L Hsu M-L,Fanger
(1997) J Immunol 159:5192-5196

4. Allen RL,Raine T,Haude A, Trowsdale J, Wilson M
J (2001) J Immunol 167:5543-5547

5. Wagtmann N, Rojo S Eichler E,Mohrenweiser H,
Long EO (1997) Curr Biol 7: 615-618

6. Saverino D, Fabbi M,Ghiotto F, Merlo A Bruno S
Zarcone D, Tenca C, Tiso M, Santoro G, Anastasi G,
Cosman D, Grossi CE, Ciccone E (2000)J Immunol 165:
3742-3755

7. Banham AH, Colonna M, Celia M, Mickiem KJ,
Pulford K, Willis AC, Mason DY (1999)J Leukocyte Biol
65(6): 841-845

N, Kubin M, Cosman D

8. Fanger NA, Cosman D, Peterson L Braddy SC,
Maliszewski CR and BorgesL (1998) EurJ Immunol 28:
3423-3434

9. Torkar M,Norgate Z Colonna M, Trowsdale ]
Wilson M J(1998) EurJ Immunol 28: 3959-3967

10. Samaridis JandColonna M (1997) EurJ Immunol 27:
660-665

106

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

Wende H Volz A Ziegler A (2000) Immunogenetics 51:
703-713

Volz A, Wende H,Laun K, Ziegler A (2001) Immunol Rev
Vol. 181: 39-51

Trowsdale J,Barten R, Haude A, Stewart CA, Beck S,
Wilson M (2001) Immunol Rev 181: 20-38

Young NT,Canavez F,Uhrberg M, Shum BP,Parham
P (2001) Immunogenetics 53: 270-278

Brown TA (2001) Genomy Wydawnictwo Naukowc PWN
Arm JP,Nwankwo C,Austen KF (1997)J Immunol 159:
2342-2349

Bellon T,Kitzig F, Sayos J Lopez-Botet M (2002)./
Immunol 168: 3351-3359

Martin AM, Kulski JK Witt C,Christiansen FT
(2002) Trends Immunol Vol. 23 No. 2: 81-88

Morton HC, Egmond M, Winkel JGJ (1996) CritRev Im-
munol 16: 423-440
Sawicki MW, Dimasi N, Natarajan K Wang J,

Margulies DH, Mariuzza RA (2001) Immunol Rev Vol.
181: 52-65

Jakobisiak M (2000) Immunologia Wydawnictwo Naukowe
PWN

Collonna M, Samaridis J,Cella M, Angman L, Allen
RL, Callaghan CA Dunbar R (1998)J Immunol 160:
3096-3100

Cosman D,Fanger N,Borges L, Kubin M, Chin W,
Peterson L, Hsu M-L (1997) Immunity, Vol. 7: 273-282
Chapman TL,Heikema AP, West AP,Jr,Bjorkman PJ
(2000) Immunity Vol. 13 (Nov.): 727-736

Lopez-Botet M,Llano M, Ortega M(2001) Immunol Rev
Vol. 181: 193-202

Colonna M, Navarro F,Bellon T,Liano M, Garcia P,
Samaridis JJAngman L, Cella M, Lopez-Botet M
(1991) J Exp Med Vol. 186, No. 11: 1809-1818

Navarro F,Liano M,Bellon T,Colonna M,Geraghty
DE, Lopez-Botet M (1999) EurJ Immunol 29: 277-283
Kenneth LR, Gamble S, Roth stein L, Gramm C, Baruj
B (1991) Cell Vol. 65: 611-620

Rachel LA, O’Callaghan CA, McMichael AJ,
Bowness P (1999)J Immunol 162: 5045-5048
Nakajiama H, Samaridis J,Angman L Colonna M

(1999) J Immunol 162:5-8

Egmond M, Damen CA, Spriel AB, Vidarsson G,
Garderen E,Winkel JGJ (2001) Trends Immunol Vol. 22 No.
4: 205-211

Dietrich J,Cella M, Colonna M (2001)J Immunol 166:
2514-2521

Cella M,Dohring C,Samaridis J Dessing M,
Brockhaus M, Lanzavecchia A Colonna M (1997)J
Exp Med Vol. 185, No. 10: 1743-1751

POSTEPY BIOCHEMII 49(2), 2003



Dolichole,

dtugotancuchowe

lipidy i1zoprenoidowe

biorgce udziat w modyfikacjach biatek

Dotichols, long-chain
protein modification

GRAZYNA SOSINSKA

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Lipidy izoprenoidowe — budowa w drozdzach, grzy-
bach nitkowatych i bakteriach
1. c/s-Prenylotransferaza
IV. Biosynteza fosforanu dolicholu
IV-1. Biosynteza difosforanu oc-poliprenolu
1V-2. Defosforylacja, saturacja i refosforylacja produk-
toéw c/s-PT w drozdzach
V. Funkcja fosforanu dolicholu w modyfikacji biatka
V-1 Funkcja w A-glikozylacji
V-2. Funkcja w 0-mannozylacji
V-3. Funkcja w syntezie GPI
VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: ALG (ang. Asparagine Linked
Glycosylation) — Alg7- UDP-GIcNAc transferaza, Algi —
P-1,4 mannozylotransferaza, Alg2 — a-1,3-, a-1,6 mannozylo-
transferaza, Alg3 — a-1,3 mannozylotransferaza, Alg9 —
a-1,2 mannozylotransferaza, Alg12 — a-1,6 mannozylotrans-
feraza, Algé — a- 1,3 glukozylotransferaza, Alg8 — a-1,3 glu-
kozylotransferaza, Alg10 — a-1,2 glukozylotransferaza; Asn
— asparagina; CHO — linia komérek ssaczych (ang. Chinese
Hamster Ovary); cis-PT — CcA-prenylotransferaza; DDDD —
motyw oznaczajacy sekwencje bogata w asparaging; DMAPP
— difosforan dimetyloallilu; Dol-P — fosforan dolicholu;
Dol-PGlc — dolichylofosfoglukoza; Dol-Pman — dolichylo-
fosfomannoza; Dol-P-PglcNAc — dolichylodifosfo-Macetylo-
glukozamina; DOXP — I-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan;
Dprnl — syntaza dolichylofosfomannozy; ER — retikulum en-
doplazmatyczne; Erg8 — kinaza mewalonianu; Erg 10 — tiolaza
acetyloacetylo-CoA; Erg12 — kinaza 5-fosfomewalonianu;
Erg 13 — syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA; Erg 19 —
dekarboksylaza 5-difosfomewalonianu; Erg20 — syntaza difos-
foranu famezylu; Etn — etanoloamina; FPP — difosforan fame-
zylu; Gasi — [3-1,3-glukozylotransferaza; GDP-Man — GDP-
mannoza; GIctNAc — A-acetyloglukozoamina; GIcN-acylPl —
A-acetyloglukozofosfatydyloinozytol; GIcN-PI — A-glukozylo-

Mgr inz., Laboratorium Glikobiologii Grzyb6w, Instytut Biofi-
zyki i Biochemii PAN, ul. Pawiriskiego 5a, 02-106 Warszawa,
e-mail: grazynas@ibb.waw.pl

POSTEPY BIOCHEMII 49(2), 2003

Isoprenoid

lipids required for

Contents:

. Introduction
Il. Isoprenoid lipids in yeast, filamentous fungi and bacte-
ria; occurrence and structure
I11. m-Prenyltransferase
IV. Biosynthesis of dolichyl phosphate
IV-1. Biosynthesis of a-poliprenyl diphosphate
1V-2. Déphosphorylation, saturation and rephosphory-
lation of cA-PT products in yeast
V. Function of dolichyl phosphate in protein modification
V-1.Function in A-glycosylation
V-2.Function in O-mannosylation
V-3.Function in GPI biosynthesis
V1. Conclusion

fosfatydyloinozytol; GPI — kotwica glikozylofosfatydyloino-
zytolu; GpilO — biatko katalizujgce dotgczenie trzeciej reszty
mannozy do prekursora kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolu;

GPI-MT-I — biatko katalizujgce dotagczenie pierwszej reszty
mannozy do prekursora kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolu;
GPI-MT Ill — biatko katalizujgce dotgczenie trzeciej reszty

mannozy do prekursora kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolu;
GPP — difosforan geranylu; Hmglp, Hmg2p — reduktaza
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA; Idil — izomeraza difosfo-
ranu izopentenylu; IPP — difosforan izopentenylu; Krel/2 —
biatka zaangazowane w synteze (3-glukanu; MEP — 2-C-me-
tylo-D-erytro-4-fosforan; OS — faiAcuch oligosacharydowy;
Ostlp, Ost5p, Swplp, Swbplp, Ost2p, St6p, Ostdp, Ost3p,
Ostép — podjednostki kompleksu OST (ang. oligosaccha-
ryltransferase)-, P-GIcCNAc — fosforan A-acetyloglukozo-
aminy; Pl — fosfatydyloinozytol; Pig-B — biatko katalizujace
dotaczenie trzeciej reszty mannozy do prekursora kotwicy gli-
kozylofosfatydyloinozytolu; PIG-M — biatko Kkatalizujace
przeniesienie pierwszej reszty mannozy do prekursora kotwicy
glikozylofosfatydyloinozytolu; PI-PLC — fosfolipaza C; Pkcl
— kinaza biatkowa C; PMT — D-mannozylotransferaza (ang.
protein 0-mannosyltransferase)\ Rer2 — cA-prenylotransfer-
azaw S. cerevisiae; Rftl — flipaza przenoszaca taincuch cukro-
wy: Man5GIcNAc2-PP-Dol do $wiatta retikulum endolazma-
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I. Wstep

Dtugotancuchowe lipidy izoprenoidowe (dolicho-
le i poliprenole) biorgce udziat w kotranslacyjnym
przytaczaniu reszt cukrowych do biatek, sg zlokali-
zowane w btonach endoplazmatycznego retikulum
(ER). Podstawowym elementem ich budowy jest pie-
cioweglowa reszta izoprenowa. Mogg wystepowac w
formie wolnych alkoholi oraz estrdw kwaséw
ttuszczowych lub fosforanéw tatwo ulegajgcych hy-
drolizie. Wystepujagce w komorkach eukariotycz-
nych stanowig mniej niz 1% fosfolipidow bton ko-
madrkowych, mimo to sg ich istotnym sktadnikiem.
Dolichole jako zwigzki wielonienasycone zmieniajg
poOtptynna strukture bton komérkowych a potaczenia
estrowe dolicholi i kwaséw ttuszczowych stanowig o
jej zréznicowanej budowie [1]. Lipidy izoprenoido-
we: sterole, dolichole, poliprenole a takze fancuch
boczny ubichinonu sg syntetyzowane w szlaku kwa-
su mewalonowego. Liczbe zwigzkdéw ktore powstaja
z udziatem reakcji zachodzgcych w szlaku mewalo-
nowym okre$la sie na ponad 23000. Wspélnym sub-
stratem do syntezy wiekszos$ci z nich jest difosforan
famezylu (FPP) — produkt reakcji katalizowanej
przez biatko Erg20 [2, 3]. Pierwszym enzymem wy-
korzystujagcym FPP jako czastke starterowg w
odgatezieniu prowadzgcym do syntezy dolicholi, jest
cfs-prenylotransferaza (c/s-PT) katalizujgca synteze
szkieletu weglowodorowego dolicholi. A-glikozyla-
cja jest jednym z podstawowych proceséw modyfi-
kacji biatek w komdrkach eukariotycznych podczas
ktérego jest budowany i kowalencyjnie wigzany z
biatkiem tancuch oligosacharydowy. Ufosforylowa-
ne formy dolicholi (Dol-P) petnig funkcje no$nika na
ktorym przez dotgczanie monomerycznych cukréow
formowany jest petnej dtugosci tancuch cukrowy o
budowie: GIcNAc2 ManoGlca bedacy donorem
tafncucha oligosacharydowego w procesie syntezy

Tabela 1
Dlugos¢ tancuchow weglowodorowych dolicholi i poliprenoli [11-13]

Organizm

Archea

Mycobacteriae
Eubakteriae
Trypanosoma brucei
Drosophila melanogaster
Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe

ssaki
rosliny

wigzania A-glikozydowego [4]. Budowa jego czesci
rdzeniowej jest wspélna dla r6znych glikoproteidéw
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co wynika z niezmiennego w trakcie ewolucji sposo-
bu jego biosyntezy. Dolichole sg takze no$nikiem
reszt cukrowych w O-mannozylacji oraz syntezie ko-
twicy glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI). Odpo-
wiedniki dolicholi — undekaprenole jako przenosni-
ki monocukréw petnig istotng funkcje w modyfikacji
sktadnikow Sciany komorek bakterii: O-antygenu,
peptydoglikanu, kwasu tejchowego [5].

Il. Lipidy izoprenoidowe — budowa w
drozdzach, grzybach nitkowatych i
bakteriach

Nazwa izoprenoli wywodzi sie od podstawowej
jednostki budujacej te zwigzki — izoprenu (Ryc.l).

CH,

!
H2C=C —-C=CH?2
H

Ryc. 1. Wzor strukturalny izoprenu [6],

Précz dolicholi, w ktérych jednostka izoprenowa a
podlega saturacji, wystepuja formy zawierajgce nie-
nasycone wigzanie a-izoprenowe, sg to poliprenole.
Przyktadem mogg by¢ undekaprenole zawierajgce
jedenascie reszt izoprenu, wystepujace u bakterii
oraz liczne poliprenole wystepujace u roélin [7]. Do-
lichole grzybéw z rodzaju Aspergillus wykazuja od-
mienng budowe od form wystepujgcych u drozdzy i
bakterii. Analiza rodziny dolicholi gatunku A. niger
wykazata wystepowanie trzech jednostek izopreno-
wych nasyconych: a,\|/,co oraz dodatkowej grupy eg-
zometylenowej przy jednostce izoprenowej co [8].

Ilo$¢ jednostek izoprenowych wchodzacych w
sktad poliprenoli jest gatunkowo specyficzna
(Tab. 1).

W komoérkach Eukaryota a takze Mycobacteriae
mamy do czynienia z rodzing izoprenoli, w ktdrej do-

110$¢ jednostek izoprenowych

11 (C55)

7-10 (C 35-50)
11 (C55)
11-12(C55-60)
16-17(C80-C85)
14-18(C 70-90)
18-23 (C90-115)
17 (C85)

19-21 (C95- 105)
8-40(C40- 200)

minuje jedna lub kilka charakterystycznych dtugosci
taricucha. Przykiadem mogg by¢ komdérki drozdzy
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S. cerevisiae, w ktorych synteza dolicholi jest zale-
zna od aktywnosci dwoch biatek: Rer2 i Srtl. Pro-
dukty cis-PT zaleznej od biatka Rer2 sg zbudowane z
14-18 jednostek izoprenowych, natomiast produkty
biatka Srtl sg dtuzsze i zawierajg 18-23 jednostek
izoprenowych (Ryc. 2). W komdrkach drozdzy prze-

OH
\\/_
cis ()
10-19

0 cis

OH

® cis | cis(v)

¥
0) cis CI'S(f ,)
14-20

Ryc. 2. Struktura izoprenoli w komérkach: A. S. cerevisiae [10], B.
E. coli [9], C. A. niger [8],

wazajg formy krétsze bedace produktami biatka
Rer2, natomiast produkty Srtl nie sg wykrywalne w
logarytmicznej fazie wzrostu drozdzy. Niska zawar-
tos¢ produktéw biatka Srtl moze wynika¢ z kompe-
tycji o substrat — difosforan farnezylu (FPP) lub
difosforan geranylu (GPP) (poréwnaj ponizej), ktora
zachodzi miedzy dwoma cis-PT. Przy zwiekszonym
poziomie substratu obserwowano bowiem pojawie-
nie sie nietypowej dla szczepu dzikiego puli polipre-
noli zbudowanych z 27 jednostek izoprenowych
[14], Ssacze komorki np.CHO (ang. Chinese hamster
ovary) zawierajg dolichole o dtugosci C85-C100 z
dominujaca dtugoscig C95, natomiast u grzybow nit-
kowatych A. niger dtugos¢ dolicholi wynosi od 18 do
24 jednostek izoprenowych z przewaga dolicholi o
21 jednostkach izoprenowych (Tab. 2).

I11. c/s-Prenylotransferaza

czs-PT (EC:2.5.1.31) jest pierwszym enzymem
dolicholowego odgatezienia szlaku kwasu mewalo-
nowego. cis-PT jest (Z)-prenylotransferazg zalezng
od Mg2+ katalizujaca wydtuzanie tancucha polipre-
nolowego dehydropoliprenoli przez dotaczanie
czastek difosforanu izopentenylu (IPP) w konfigura-
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Tabela 2

Sktad rodziny dolicholi w A. niger [8]

Dhugosc¢ dolicholi Zawartosc
(jednostki izoprenowe)

18 1%

19 12%

20 29%

21 37%

22 15%

23 6%

24 1%

cji cis do ditrans difosforanu farnezylu (FPP) [15]
(Ryc. 3). Ponadto czs-PT moze wykorzystywaé jako

FPP
M 0-pP-P
© lrrans trans
(n+1)IPP
>—_ 0-P-P
c/s- PT I
v

Rer2, Srtl
0-P-P
o trans trans | cis J /s

difosforan poliprenolu

Ryc. 3. Reakcja wydtuzania tancucha weglowodorowego poliprenoli
[15].

czastke starterowg, cho¢ z mniejszg wydajnoscig, di-
fosforan geranylu (GPP) lub difosforan citronellylu
[16]. Skrystalizowanie cfs-PT z Micrococcus luteus
pozwolito stwierdzié, ze o strukturze trzeciorzedo-
wej enzymu decyduje motyw bogaty w asparagine
(DDDD) [17]. Zgodnie z tym modelem miejsce kata-
lityczne wyznacza hydrofobowe centrum aktywne.
Jego pojemno$¢ umozliwia akumulacje hydrofobo-
wego szkieletu weglowego produktu reakcji. Cen-
trum Kkatalityczne wigze szkielet weglowy FPP,
wigzanie to jest stabilizowane w wyniku od-
dziatywania grupy fosforanowej FPP z dodatnim ta-
dunkiem trzydziestej reszty glicyny, trzydziestej
pierwszej reszty asparaginy, trzydziestej drugiej
reszty glicyny oraz trzydziestej trzeciej reszty argini-
ny tworzacych tzw. petle P znajdujacg sie u wejscia
do centrum aktywnego oraz przez utworzenie wigzan
miedzy jonami magnezu a negatywnym tadunkiem
grupy fosforanowej FPP. IPP moze by¢ wigzane
przez oddziatywanie z pozytywnymi tadunkami 197
i 203 reszty argininy (Ryc. 4). Mechanizm terminacji
wydtuzania tancucha weglowego poliprenoli,
bedacy przyczyng zmiennej dtugosci produktow re-
akcji katalizowanych przez cis-PT z rdznych organi-
zmow dotychczas nie jest poznany. Przypuszcza sie,
ze przyczyng zmiennej dtugosci izoprenoli u réznych
gatunkéw moze by¢ pojemnos$é hydrofobowego cen-
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Ryc. 4. Model centrum katalitycznego c«-PT M. luteus [17].

trum aktywnego, w ktorym akumulowany jest pro-
dukt. Wedtug modelu proponowanego dla cis-PT z
E. coli [18] centrum aktywne wyznacza motyw
ztozony z dwoch struktur a i czterech struktur p,
tworzacych tunel, w ktérym wigzane sg substraty i
jest akumulowany produkt reakcji (Ryc. 5). Przy po-
mocy ukierunkowanej mutagenezy pokazano, ze za-
miana aminokwasu o duzym tancuchu bocznym na
mniejszy podstawnik prowadzi do syntezy dtuzszych
produktow nietypowych dla aktywnosci cis-PT. Za-
miana leucyny 137 na alanine zwieksza pojemnos$¢
centrum, tym samym umozliwia synteze dtuzszych
produktow (C70) zamiast C55. Poréwnanie sekwen-
cji cis-PT drozdzy S. cerevisiae, ktora katalizuje syn-
teze dolicholi zbudowanych z 14-16 reszt izopreno-

D=DQ@IO0O=0

Ryc. 5. Model przestrzenny c/s-PT E. coli [18], Hydrofobowe centrum
katalityczne, zaznaczono aminokwasy majace wptyw na formo-
wanie produktu.

wych z sekwencjg m-PT E. coli wskazuje, ze w
miejscu odpowiadajgcym leucyniel37 E. coli wyste-
puje alanina 154 co potwierdza przypuszczenie, ze
wielko$¢ tancucha bocznego aminokwasu moze by¢
jednym z czynnikéw majacych wptyw na dtugosé
syntetyzowanego produktu. Dodatkowo zamiana
alaniny 69 na leucyne powodowata akumulacje pro-
duktu o 30 atomach wegla, co sugeruje, ze mniejszy
tancuch boczny alaniny ma znaczenie dla
wydtuzania produktu do diugosci C55 (Ryc. s).
Stopien homologii miedzy sekwencjami biatek
Rer2 i Srtl wynosi okoto 30%. Niezaleznie od podo-
bieristw strukturalnych biatka Rer2 i Srtl podlegaja
odmiennemu mechanizmowi regulacji a takze sg zlo-
kalizowane w innych przedziatach komoérkowych.
Biatko Rer2 zasocjowane jest z ER. Rer2 odpowiada
za gtéwng aktywnos$¢ ds-PT a kodujacy go gen ulega
ekspresji konstytutywnej. Biatko Srtl zlokalizowane
jest w ciatach lipidowych, jego ekspresja ulega in-
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Ryc. 6. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw (Z)-prenylotransferaz z: E. coli (Swiss Prot Q47675), M. luteus (Swiss Prot 082827), S. cerevisiae: Rer2
(Swiss Prot P35196), S. cerevisiae Srtl (Swiss Prot Q03175). Szarym kolorem zaznaczono sekwencje homologiczne, strzatka wskazuje amino-
kwasy mogace mie¢ wptyw na dtugos¢ produktu: leucyna 137 E. coli odpowiada alaninie 154 w biatku Rer2 S. cerevisiae.
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dukcji po przejsciu drozdzy do stacjonarnej fazy
wzrostu. Do indukcji SRT1 dochodzi rowniez w wa-
runkach unieczynnienia genu RER2, kiedy biatko
Srtlprzejmuje funkcje gtéwnej czs-PT [19].

IV. Biosynteza fosforanu dolicholu

1V-1. Biosynteza difosforanu a-poliprenolu
Podstawowe sktadniki z ktérych zbudowany jest

szkielet dolicholi i poliprenoli: difosforan farnezylu

(FPP) i difosforan izopentenytu (IPP) powstajg w

szlaku kwasu mewalonowego, w wyniku prze-

ksztatcen acetyloCoA (Ryc. 7). Szlak ten jest dobrze

2x Acetylo-CoA

t Ergl0
AcetyloacetyloCoA
T
HMG-CoA Erg13
T Hmgl, Hmg2

mewalonian
Ergl2
5-fosfomewalonian
} Erg8
5-difosfomewalonian

Idi 1
IPP  +——-- + DMAPP
~ | Erg20
GPP
| Erg20
FPP
Nggil Rer2
DIFOSFORAN

POLIPRENOLU

18-23 jednostek : 14-18 jednostek

izoprenowych : izoprenowych
CIALKA : l

LIPIDOMIE ' ER

: DOLICHOL

Ryc. 7. Biosynteza dolicholi a szlak kwasu mewalonowego.

scharakteryzowany w komaérkach drozdzy S. cerevi-
siae. W wyniku kondensacji dwéch czastek acetylo-
CoA, katalizowanej przez tiolaze acetyloacetylo-
CoA (biatko Erg10), powstaje acetyloacetyloCoA
[20-21]. Zwigzek ten jest substratem dla syntazy
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (biatka Ergi3)
[22], Redukcja 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA,
katalizowana w komdrkach drozdzy przez dwa
biatka: Hmglp, Hmg2p [23], prowadzi do powstania
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kwasu mewalonowego. Kinazy Ergl2p i Ergsp katali-
zuja fosforylacje mewalonianu do 5-difosfomewalo-
nianu [24-25]. W wyniku jego dekarboksylacji kata-
lizowanej przez biatko Erg 19, 5-pirofosfomewalo-
nian jest przeksztatcany w piecioweglowy zwigzek
— difosforan izopentenytu (IPP) [26-27]. Enzymy
zaangazowane w synteze IPP w komérkach drozdzy
zlokalizowane sg w cytosolu po cytoplazmatycznej
stronie ER, wyjatek stanowi reduktaza HMG-CoA,
ktora jest integralnym biatkiem btonowym [28].

W plastydach roslin, alg, chryzofitdw oraz u nie-
ktérych chorobotwérczych bakterii i parazytéw zo-
stata zidentyfikowana alternatywna droga otrzymy-
wania IPP [29]. W tym przypadku synteza IPP rozpo-
czyna sie od reakcji pirogronianu z aldehydem 3-fosfo-
glicerynowym katalizowanej przez syntaze 1-deoksy-D-
-ksylulozo-5-fosforanu (syntaze DOXP). DOXP jest
przeksztatcany przez reduktoizomeraze zalezng od
NADPH, produktem reakcji jest 2-C-metylo-D-erytro-
4-fosforan (MEP). Kolejne reakcje katalizowane
przez syntaze CDP-ME, CDP-ME kinaze, cyklodi-
fosfo-ME syntaze, fosfatazy, reduktazy i dehydrata-
ze prowadzg do otrzymania IPP.

IPP w kolejnych reakcjach jest przeksztatcany
przez biatko Idil katalizujgce izomeryzacje IPP do
difosforanu dimetyloallilu (DMAPP) [30] oraz
biatko Erg20 (E)-prenylotransferaze katalizujacg
kondensacje IPP i DMAPP w konfiguracji trans pro-
wadzgcg do powstania difosforanu geranylu (GPP).
Biatko Erg20 katalizuje rdwniez dotgczenie kolejnej
czasteczki IPP do GPP [31-33] w wyniku czego po-
wstaje zwigzek pietnastoweglowy: pirofosforan far-
nezylu (FPP) zawierajacy trzy nienasycone wigza-
nia, z ktéorych dwa wewnetrzne sg w konfiguracji
trans. FPP jest starterem, do ktérego przytgczane sg
kolejne czgstki IPP w konfiguracji cis w reakcji kata-
lizowanej przez (Z)-prenylotransferaze (cis-PT) co
prowadzi do syntezy difosforan6w poliprenoli.

IV-2. Defosforylacja, saturacja i refosforylacja
produktéw cis-PT w drozdzach

Difosforany poliprenoli bedgce produktami reak-
cji katalizowanej przez cA-PT ulegajg przeksztatce-
niom prowadzgcym do syntezy dolicholi. Pierwszy
etap reakcji polega na defosforylacji w wyniku czego
powstaje alkohol poliprenolowy. Nastepnie jego
reszta izoprenowa a ulega saturacji. Wprawdzie do-
tychczas nie zidentyfikowano biatek biorgcych
udziat w tym procesie, jednakze uwaza sie, ze satura-
cja ma zwigzek z rozpoznaniem diugosci tancucha
dehydrodolicholu przez 50kDa biatko, ktére od-
dziatywuje z hydrofobowag czescig dehydrodolicholu
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uniemozliwiajagc jego dalsza elongacje [34].
Zwigzek dtugosci poliprenolu z procesem saturacji
moze mie¢ funkcje regulatorowg w syntezie dolicho-
li w komérkach drozdzy. Cze$¢ produktéw biatka
Srtl katalizujgcego synteze diuzszych poliprenoli
(C80-120) wystepuje w formie nienasyconej. Z dru-
giej strony fakt ten moze mie¢ réwniez zwigzek z
utrudniong dystrybucjg a-saturazy odpowiedzialnej
za reakcje redukcji wigzan a do ciat lipidowych
gdzie zlokalizowane jest biatko Srtl.

Dolichol powstajagcy w wyniku saturacji a-de-
hydrodolicholu, moze ulec refosforylacji w wyniku
dziatania CTP zaleznej kinazy. Potwierdzajg to bada-
nia zuzyciem znakowanych [gamma-32P] trifosfonu-
kleotydéw [35-36]. Uwaza sie, ze w drozdzach S. ce-
revisiae w proces refosforylacji jest zaangazowane
biatko Sec59. Termowrazliwy mutant genu SEC59
wykazuje obnizony poziom fosforanu dolicholu
(Dol-P) do 48% w temperaturze permisyjnej i 10% w
temperaturze restrykcyjnej w poréwnaniu ze szcze-
pem dzikim, akumuluje niekompletnie glikozylowa-
ne biatka w ER oraz wykazuje zaburzenia w syntezie
Dol-PMan, O-mannnozylacji i syntezie kotwicy fos-
fatydyloinozytolu (GPI). Dodanie egzogennego
Dol-P odwraca efekt mutacji sec59 [37].

o H
" N~
Dol-PP-0S-OST D |

katalizowanej przez transferaze Alg7p. Do
Dol-P-PGIcNAc dotgczana jest kolejna czasteczka
GIcNAc z utworzeniem wigzania p-l,4-glikozydo-
wego. Przeniesienie pieciu reszt mannozy z aktyw-
nych donoréw — czastek GDP-Man z udziatem
transferaz: Alglp, Alg2p jest ostatnim etapem reak-
cji zachodzacym po zewnetrznej stronie ER. Ufor-
mowany na Dol-P tancuch cukrowy przenoszony jest
do Swiatta ER przez flipaze — biatko Rftl [38]. Po
wewnetrznej stronie ER za posrednictwem transfe-
raz: Alg3p, Alg9p, Algl2p, Algsp, Algsp, AlglOp
do uformowanego na Dol-P taricucha: GIcNAc2Mans
dotaczane sg kolejne czastki mannozy iglukozy, kt6-
rych donorami sg Dol-PMan i Dol-PGlc [39]. Ufor-
mowany tancuch: GIcNAc2MangoGlcsjest kotransla-
cyjnie przenoszony na glikozylowane biatko zawie-
rajace motyw: Asn-X-Ser/Thr rzadziej Asn-X-Cys,
Asn-Gly-Gly-Thr, (X~Pro). Wedtug hipotetycznych
modeli sekwencje te umozliwiaja przyjecie przez
biatko struktury petli, ktéra tworzona jest przez od-
dziatywanie miedzy P-amidowym azotem asparagi-
ny a grupa hydroksylowag seryny lub treoniny
(Ryc. 8A) lub przez wigzania wodorowe miedzy
P-karbonylowg grupg asparaginy a grupg hydroksy-
lowg i p-amidowym azotem treoniny lub seryny

!
H H H N~
Dol-PP-0S-0OST b 0

CcH

Ryc. 8. Struktura biatka umozliwiajaca przytaczenie tancucha oligosacharydowego.

V. Funkcja fosforanéw dolicholi w
modyfikacji biatka

V-I. Funkcja w A-glikozylacji

A-glikozylacjajest mody fikacja polegajgca na ko-
translacyjnym przytaczeniu tancucha cukrowego do
biatka. £ancuch cukrowy jest syntetyzowany na no-
$niku lipidowym a nastepnie jest przenoszony na
biatko z utworzeniem wigzania A-glikozydowego
miedzy azotem asparaginy glikozylowanego biatka a
A-acetyloglukozoaming. Po zewnetrznej (cytopla-
zmatycznej) stronie ER do reszty fosforanowej
Dol-P dotgczany jest pierwszy cukier — fosforan
A-acetyloglukozoaminy (P-GIcNAc). Jest on prze-
noszony z aktywnej formy UDP-GIcNAc w reakcji
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(Ryc. 8B). Struktura ta jest niezbedna do zwigzania
kompleksu oligosacharydotransferazy (OST) katali-
zZujacego przeniesienie cukrowego z
Dol-PPGIcaMan9aNAc2 na biatko. Drozdzowy kom-
pleks OST jest biatkiem integralnym ER i sktada sie
z dziewieciu podjednostek: Ostlp, Ost5p, Swplp,
Swhbplp, Ost2p, Stt3p, Ostdp, Ost3p, Ostep
tworzgcych trzy kompleksy [40].

tahncucha

V-2. Udziat dolicholu w O-mannozylacji

Strukture fancucha cukrowego zwigzanego z
resztg seryny lub treoniny biatka wigzaniem O-gliko-
zydowym po raz pierwszy scharakteryzowali Sen-
tandreu i Northcote [41]. Zwigzany O-gliko-
zydowo tanicuch cukrowy jest nierozgateziony i za-
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wiera cztery do pieciu reszt mannozy. Jednakze licz-
ba O-glikozydowo zwigzanych taficuchow moze by¢
duza, z tego wzgledu O-mannozylacja moze w
znaczacy sposob wptywacé na strukture i stabilno$c
biatka. W eksperymentach in vivo pokazano, ze w
procesie O-mannozylacji donorem reszt mannozy
jest Dol-PMan. Unieczynnienie pojedynczej kopii
syntazy Dol-PMan {DPMI) powodowato wytgczenie
0-mannozylacii [42]. Czasteczki mannozy sg prze-
noszone z lipidowego nos$nika na biatko z utworze-
niem wigzania O-glikozydowego miedzy grupa hy-
droksylowg seryny lub treoniny a A-acetyloglukozo-
amina. Przeniesienie mannozy na biatko jest katali-
zowane przez specyficzne sacharylotransferazy, kto-
re w komdrkach drozdzy S. cerevisiae zostaty ziden-
tyfikowane jako kompleks PMT zbudowany z sied-
miu podjednostek [43]. Zalezno$¢ miedzy dolicholo-
zalezng mannozylacja biatek a budowg $ciany ko-
morkowej wykazano w eksperymentach z wykorzy-
staniem mutantow genow PMT1-4. Mutanty droz-
dzowe Apmtlpmt2pmt3 lub Apmt2pmt3 lub Apmt-
2pmt4 wymagaty stabilizacji osmotycznej np. przez
dodanie do pozywki 1molowego sorbitolu. Rowniez
inne podwajne i potréjne delecje w genach PMT po-
wodowaty uszkodzenie S$ciany komorkowej obja-
wiajgce sie: tworzeniem agregatéw komorkowych w
hodowli ptynnej oraz podwyzszong wrazliwoscig ko-
morek na Srodki destabilizujgce Sciane. Unieczyn-
nienie Apmtlpmt2pmt4, Apmt2pmt3pmt4 jest letal-
ne. Biatka Pmtl i Pmt2 biorg udziat w O-mannozyla-
cji enzyméw odpowiedzialnych za synteze i hydroli-
ze polimerdw $ciany komdrkowej takich jak chityna-
zy oraz biatka zaangazowane w synteze (3-glukanu
(Krel/2) i Gasi (P-1,3-glukozylotransferaza). Mimo
podobienistwa fenotypu mutantéw pmt do fenotypu
mutantéw drozdzowych zaburzonych w szlaku inte-
gralnosci komdrkowej zaleznym od kinazy biatko-
wej Pkcl nie udowodniono bezposredniej zaleznosci
regulacji PMT od tego szlaku [44].

V-3. Udziat dolichotu w syntezie kotwicy glikozylo-
fosfatydyloinozytolu

W komérkach eukariotycznych fosforany doli-
chotu bioragréwniez udziat w syntezie kotwicy gliko-
zylofosfatydyloinozytolu (GPI). GPI tworzy wigza-
nie kowalencyjne z hydrofilowymi biatkami i odpo-
wiada zajego kotwiczenie w btonach komdrkowych
[45-49]. Kotwica GPI dotgczana jest posttranslacyj-
nie do C-konca modyfikowanego biatka przez kom-
pleks enzymatyczny, ktéry rozpoznaje specyficzng
sekwencje sygnatowg. Odcinek sygnatowy biatka
ma charakterystyczna budowe ztozong z trzech cze-
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Sci: sekwencji zawierajgcej motyw rozpoznawany
przez kompleks przytgczajagcy GPI, domene hydro-
fobowa zbudowang z 10-12 aminokwasoéw oraz roz-
dzielajgca je sekwencje hydrofilowg zbudowang z
mniej niz 10 aminokwaséw [50-54]. Konserwowana
struktura GPI powstaje w wyniku dotgczenia reszt
cukrowych oraz fosfoetanolaminy do fosfatydylo-
inozytolu (Pl). Jak pokazano na rycinie 7 kotwica
GPI ma budowe glikolipidu, ktéra w komérkach réz-
nych organizméw eukariotycznych ma wspolng
strukture: biatko-CO-NH-(CH2)2-Po 4-(6)Man(a 1,2)
Man(ale)Man(al,4)G1cNHz2 (a l,6)myo-inozytol-
P0O4-lipid (Ryc. 9) [55-58], Wczesne etapy syntezy

blona cytoplazmatyczna

Ryc. 9. Struktura kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolu.

glikolipidu zaré6wno w komorkach ssaczych i Trypa-
nosoma polegajg na przeniesieniu GIcNAc z UDP-
GIcNAc na Pl i deacetylacje N-acetyloglukozami-
no-1P [59-61]. W poczatkowych etapach syntezy
GPI u Trypanosoma powstajg dwie formy GPI r6z-
nigce sie modyfikacjg inozytolu polegajgca na acety-
lacji jego grupy hydroksylowej (GlcN-acylPIl i
GIcN-Pl) natomiast u ssakdw wystepujgjedynie for-
my zawierajace zacylowang grupe inozytolu . Mody-
fikacja ta nadaje oporno$¢ na trawienie przez fosfoli-
paze C (PI-PLC) wykazujgcg specyficzne powino-
wactwo do Pl [62]. Wykazano, ze zmodyfikowane
formy GPI oporne na trawienie fosfolipazg C po-
wstajg rowniez w drozdzach, u ktorych we frakcji
btonowej po dodaniu UDP-[14 C]GIcNAc i CoA lub
palmityloCoA wykazano zdolnos$¢ syntezy [14C]Glc-
N-acylPl. Synteza acylowanej formy GIcN-PI jest
obligatoryjnym etapem w biosyntezie GPIl. Uwaza
sie, ze modyfikacja polegajgca na acetylacji inozyto-
lu jest wymagana do rozpoznania substratu przez
Dol-PMan zalezng mannozylotransferaze. U dro-
zdzy oraz w komérkach ssaczych i Trypanosoma w
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p6zniejszych etapach syntezy GPI grupa acylowa
ulega usunieciu, czynigc ostateczng forme GPI wra-
zliwg na trawienie PI-PLC. Dol-P bierze udziat w
syntezie GPI na etapie nastepujgcym po acetylacji.
Na bezposredni udziat doticholu w przytgczaniu
reszt mannozy do struktury GPIl wskazujg doswiad-
czenia ze znakowanym [2-3H] myo-inozytolem prze-
prowadzane na drozdzowym mutancie genu DPMI
kodujgcego syntaze Dol-PMan. Mutanty dpm| zabu-
rzone w syntezie Dol-PMan akumulowaty interme-
diaty GPI pozbawone Man: GlcN-(acyl-P [3H]I, [3H]
myo-inozytol oraz [3H]G1cN. Wynik ten wskazuje,
ze Dol-PMan jest donorem reszt mannozy niezbed-
nej do utworzenia funkcjonalnej formy GPI [63].
Biatka katalizujgce przeniesienie reszt mannozy z
Dol-PMan na kotwice GPI nie sg w peini scharakte-
ryzowane. Za ten etap syntezy odpowiadajg trzy ro-
dzaje transferaz dotgczajgce reszty mannozy z utwo-
rzeniem roznych rodzajow wigzan. W linii komadrek
ludzkich scharakteryzowano biatko przenoszace
pierwszg mannoze na kotwice GPl (GPI-MT-I)-
PIG-M . Scharakteryzowanie tego biatka byto szcze-
golnie istotne. Udowodniono, ze ssacza GPI-MTI
wykorzystuje inny substrat niz z Trypanosoma bru-
cei (odpowiednio GlcN-acylPl i GIcN-Pl), synte-
tyczne analogi substratu GPI-MT-I hamowaty man-
nozylacje u T. brucei [64]. Z tego wzgledu regulacja
aktywnosci enzymu katalizujagcego przeniesienie
pierwszej reszty mannozy z Dol-PMan na kotwice
GPIl moze by¢ istotna w opracowaniu skutecznej che-
mioterapii przeciwko malarii. W komdrkach ssa-
czych scharakteryzowano réwniez trzecig mannozy-
lotransferae (GPI-MT Ill) przenoszacg trzecig reszte
mannozy z DolP Man na 2Manal-6Manal-4 NGlc-
myo-inozytol-lipid. Jest to biatko Pig-B, jego dro-
zdzowym ortologiem jest biatko GpilO [65-66].

Podsumowanie

Dtugotanicuchowe lipidy biorgce udziat w modyfi-
kacji biatek sg niezbedne dla funkcjonowania ko-
moérki. Mimo poznania struktury cfs-PT bakteryjnej
wcigz nie jest do korfica wyjasniony mechanizm de-
cydujacy o réznorodnosci budowy tych zwigzkdw u
roznych gatunkéw a nawet w obrebie tego samego
rodzaju komdrek. Otwarte pozostaje rowniez pozna-
nie przebiegu syntezy dolicholi grzybéw nitkowa-
tych, réznigcych sie budowg (poréownaj wyzej) od
wystepujacych w komérkach drozdzy i ssaczych. Po-
nadto m.in. nasze ostatnie badania {Yeast FEMS Re-
search) wskazujg na zwigzek pomiedzy biosyntezg
dolicholi i dolicholo-zaleznymi glikozylacjami
biatek oraz syntezg GPI i integralno$cia $ciany ko-
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mérkowej drozdzy. Dlatego tez poznanie mechani-
zmow regulujacych synteze lipidowych no$nikow
reszt cukrowych pozostaje wcigz ciekawym tematem
do dalszych badan.
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Charakterystyka karboksygenazy-oksygenazy rybulozo-
1,5-bisfosforanu (rubisko). Kierunki badan

Characterisation of ribulose-1,5-bisphosphate carboxy-
lase/oxygenase (rubisco). Direction of studies

RAFAL BARTOSZEWSKI1 IZABELA L ACZMANSKA1, JAROSEAW
KROLICZEWSKI2 ANDRZEJ SZCZEPANIAK3

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Przyczyny bifunkcyjnosci rubisko

I1l.  Zmienno$¢ gatunkowa a wspoétczynnik specyficznosci
rubisko

IV.  Struktura

V. Mechanizm reakcji enzymatycznej

V1. Rola malej podjednostki

VI1I. Modyfikacje genetyczne w duzej podjednostce

VI1Il. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: ATP — trifosforan adenozyny;
Ch.r chlamydomonas reinhardtii', Kc stata Michaelisa karbok-
sylacji; kcat(C) stata reakcji karboksylacji; kcat(0) — stata reak-
cji oksygenacji; KO— stata Michaelisa oksygenacji; L — duza
podjednostka rubisko; NADH — zredukowany nukleotyd niko-
tynamidoadeninowy; NADPH — zredukowany fosforan nukle-
otydu nikotynamidoadeninowego; rbcL — gen kodujacy duzg
podjednostke rubisko; rbcs— gen kodujacy matapodjednostke
rubisko; Rh.r — Rhodospirillum rubrum‘, RuBP — rybulo-
zo-1,5-bisfosforan; S — mata podjednostka rubisko; SF —
wspoétczynnik specyficznosci; Syn — Synechococcus', V€ —
szybko$¢ reakcji karboksylacji; Vc — maksymalna szybkos$¢
karboksylacji; VO— maksymalna szybkos$¢ oksygenacji; vO—
szybkos¢ reakcji oksygenacji.

. Wstep

Istnienie organizméw zywych na Ziemi, a takze
funkcjonowanie catej biosfery oparte jest przede
wszystkim na wykorzystaniu energii stonecznej,
przeksztatcanej w energie wigzan chemicznych.

‘Mgr, Ar, dr hab.; Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej,
Zaktad Biofizyki, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148
Wroctaw, tel. 071 3752243, fax 071 3752234; ra-
fal@bf.uni.wroc.pl, Jaroslaw.Kroliczewski@ibmb.uni.wroc.pl,
Andrzej.Szczepaniak@ibmb.uni.wroc.pl
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Konwersja ta odbywa sie w procesie fotosyntezy,
prowadzonym przez rosliny, glony oraz niektére gru-
py bakterii. W czasie trwania fotosyntezy z atmosfe-
ry pobierany jest dwutlenek wegla, a uwalniany mo-
lekularny tlen (fotosynteza tlenowa, dominujaca);
istniejg takze grupy mikroorganizmow, np. Oscillo-
chloris trichonides uzywajace energii $Swietlnej do
produkcji zwigzkdw organicznych aniewydzielajace
przy tym tlenu (fotosynteza beztlenowa) [1].

W procesie fotosyntezy bierze udziat kilkadzie-
sigt biatek funkcjonujacych w btonie (faza jasna fo-
tosyntezy) oraz w stromie chloroplastow Eukaryota
albo w cytoplazmie u Prokaryota (faza ciemna foto-
syntezy). Kluczowym, a zarazem najwolniejszym i
limitujacym wydajno$¢é etapem fotosyntezy jest
przytaczenie czagsteczki dwutlenku wegla do rybulo-
zo-1,5-bisfosforanu (RuBP). W efekcie powstaje
nietrwaty zwigzek szescioweglowy, rozkiladany na-
stepnie do dwéch czastek trojweglowych kwasu
3-fosfoglicerynowego. Etap ten, zwany karboksyla-
cjg, katalizowany jest przez karboksylaze/oksygena-
ze rybulozo-1,5-bisfosforanu (rubisko, EC 4.1.1.39).
W procesie tym jedyny istotny iloSciowo, nieorga-
niczny wegiel (C02) wigczany jest w obieg organicz-
ny, awiec jest gtbwnym ogniwem tgczacym atmosfe-
re i biosfere. Kazdego roku organizmy fotosynte-
tyczne redukujg do weglowodanéw 10% atmosfe-
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rycznego CO02, daje to 1017 graméw zwigzanego we-
gla na rok [2, 3]. Biorac pod uwage niskg aktywnosé
witasciwg, aby zwigzac tg ilos§¢ C02wymagane jest
okoto 4x 1013g biatka, awiec rubisko jest najbardziej
rozpowszechnionym biatkiem na Ziemi i stanowi
0,2% wszystkich biatek [4, 5]. Enzym ten to ponad
50% biatek rozpuszczalnych liscia [4].

Z tych powoddéw enzym ten skupit uwage wielu
naukowcéw. Wyizolowali go po raz pierwszy w 1947
rokuWildman i Boner [5]. Obecnie w bazie da-
nych ,NCBI Entrez” zdeponowano ponad 3000 se-
kwencji duzej podjednostki rubisko (L) [6], Gen ko-
dujacy duzgpodjednostke rubisko (rbcL) byt pierw-
szym sklonowanym genem kodowanym przez DNA
chloroplastowe [7]. Geny kodujgce matgpodjednost-
ke rubisko (rbcS) byty pierwszg grupa roslinnych,
jadrowych genéw klonowanych, sekwencjonowa-
nych i ekspresjonowanych [8]. Badania nad matg
podjednostkg Rubisko doprowadzity do odkrycia
peptydu tranzytowego [9], N-terminalnej prese-
kwencji, kierujacej biatko do chloroplastow. Bada-
nia nad powstawaniem holoenzymu z 8 duzych i 8
matych podjednostek doprowadzity natomiast do od-
krycia biatek opiekuriczych [10-12].

W 1971 roku odkryto, ze enzym ten katalizuje do-
datkowo drugq reakcje z udziatem tlenu, oksygena-
cje rybulozo-1,5-bisfosforanu [13]. Jest to pierwsza
reakcja w procesie fotorespiracji [14]. C02 i 02
wspdtzawodniczag o to samo miejsce i o substrat
(RuBP) w centrum katalitycznym duzej podjednost-
ki. Karboksylacja odpowiedzialna jest za asymilacje
C02 oksygenacja prowadzi do utraty C02na drodze
fotorespiracji i w konsekwencji obniza wydajnos$¢
fotosyntezy [15]. Wykrycie bifunkcyjnosci rubisko
zwiekszyto zainteresowanie tym enzymem. Okazato
sie, ze rozdzial RuBP miedzy fotosynteze a fotood-
dychanie ma wptyw na wydajno$¢ pierwszego z tych
procesdw. Zmodyfikowanie rubisko tak, by nie kata-
lizowata ona utleniania substratu, znacznie popra-
witoby produktywnos$¢ roslin. Stato sie to waznym
aspektem badan [16].

Il. Przyczyna bifunkcyjnosci rubisko

Fotosynteza jest procesem, ktéry powstat w wa-
runkach beztlenowych. Pierwszymi organizmami fo-
tosyntezujgcymi byty najprawdopodobniej organi-
zmy beztlenowe, potem, okoto 3 miliardy lat temu,
pojawity sie sinice, prowadzace fotosynteze tle-
nowg. Poczgtkowo produkowany przez nie tlen re-
agowat z oceanicznymi poktadami zelaza, gdy te sie
wyczerpaty, zaczat przedostawaé sie do atmosfery.
Dalsza ewolucja fotosyntezy przebiegata w warun-
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kach tlenowych. Efektem tego jest miedzy innymi bi-
funkcyjno$¢ kluczowego enzymu fazy ciemnej —
rubisko.

Na poczatku pojawienia sie tlenu w atmosferze
zjawisko bifunkcyjnosci rubisko nie byto zbyt du-
zym problemem, bo jakkolwiek C02i 0 2sg dla sie-
bie inhibitorami kompetycyjnymi, to stezenie C02
byto relatywnie duze w poréwnaniu do stezenia 0 2.
W trakcie uptywu czasu tlenu zaczeto przybywa¢, a
ilos¢ dwutlenku wegla zaczeta male¢ az do wartosci
obserwowanych dzisiaj, gdy tlen stanowi 21% a
dwutlenek wegla 0,03% ziemskiej atmosfery. W tych
warunkach rubisko kazdego fotoautotrofa jest row-
niez oksygenaza, katalizujgcg reakcje utleniania
$rednio 2,5-3 razy rzadziej niz karboksylacje. Gdyby
stezenia obu gazow byty jednakowe, karboksylacja
przebiegataby jednak 80 razy czeSciej niz oksygena-
cja [2]. Szacuje sie, ze tak zwane fotooddychanie po-
woduje spadek wydajnosci fotosyntezy od 10% do
40 %, prowadzi ono bowiem do powstania z utlenio-
nego RuBP czgsteczki 3-fosfoglicerynianu oraz fos-
foglikolanu. Dwie czasteczki fosfoglikolanu sg na-
stepnie przeksztatcane w procesie, w ktérym zaanga-
zowane sg chloroplasty, mitochondria i peroksyso-
my, poprzez glioksalan, glicyne i seryne do 3-fos-
foglicerynianu, czemu towarzyszy uwolnienie C02.
Jednocze$nie zuzywane sg 4 czasteczki ATP i 5
czgsteczek NADH (lub NADPH, zaleznie od gatun-
ku rosliny). Fizjologiczny sens tego procesu nie zo-
stat jeszcze wyjasniony [2],

I11. Zmiennos$¢ gatunkowa a wspotczynnik
specyficznosci rubisko

Stosunek karboksylacji do oksygenacji w danym
enzymie opisuje wspotczynnik specyficznosci (SF).
Wspdtczynnik ten najlepiej charakteryzuje zdolnos¢
enzymu do rozdziatu substratu (RuBP) pomiedzy
karboksylacje a oksygenacje:

SF = vdv0= (VKOVOKg([C02]/[02]),
gdzie vci v0to szybkosci reakcji, Vci VO predkosci
maksymalne, natomiast Kci KOstate Michaelisa, od-
powiednio karboksylacji i oksygenacji.

W dowolnym stezeniu C02i 0 2, SF okre$la powi-
nowactwo rubisko do dwutlenku wegla itlenu, wyso-
ka warto$¢ oznacza duze powinowactwo do C02a
mate do 0 2, niska odwrotnie. Gatunki fotoautotro-
fow istotnie ro6znig sie pod wzgledem tego
wspoltczynnika. Wartosci SF wynoszg od 9 dla enzy-
mu izolowanego z anaerobowej bakterii do okoto
100 u ro$lin wyzszych (Tabela 1). Jezeli warto$¢ SF
jest mniejsza od 20 oznacza to, ze enzym w obecno-
§ci tlenu praktycznie nie przeprowadza karboksyla-
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cji, a wiec organizm wyposazony w taki enzym nie
moze zy¢ w warunkach tlenowych. Przyktadem ta-
kiego organizmu jest bakteria purpurowa Rhodospi-
rillum rubrum [17]. Innym interesujagcym organi-
zmem jest Rhodobacter spheroides, u ktérego wyste-

Tabela 1

hajgca sie w przedziale od 22 do 36 pM, jest
znaczaco nizsza od warto$ci otrzymanej dla enzymu
z Synechococcus sp. (167 pM), a podobna dla warto-
sci otrzymanych dla enzymow roslin lgdowych.
SzczegOlnie wysokie warto$ci Koz (1600 i 1300 pM)

Wartosci wspotczynnika specyficznosci (SF) wybranych gatunkdéw ros$lin cs, c4, glonéw, sinic, bakterii fotosyntetycznych, glonéw morskich i termo-

filnych krasnorostéw

Gatunek
Rosliny C3:
Spinacia oleracea
Nicotiana tabacum
Trticum sp.
Hordeum sp.
Quercus robur
Rosliny C4:
Zea mays
Amaranthus hybridus
Glony zielone:
Chlamydomonas reinhardtii
Scenedesmus obliquus
Euglena gracilis
Sinice:
Synechococcus
Aphanizomenon flos-aquae
Bakterie fotosyntetyczne:
Rhodospirillum rubrum
Rhodopseudomonas
spheroides 1
Rhodopseudomonas
spheroides 1
Glony morskie:
Cylindrotheca N1
Cylindrotheca fusiformis
Porphyridium cruenteum
Olisthodiscus luteus
Termofilne krasnorosty:
Galdieria partita
Cyanidium caldarium

pujgdwa typy enzymu [18]. Pierwszy typ (L8S8) ma
wspoltczynnik SF wartoscig zblizony do enzymu z
zielonych glonéw, drugi zbudowany z dwéch duzych
podjednostek (L2) o niskim SF podobny jest do enzy-
mu z Rhodospirillum rubrum (Tabela 1).

SF formy | rubisko u wiekszos$ci bakterii i glonéw
waha sie miedzy 45 a 70, u ro$lin wyzszych miedzy
77 a 102. Przez dtuzszy czas sadzono, ze rubisko z
roslin wyzszych jest najlepiej przystosowane do
obecnych warunkéw atmosferycznych i wykazuje
najwyzsze wartosci SF. Jednak ostatnio u pewnych
glonéw morskich odkryto enzymy o wartosciach SF
wahajacych sie od 100 do 128 [19]. W Tabeli 1poda-
no parametry kinetyczne dla tych enzyméw. Maksy-
malna predko$¢ karboksylacji u morskich glondéw
waha sie od 0,67 do 1,67 pmol C02mg"’biatka min'],
sg to wartos$ci nizsze w poréwnaniu do Synechococ-
cus sp. (3,24 pmol C02mg"biatka min'l). Warto$¢
statej Michaelisa (KCo2) u morskich glonéw, wa-
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SF KGo2 (mM)  Pismienictwo
80/100 14 [17)/[23]
77192 11 [17]/[24]
90/107 [25]/[26]
87/100 [25]/[23]
102 - [27]
78/96 34 [17]/[24]
82 16 [17]
61/70 29 [17]/[24]
63 38 [17]

54 25 [17]

45 167 [24]

48 105 [17]

15 89 [17]

9 80 [17]

62 36 [17]

106 31 [19]

111 36 [19]

129 22 [19]

100 59 [19]

238 6,6 [20]

225 6,7 [20]

wykazuje rubisko z Porphyridium sp. i Cylindrothe-
ca sp. co oznacza, ze tlen bardzo wolno przytacza sie
do enediolowego metabolitu posredniego. Ma to od-
zwierciedlenie w wysokiej wartosci SF [19].

Jeszcze wyzsze wartoéci SF wykazano u termofil-
nych krasnorostéw Galdieria partita i Cyanidium
caldarium, wynoszg one odpowiednio 238 i 222, i sg
wyzsze od 2,4 do 2,5 razy od SF dla rubisko z roslin
wyzszych [20]. Oznacza to, ze rubisko z tych krasno-
rostow przytgcza jedng czagsteczke 02 na 10 do 11
przytagczonych czgsteczek C02, dla poréwnania en-
zym ze szpinaku przytgcza 1czasteczke 0 2na cztery
czasteczki C02. Wartosci statych Michaelisa (Kc)
dla tych gatunkéw (odpowiednio 6 i 7 pM) sg naj-
mniejszymi opublikowanymi dotychczas wartoscia-
mi. Enzymy z tych gatunkéw, w poréwnaniu do szpi-
naku, wykazujg warto$¢ specyficzno$ci karboksyla-
cji [keat(C)/Kc] wiekszg 0 30% i specyficznos¢ oksy-
genacji [kcat(0)/K0] mniejszg 0 50%.
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Wazng cechg rubisko jest zalezno$¢ wspotczynni-
ka specyficznosci od temperatury, maleje on stosun-
kowo szybko wraz z jej wzrostem [20]. WspGiczyn-
nik SF dla Galdieria partita w temperaturze 15°C
wynosi 364, a obniza sie do 130 w temperaturze 35°C
i do 65 w temperaturze 45°C. Dla szpinaku zmienia
sie od 128 w temperaturze 15°C do 69 w temperatu-
rze 35°C [20], Oznacza to, ze wydajnos$é fotosyntezy

maleje wraz ze wzrostem temperatury. Wyniki tych
badan  zwiekszyty karboksy-
laza/oksygenaza rybulozo-l,5-bisfosforanu izolo-
wang z organizméw termofilnych [21, 22],

zainteresowanie

IV. Struktura

Znana jest struktura rubisko na poziomie atomo-
wym z archebacterii Alcaligenes eutrophus [28] i
Thermococcus kodakaraensis [29], bakterii Rhodo-
spirillum rubrum [30], sinicy Synechococcus PCC
6301 [31], glonéw Chlamydomonas reinhardtii [6] i
Galdieria partita [21], oraz ro$lin wyzszych Nicotia-
na tabacum [32] i Spinacia oleraceae [33]. W opar-
ciu owymienione struktury wyréznia sie trzy podsta-
wowe typy rubisko: typ I, typ Il [18, 34, 35] oraz nie-
dawno opisany u hipertermofilnej archebacterii
Thermococcus kodakaraensis typ 111 [36],

Najpowszechniej wystepujagcg w przyrodzie od-
miang enzymu jest typ | — L8S8, ztozony z 8 duzych
(L) i 8 matych podjednostek (S). Rdzen zorganizo-
wany jest w 4 dimery, z ktérych kazdy zawiera po 2
zorientowane przeciwlegte, duze podjednostki, mie-
dzy ktorymi tworzone sg 2 miejsca aktywne. Na go-
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rze i dole struktury utworzonej przez duze podjed-
nostki znajdujg sie pierscienie utworzone z 4 matych
podjednostek [35] ( Ryc. 1). Opisany heksadekamer
to rozpuszczalne biatko o tgcznej masie czasteczko-
wej okoto 550 kDa (przyblizona masa duzej podjed-
nostki to 55 kDaamatej 15kDa) [16, 37]. Ze wzgledu
na réznice w strukturze pierwszorzedowej w obrebie
typu I enzymu wyréznia sie dwa podtypy: zielony —

Ryc. 1. Model rubisko typu | ze szpinaku na
podstawie analizy krystalograficznej
[33], Rysunek wykonano w oparciu o
dane zawarte w pliku pdb 1IR 1 zawar-
tym w bazie danych NCB1
(www.ncbi.nih.gov), programem Cn3D
4.1.

charakterystyczny dla roslin wyzszych, niektorych
sinic i glonéw zielonych oraz czerwony — obecny u
niektorych bakterii purpurowych i eukariotycznych
glonéw niezielonych [38]. Rubisko sklasyfikowane
jako podtyp zielony ma, w poréwnaniu do podtypu
czerwonego, krotszy C koniec oraz 12 dodatkowych
aminokwasow potozonych w centrum matej podjed-
nostki [28].

Typ Il — L2 enzymu to kompleks utworzony z du-
zych podjednostek L ( okoto 55 kDa), ktérych ilos¢
zalezy od organizmu i moze wynosi¢ od 2 do 8. Ta
forma strukturalna jest szczeg6lnie charakterystycz-
na dla bakterii purpurowych m.in. Rhodospirillum
rubrum (L2) [39], Rhodopseudomonaspalustris (L8)
[35] i Rhodobacter sphaeroides (co ciekawe, wyste-
puje tu dodatkowo enzym typu 1) [34] oraz fototro-
ficznych dinofitow [40]. Warto nadmieni¢, iz rubisko
u dinofitéw kodowane jest w jadrze i syntetyzowane
w postaci prekursora biatkowego [41], Podobnie jak
w przypadku typu | enzymu, dwa centra aktywne
tworzone sg przez dimer duzych podjednostek [39].

Jedynym jak dotad znanym organizmem zawie-

rajagcym rubisko typu Il — (L2)5jest hipertermofil-
na archebacteria — Thermococcus kodakaraensis.
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W organizmie tym wystepuje enzym w postaci deka-
merycznej struktury, o ksztalcie pierécienia, utwo-
rzonej jedynie z dimeréw duzych podjednostek [29]
(Ryc. 2).

V. Mechanizm reakcji enzymatycznej

Miejsce aktywne enzymu w homodimerze L2
tworza: dtugi C-koncowy fragment jednej (LA), oraz
kilka reszt z N koAca drugiej duzej podjednostki(LB)
[42]. W oparciu o poréwnanie struktur krystalicz-
nych miejsc aktywnych wolnych oraz ze zwigzanym
substratem stwierdzono, ze trzy elementy miejsca
aktywnego zmieniajg swoje potozenie podczas prze-
biegu reakcji: petla 6 podjednostki LA(okoto 10 reszt
aminokwasowych), konserwatywna reszta lizyny w
Lb (u szpinaku K 128) oraz C-koricowy fragment LA
tworzony przez co najmniej 10 aminokwasow [43].

Wskutek przytgczenia C02 do potozonej w oto-
czeniu aminokwasdw o charakterze kwasnym, po-
zbawionej tadunku grupy a-aminowej specyficznej
reszty lizyny (K201 u szpinaku), powstaje karbami-
nian, ktéry nastepnie poprzez zwigzanie jonu metalu
dwuwartosciowego (Mg2+) tworzy dodatnio natado-
wany zwigzek chelatowy i enzym przechodzi w for-
me aktywng [3, 44]. Zwigzany jon metalu ma wiele
funkcji: orientuje substrat w pozycji dogodnej do ka-
talizy, petni role akceptora elektronu, oraz stabilizuje
powstajgce zwigzki posrednie [3].
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Zwigzanie RuBP powoduje szereg, nastepujacych
kolejno, zmian konformacyjnych zamykajgcych do-
step do centrum aktywnego. Petla 6 przesuwa sie nad
substrat a nastepnie, prostopadle do niej, ustawia sie

Ryc. 2. Model rubisko typu Il z Thermococ-
cus kodakarensis na podstawie struk-
tury krystalicznej [29], Rysunek wy-
konano w oparciu o dane zawarte w
pliku pdb 1GEH zawartym w bazie
danych NCBI ( www.nchi.nih.gov),
programem Cn3D 4.1.

tancuch boczny konserwatywnej lizyny z LB. Tak po-
wstata struktura jest, na koniec, unieruchamiana
przez zakrywajacy jg, prawie catkowicie rozciggnie-
ty C-koncowy fragment. Nie ustalono dotychczas
czy opisana zmiana konformacji blokuje dostep sub-
stratom gazowym (C02i 0 2) do centrum aktywnego
[32, 43, 45, 46].

Pierwszym etapem reakcji katalizowanej przez
rubisko jest utworzenie w zamknietym centrum ak-
tywnym enediolowego metabolitu posredniego, kto-
ry reaguje zC02lub z 0 2. Po utworzeniu produktéw
koncowych centrum aktywne wraca do konformacji
otwartej, co pozwala na uwolnienie produktow i
wprowadzenie nowej czgsteczki RuBP [42, 47].

Istnieje hipoteza, ze C-koncowy fragment, w ak-
tywnym enzymie bez RuBP, stale otwiera i zamyka
dostep do centrum aktywnego. Postuluje sie, ze czas
cyklu od otwarcia jest rozny dla réznych organi-
zméw i ma wptyw na SF. Krotki czas otwarcia prefe-
ruje wigzanie C02(niska Kc), a dtugi 0 2(wysoka K0)
[48].

W reakcji karboksylacji powstaje 2’-karboksy-3-
keto-D-arabinitolo-1,5-bisfosforan — szeSciowe-
glowy zwigzek posredni, ktérego hydratacja prowa-
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dzi do utworzenia nietrwatego wigzania diolowego
przy C-3. Po rozerwaniu tego wigzania powstaje
czasteczka kwasu 3-fosfoglicerynowego oraz karba-
nion, ktéry na skutek protonacji tworzy drugg
czgsteczke kwasu 3-fosfoglicerynowego [47, 49].

Na skutek reakcji oksygenacji tworzy sie piecio-
weglowy zwigzek posredni o charakterze wodoro-
tlenku. Po hydratacji tego zwigzku powstaje wigza-
nie diolowe przy C-3, ktérego rozerwanie prowadzi
do utworzenia czasteczki kwasu 3-fosfoglicerynow-
ego oraz zwigzku dwuweglowego - fosfoglikolanu
[3, 50].

Doktadne zrozumienie mechanizmu opisanych tu
zmian konformacyjnych, towarzyszacych reakcji ka-
talizowanej przez rubisko, jest jednym z warunkéw
uzyskania ulepszonego enzymu.

V1. Rola matej podjednostki

Mata podjednostka odgrywa role strukturalng sta-
bilizujagc oktametryczng strukture rdzenia zbudowa-
nego z duzych podjednostek [51], ale réwniez ma
znaczny wptyw na wiasciwosci katalityczne enzy-
mu. W pordwnaniu do duzej podjednostki, mate pod-
jednostki sg bardziej zréznicowane (homologia du-
zych podjednostek rosdlin wyzszych wynosi 90%,
matych 70%), dlatego moga by¢ powodem réznic w
SF pomiedzy tymi enzymami z réznych gatunkow.
Przy braku matej podjednostki wydajnos$¢ reakcji ka-
talizowanej przez rdzen sktadajacy sie z oSmiu du-
zych podjednostek (L8) redukowana jest do Kkilku
procent (ponizej 3%) [52-55]. Do rdzenia (L8) mo-
zna przytgczy¢ mate podjednostki i odtworzy¢ w
petni funkcje katalityczng [52]. Sinicowa duza pod-
jednostka ekspresjonowana w Escherichia coli bez
matej podjednostki tworzy oktamer (L8) o pra-
widtowej strukturze wykazujac zmniejszenie kca do
1%, bez zmiany wspoétczynnika specyficznosci [56,
57]. Wptyw matej podjednostki na aktywnos$¢ enzy-
matyczng potwierdzity badania polegajgce na two-
rzeniu enzymu hybrydowego na drodze jednoczesnej
ekspresji w Escherichia coli duzej podjednostki z si-
nicy i matej podjednostki z innego gatunku. Do sini-
cowego rdzenia enzymu (L8) przytgczono mate pod-
jednostki ze szpinaku [58], pszenicy [59], morskich
okrzemek [60], ryzu, tytoniu i pszenicy [61] oraz
bakterii Alcaligenes eutrophus [62]. We wszystkich
przypadkach otrzymany enzym hybrydowy miat
nizszg aktywnos$¢ niz natywny holoenzym sinicowy.
Wspétczynnik specyficznosci byt obnizony lub
zblizony do SF sinicy, a tylko w przypadku enzymu
hybrydowego z udziatem matych podjednostek z
morskiej okrzemki byt wiekszy 0 60% [60]. Wykaza-
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no tez dodatni wptyw matej podjednostki na powino-
wactwo enzymu do C02i RuBP [61]. Hybrydowe ru-
bisko uzyskano rowniez w roslinach transgenicz-
nych. W tytoniu w wyniku transformacji plastydéw
otrzymano hybrydowe rubisko posiadajgce duzg
podjednostke z kukurydzy i mata z tytoniu. Szybkos¢
reakcji uzyskanego enzymu hybrydowego byta
zmniejszona czterokrotnie przy nieznacznej zmianie
SF [63]. Genem z grochu kodujacym matg podjed-
nostke rubisko transformowano Arabidopsis sp.
W wyniku transformacji przynajmniej jedna mata
podjednostka z grochu znajdowata sie w enzymie, co
powodowato obnizenie aktywno$ci karboksylazowej
0 11% [64].

Ukierunkowane mutacje w matej podjednostce
nie powodowaty znacznych zmian lub obnizaty sta-
bilno$¢ enzymu i wydajno$¢ katalityczng karboksy-
lacji (kcat/Kc) [42, 65-67], Chociaz mutacje w matej
podjednostce wykazaty ograniczony wptyw na ak-
tywnos$¢ katalityczna, nie powinna ona by¢ ignoro-
wana przy probach poprawienia SF rubisko [68].

Interesujgca jest rola matej podjednostki w bio-
syntezie duzej podjednostki. Przy braku matej pod-
jednostki ekspresja kodowanej w chloroplastach du-
zej podjednostki jest hamowana na poziomie transla-
cji [69]. Badania wykazaty, ze liczebno$¢ matej pod-
jednostki reguluje akumulacje duzej poprzez wptyw
na inicjacje translacji genu rbcL [67].

VIl. Modyfikacje genetyczne w duzej
podjednostce

W oparciu o porownanie sekwencji, chemiczne
modyfikacje i badania z zastosowaniem mutacji
punktowej, poznano cechy centrum aktywnego rubi-
sko i okreslono reszty aminokwasowe budujace cen-
trum jeszcze przed poznaniem struktury tréjwymia-
rowej enzymu [70]. Poznanie struktur krystalogra-
ficznych [6, 21, 28-33], lepsze zrozumienie mecha-
nizmu reakcji enzymatycznej [71], okreSlenie se-
kwencji duzej liczby enzymow o r6znym SF zinten-
syfikowato badania pozwalajagc na lepszy, celowy
wybor miejsc mutacji punktowej. Celem tych badan
byta taka modyfikacja rubisko, ktéra poprawitaby
parametry kinetyczne enzymu, w konsekwencji
zwiekszajgc wydajnos¢ fotosyntezy. Znane sg liczne
przyktady mutacji rubisko generowanych in vitro i in
vivo, ktdre zmienity aktywno$¢ enzymu zaréwno ko-
rzystnie jak i nie korzystnie (Tabela 2). Prawie
wszystkie przykiady opisujg metageneze enzymu
ekspresjonowanego w bakterii Escherichia coli lub
zielonym glonie Chlamydomonas reinhardtii [42,
49, 65]. Gen z Rhodospirillum rubrum oraz sinicowy
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operon z Synechococcus PCC6301 kodujgcy duzg i
matgpodjednostki sg uzywane najczesciej, poniewaz
tatwo tworzg aktywny kompleks w Escherichia coli
[72, 73]. W przeciwieAstwie do enzymu z sinic, rubi-
sko z roslin wyzszych ekspresjonowane w Escheri-
chia coli nie tworzy aktywnego enzymu [74],
Wiekszo$¢ mutacji wprowadzanych w centrum
aktywnym ma negatywne skutki (Tabela 2). Muta-
cje korzystne dla jednego gatunku czesto byty nie-
korzystne dla innego. Mutacja S379A w petli 7 w
Rhodospirillum rubrum powodowata wzrost warto-
$ci SF 0 60%, ale jednoczes$nie 50 razy spadata ak-
tywnos$¢ karboksylazowa [75]. ldentyczna mutacja

Tabela 2

u Chlamydomonas reinhardtii obnizata SF 0 70%, a
aktywnos$é karboksylazowg 25 razy [76], Prawdo-
podobnie potrzebne jest wiecej niz kilka zmian w
sekwencji enzymu, aby ,poprawi¢” rubisko. Do-
tychczasowe badania, chociaz dostarczyty bardzo
duzo informacji o zalezno$ci struktury pierwszorze-
dowej od funkcji wcigz nie pozwalajg na zaprojek-
towanie lepszego enzymu. Obecnie w wiekszej mie-
rze skupiono sie na dalszym poszukiwaniu lepszych
enzyméw w przyrodzie [38], jest bowiem prawdo-
podobne, ze enzymy wykazujgce jeszcze wieksze
zroznicowanie sekwencji pozwolg zaprojektowaé
poprawione rubisko.

Przyktady mutacji wprowadzonych do rubisko. Dane pochodza z wielu Zrédet, dlatego pojawiaja sie réznice w SF dla tego samego gatunku. Skréty: n.
m oznacza warto$¢ niemierzalng, Ch. r- Chlamydomonas reinhardtii, Rh. r - Rhodospirillum rubrum, Syn - Synechococcus sp.
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Mutacja Gatunek Fragment struktury SF typu SF PiSmiennictwo
dzikiego mutanta

R217S Ch.r Helisa a 2 67 n.m. [77]

R217S/A242V Ch.r Helisa a 2/(3 67 33 [771
tancuch 3

N123G Ch.r Domena N- 64 12 [16]
terminalna

V341l Ch.r Petla 6 66 64 [78]

M349L Ch.r Petla 6 66 62 [78]

L3261 Ch.r Petla 6 66 60 [78]

L326V/M439L Ch.r Petla 6 66 52 [78]

V331A/T3421 Ch.r Petla 6 62 49 [79]

V331A/G334S Ch.r Petla 6 62 45 [79]

V331A Ch.r Petla 6 62 36 [79]

S379A Ch.r Petla 7 64 18 [76]

P290L Ch.r Podjednostka L 62 54 [80]

N54A Rh.r Domena N- 11 9 [16]
terminalna

T53A Rh.r Domena N- 1 7 [16]
terminalna

N54W Rh.r Domena N- 11 6 [16]
terminalna

M330L Rh.r Petla 6 7,2 7,7 [161.

S368A Rh.r Petla 7 1 17 [76]

F327V Rh.r Sasiedztwo petli 6 9,9 9,0 [45]

F327L Rh.r Sagsiedztwo petli6 9,9 11,5 '145]

F327A Rh.R Sasiedztwo petli 6 9,9 10,9 145] ......... L

F327G Rh.r Sasiedztwo petli 6 9,9 10,4 1451

F327W Rh.r Sasiedztwo petli6 9,9 10,2 '[45]

K125G Syn Domena N- 46 38 [16]
terminalna

D335E Syn Petla 6 46 48 [16]

V328A Syn Petla 6 46 45 [16]

K336P Syn Petla 6 39 38 [16

V328G Syn Petla 6 56 20 U IL

K125Q Syn Domena N- 46 7 [16]
terminalna

K125H Syn Domena N- 46 6 [16]
terminalna

K125D Syn Domena N- 46 5 [16]
terminalna

K125R Syn Domena N- 46 42,5 [16]
terminalna

T65S Syn Domena N- 43 37 [16]
terminalna

T65A Syn Domena N- 43 22 [16]
terminalna

T65V Syn Domena N- 43 19 [16]
terminalna

VDL(346-348)YHT Syn Helisa a 6 38,3 n.m. 811 . j
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KAS(338-341)REI Syn Helisa a 6 38,3 40,6 [811
L343K Helisa a 6 38,3 31,2 [811
KASTL(339-343)PLMIK  Syn Helisa a 6 38,3 24,4 [81]
T342A Syn Petla 6 56 n.m. [82]
V331l Syn Petla 6 56 n.m. [82]
K334C Syn Petla 6 56 n.m. [82]
K334M Syn Petla 6 56 n.m. [82]
T3241 Syn Petla 6 56 52 [82]
T324L Syn Petla 6 56 52 [82]
T324M Syn Petla 6 56 50 [82]
V331L Syn Petla 6 56 49 [82]
V331A Syn Petla 6 56 30 [82]
V331G Syn Petla 6 56 20 [82]
V331M Syn Petla 6 56 16 [82]
K334R Syn Petla 6 56 0,3 [82]
S341M Syn Sasiedztwo petli 6 39 42 [19]
K339P Syn Sasiedztwo petli 6 39 38 [191
A340L Syn Sasiedztwo petli 6 39 36 [19]
T3421 Syn Sasiedztwo petli 6 39 31 [191
Fo2L Syn Mata podjednostka 40,8 44,6 [60]
G91v Syn Mata podjednostka 40,8 41 [60]
187V Syn Mata podjednostka 40,8 39,5 [60]
R88K Syn Mata podjednostka 40,8 38,5 [60]

VI1Il. Podsumowanie

Mechanizm reakcji katalitycznej przeprowadza-
nej przez rubisko jest dobrze poznany [3], rOwniez
struktura krystalograficzna enzymu zostata okreslo-
na dla szeregu gatunkoéw [6, 21, 28-33]. Jednakze
nadal nie jesteSmy w stanie zaprojektowac lepszego
enzymu. Wcigz nie jest wystarczajgco dobrze pozna-
na zalezno$¢ pomiedzy strukturg a funkcja rubisko.
Badania genetyczne wskazuja, ze lepszego enzymu
nie mozna uzyska¢ poprzez zmiane kilku aminokwa-
s6éw. Zmiany powinny dotyczyé catych regionow du-
zej podjednostki i prawdopodobnie réwniez matej
podjednostki. Ta droga okazata sie bardzo trudna i
wymaga dalszych intensywnych badan.

Inng droga jest szukanie w przyrodzie wariantow
rubisko o lepszych parametrach kinetycznych.
Zmiennos$¢ gatunkowa rubisko zostata wykazana juz
dawno [17], a ostatnie wyniki napawajg optymi-
zmem [19], SzczegOlnie interesujgce sa organizmy
termofilne [20]. Moze uda sie potaczy¢ fragment lep-
szego enzymu z czescig stabego enzymu i ta droga
uzyskac¢ lepsze rubisko.

Alternatywagjest przeniesienie genu z jednego ga-
tunku do innego, waznego dla rolnictwa. Nie jest to
tatwe zadanie ze wzgledu na trudnosci z transforma-
cja chloroplastéw. Dotychczas tylko nieliczne geno-
my chloroplastowe byty transformowane, w tym z
Chlamydomonas reinhardtii i tytoniu [83]. Ponadto
prawdopodobnie nalezy wyeliminowa¢ z genomu
jadrowego rodzine genow rbcS oraz dezaktywowac
lub modyfikowaé gen aktywazy rubisko. Powiodta
sie transformacja genomu chloroplastowego tytoniu
operonem rbcLS z krasnorostu i z okrzemki. W chlo-
roplastach tych organizméw zachodzita wydajna
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ekspresja, ale nie powstawat aktywny enzym [84].
Duza podjednostka byta catkowicie nierozpuszczal-
na, wskazuje to na brak drogi fatdowania enzymu z
tych gatunkéw w chloroplastach roslin wyzszych.
Petnym sukcesem zakonczyta sie transformacja
chloroplastéw tytoniu genem kodujgcym rubisko
typu Il z Rhodospirillum rubrum. Niskie SF tego en-
zymu (Tabela 1) spowodowato, ze transgeniczne ro-
$liny mogty rosnaé tylko w atmosferze wzbogaconej
C02do 2,5% [85], Nalezatoby wiec znalez¢ do trans-
formacji gen kodujacy enzym o lepszych parame-
trach, ktory ulegatby ekspresji i formowat aktywny
enzym w chloroplastach roélin wyzszych, co tez nie
jest tatwym zadaniem.

Artykut otrzymano 8 maja 2003
Zaakceptowano do druku 23 czerwca 2003
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KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepéw Biochemii” w roku 2003

Sktadka cztonkowska w 2003 roku wynosi:
dla Cztonk6w rzeczywistych 80.- zt.
dla Cztonkéw studentow 40.- zt
w tym roczna prenumerata ,,Postepéw Biochemii”.

Matzenstwa moga optaca¢ sktadki w wysokosci 80. + 40. = 120 zt.

Cztonkowie, ktérzy optaca sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2003, majg zapewniong bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Cztonkowie, kté-
rzy optacg sktadke po tym terminie, bedg mogli otrzymywac kwartalnik do czasu wyczerpania si¢ zapa-
séw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

Natomiast Cztonkowie-Emeryci - nadat zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumera-
te ,,Postepéw Biochemii” 30.- zt.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa moga byé prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii”. Koszt w 2003
roku — 80 zt.

Biblioteki ptacag za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2003  120.- zi.
Prosimy o wnoszenie optat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. Il Oddz. Warszawa nr

11101053-411050000371.
Jolanta Baranska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisac sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,,umie$¢ swoje nazwisko iimie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do ogdtu cztonkow,
informacje z FEBS o zjazdach ikursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktorym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzgdu Gtownego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentow”.
Mam nadzieje, ze tag drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o r6znych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnosci poszczeg6lnych oddziatéw naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez , Listy do biochemikow” redagowane przez p. Terese Wesotowska bedg obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarzagdu Gtownego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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