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ARTYKULY

Struktura i funkcja rybosomu prokariotycznego

Structure and function of prokaryotic ribosome

IZABELA PIOTROWSKAJL BEATA DUDZINSKA2 TOMASZ

TWARDOWSKI3

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie

I1. Budowa duzej podjednostki rybosomalnej

I11. Budowa matej podjednostki rybosomalnej

IV. Dynamika oddziatywan miedzy podjednostkami
V. Mechanizm translacji

V1. Allosteria rybosomu prokariotycznego

VIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: AA-tRNA — aminoacy-
lo-tRNA; D-tRNA — deacylowany tRNA; miejsce A — miej-
sce wigzania aminoacylo-tRNA; miejsce E — miejsce wigzania
deacylowanego tRNA; miejsce P — miejsce wigzania peptydy-
lo-tRNA; P-tRNA — peptydylo-tRNA; PRE — stan pretranslo-
kacyjny rybosomu; POST — stan posttranslokacyjny ryboso-
mu; tRNA — dowolna czgsteczka tRNA bez rozrézniania na
formy.

I. Wprowadzenie

Ostatnim etapem ekspresji informacji genetycz-
nej zakodowanej w DNA jest translacja, czyli przepi-
sanie informacji z mRNA na sekwencje aminokwa-
sowg biatek. Miejscem biosyntezy biatka jest rybo-
som. Kluczem do wyjasnienia i zrozumienia mecha-
nizmu dziatania rybosomu jest poznanie jego struk-
tury.

W ciggu ostatnich dwéch lat opublikowano szereg
danych dotyczgcych struktury i mechanizmu funk-
cjonowania rybosomu. Dzieki zastosowaniu metod
rentgenograficznych w 1999 roku udato sie okreslié

‘Magr, "mgr, 3prof. dr hab; Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan

Contents:

I.  Introduction

1. Structure of large ribosomal subunit

I11. Structure of small ribosomal subunit

IV. Dynamic of ribosomal subunits interactions
V. Mechanism of translation

V1. Allostery of prokaryotic ribosome

VI1I. Conclusion

strukture matej podjednostki rybosomalnej z Ther-
mus thermophilus (5.5 A) [1], funkcjonalnego kom-
pleksu 70S z T. thermophilus (7,8 A) [2] oraz podjed-
nostki 50S z Haloarcula marismortui (5 A) [3]. Roz-
wigzanie metodami rentgenograficznymi struktury
rybosomu z T. thermophilus [2] w znacznym stopniu
przyczynito sie do okre$lenia miejsca i zasiegu od-
dziatywan pomiedzy podjednostkami tworzgcymi
funkcjonalny kompleks 70S. Zostaty one opisane w
naszym poprzednim artykule w Postepach Biochemii
[4].

Doktadniejsze okreslenie struktury i oddziatywa-
nia poszczegdlnych komponentédw podjednostek sta-
to sie mozliwe w konsekwencji analiz rentgenogra-
ficznych dokonanych z rozdzielczo$cig 2,4 A dla du-
zej podjednostki H. marismortui w roku 2000 [5] i
3,3 A dla matej podjednostki T. thermophilus [6].
Wykorzystanie mikroskopii krioelektronowej w ba-
daniach struktury rybosomu 70S Escherichia coli [7]
dostarczyto danych dotyczacych oddziatywan mie-
dzy podjednostkami. Technika ta pozwolita réwniez
na okreslenie zmian konformacyjnych rybosomu
podczas kolejnych etapow procesu biosyntezy biatka
[8].

Poznanie struktury podjednostek 50S i 30S, omo6-
wione w rozdziatach 11-1V, umozliwia przeprowa-
dzenie dyskusji nad budowg i mechanizmem aktyw-
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nosci biologicznej rybosomu prokariotycznego (roz-
dziaty V i VI).

Il. Budowa duzej podjednostki rybosomalnej

W 2000 roku udato sie ustali¢ metodami rentgeno-
graficznymi strukture duzej (50S) podjednostki ry-
bosomalnej z Haloarcula marismortui przy rozdziel-
czosci 2,4 A [5]. Zawiera ona dwie czasteczki RNA,
23STrRNA (2923 nukleotydy) i 5S rRNA (122 nukle-
otydy) oraz 31 biatek. Podjednostka ta ma okoto 250
A $rednicy i sktada sie z podstawy oraz trzech wy-
puktosci: stupka LI, centralnej wypuktosci oraz
stupka L7/L12 (Ryc.l). Powierzchnia oddziatujaca z
podjednostkg 30S jest sptaszczona poza gieboka
szczelingprzebiegajgcg przez cata szerokos$¢ podjed-
nostki 50S. Szczelina miejsca aktywnego ma wystar-
czajacy rozmiar by pomiesci¢ 3’ koAce czasteczek
tRNA ijest miejscem tworzenia wigzania peptydo-
wego [9]. Od $rodka szczeliny odchodzi tunel o diu-
gosci okoto 100 A iszerokoséci 15 A. Przez tunel ten
przechodzi nowo syntetyzowany tafAcuch polipepty-
dowy.

W strukturze drugorzedowej duzej czgsteczki ry-
bosomalnego RNA wyr6zni¢ mozna 101 helis
(HI~H 101) tworzacych sze$s¢ domen (I-VI) [5].
Szczegodtowy opis struktury i funkcji tych domen za-
mieszczono w Tabeli 1ina Rycinie 2. Skomplikowa-

Centralna
A wypuktosé

v Centrum

/
/

Slupek L1

peptydylotransferazowe

Stupek L7/L12

Centrum
GTP-azowe

Ostroga —»

na struktura przestrzenna 23S rRNA jest spowodo-
wana wystepowaniem szeregu znanych motywow
oddziatywan trzeciorzedowych jak: suwak rybozo-
wy, pseudowezty, czteronukleotydowe petle, pary
trojek zasad. Motyw suwaka rybozowego wystepuje
m.in. w miejscu wigzania biatka LIl [10], zapew-
niajac Sciste upakowanie helis 23S rRNA w tym re-
gionie.

Szczelina miejsca aktywnego, w obrebie ktorej
znajduje sie centrum peptydylotransferazowe oraz
ptaska powierzchnia podjednostki 50S, oddziatujgca
z matg podjednostka, utworzone sg gtdwnie z rRNA
i sg prawie pozbawione biatek [5].W tych obszarach
duzej podjednostki wystepuja wysoce konserwatyw-
ne sekwencje 23S rRNA, co $wiadczy o ich zasadni-
czej funkcji w procesie translacji. Mozna sadzi¢, ze
biatka odgrywajg stabilizujacg role, utrzymujac od-
powiednig strukture trzeciorzedowg domeny V 23S
rRNA, warunkujaca jej aktywno$¢. Catkowite od-
biatczenie duzej podjednostki niszczy jej zdolnos¢
syntezy wigzania peptydowego [11]. Réwnie wyso-
kim konserwatyzmem sekwencji nukleotydowej jak
centrum peptydylotransferazowe charakteryzuje sie
fragment sekwencji 23S rRNA, odpowiedzialny za
wigzanie czynnikéw elongacyjnych, tzw. domena
a-sarcyny [12, 13]. Przeciecie tylko jednego wigza-
nia fosfodiestrowego w jej obrebie prowadzi do
catkowitej utraty aktywnos$ci rybosomu [14],

B W ierzchotek

Centrum
dekodujyce

<—Platforma

\Podstawa

Stopa

Ryc. 1. Schemat podjednostek rybosomu 70S, na podstawie [2,7]. Szczeg6towy opis przedstawionych mostkéw tgczacych podjednostki zamieszczono
w tabeli 3 (Tab. 3). A— podjednostka 50S z wyréznionymi elementami strukturalnymi, B — podjednostka 30S z wyr6znionymi elementami
strukturalnymi, O — miejsca oddziatywan miedzy podjednostkami, na podstawie [7], X — wskazuje blisko potozone regiony podjednostek,
nie tworzace jednak mostkéw, *# — wskazuje miejsca kontaktu ramienia z wierzchotkiem podjednostki 30S, na podstawie [7],
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Tabela 1

Struktura i funkcja 23S rRNA, na podstawie [2, 5, 7, 9, 51], Graficzne przedstawienie struktury drugorzedowej 23S rRNA z wyrdznieniem poszczegdl-

nych domen zawiera rycina 2 (Ryc. 2).

DOMENA
23S rRNA

VI

POLOZENIE

Lezy z tytu podjednostki 50S, w
poblizu stupka LI
Zawiera helisy H1-H24.

Najwieksza z domen 23S rRNA
Podziat na dwie subdomeny:

Ila zawiera helisy H26-H36 i
H46

IIb obejmujgca helisy H37-H45.

Zawiera helisy H47-H60

Wystepuje najblizej powierzchni
duzej podjednostki oddziatujacej
z podjednostka 30S,

Zawiera helisy H61-H71

Lezy posrodku podjednostki:
tworzy duza cze$¢ centralnej
wypuktosci

Obejmuje helisy H72-H93

Tworzy cze$¢ powierzchni pod-
jednostki 50S ponizej stupka
L7/L12

Zawiera helisy H94-H101

STRUKTURA | FUNKCJA

H7 tworzy $ciane tunelu wyjscia syntetyzowanego polipeptydu
H6 i HI9 sg miejscem wigzania biatka L23
H 19 wigze biatko L4 (wraz z H28 domeny Il 23S rRNA)

H28 wigze biatko L4

H32-H35a tworzg mostek z podjednostka 30S

H35-H37 budujg $ciane tunelu wyjscia

H38 tworzy mostek Bla (wczesniej nazywanym palcem miejsca A)

H38, H39 i H41 oddziatujg z 5S rRNA

H38 moze oddziatywa¢ z AA-tRNA zwigzanym w miejscu A

H42-H43 sg miejscem wigzania biatka L11

H42-H44 sg miejscem oddziatywania EF-tu i EF-G i tworzg niebiatkowa
czes$¢ stupka L7/L12

H42-H44 sa miejscem wigzania biatka LI

H43 jest miejscem oddziatywania czynnika elongacyjnego EF-G oraz tio-
streptonu

Ma zwartg globulamg strukture

W odréznieniu od pozostatych domen tylko w niewielkim stopniu oddziatuje
z domeng V 23S rRNA

H51-H54 prawdopodobnie jest miejscem wigzania biatka L23

H49-H51 i H59 buduja $ciane tunelu wyjscia polipeptydu

H65 tworzy $ciane tunelu wyjscia

H67-H71 tworzg obrecz szczeliny miejsca aktywnego

H66-H67 wigzg biatko L2

H63 tworzy mostek B6

H68 i H71 tworza mostki B2b, B2c, B2d, B2e

H69 tworzy mostek B4 i B2a

Centralna petla domeny zaangazowana jest w aktywnos$¢ peptydylotransfera-
zowg

H89-H93 stabilizujg sekwencje centrum GTP-azowgo w domenie VI 23S
rRNA

H73 oddziatuje z H94 domeny VI 23S rRNA

H75-H79 sa prawdopodobnie miejscem wigzania biatka L9

H76 wiagze biatko LI

H77 i H88 tworza miejsce E wigzania D-tRNA

H80 (G2251 i G2252) sa miejscem wigzania nukleotydéw C74 i C75 pepty-
dylo-tRNA w miejscu P (na powierzchni szczeliny miejsca aktywnego od-
dziatywania)

H92 (G2553) miejsce wigzania korica 3" AA-tRNA w miejscu A

Petla a-sarcyny (H95) odpowiedzialna jest za wigzanie czynnikéw elonga-
cyjnych (EF-Tu, EF-G)

H94 oddziatuje z domeng | 23S rRNA

RYC.

2A,2B

2A,2C

2A.,2D

2A2E

2A,2F

2A,2G

5S rRNA sktada sie z okoto 120 nukleotydéw; w
komérkach H. marismortui zbudowany jest ze 122
nukleotydow. Strukturg bakteryjnego 5S rRNA two-
rzy pigé helis: helisa HI, ramie zawierajace helisy
H2 i H3 z petlami B i C oraz ramig utworzone przez
helisy H4 i H5 z petlami D i E [5]. W odr6znieniu od
struktury krystalicznej syntetycznego 5S rRNA, o
sekwencji identycznej z 5S rRNA E.coli, gdzie heli-

4

sy H2 i H3 oddziatuja z H4 i H5 [15](Ryc.3A),
czasteczka uwidoczniona przy rozdzielczosci 2,4 A
ma strukturg rozciggnietg (Ryc.3B). Taka konforma-
cjajest wynikiem skrécenia petli A, w obrebie ktérej
wystepujg oddziatywania niekanoniczne.

Czasteczka 5S rRNA oddziatuje z
biatkami duzej podjednostki. W przypadku E. coli
czgsteczka ta oddziatuje z trzema biatkami podjed-

kilkoma
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Ryec. 2. Struktura drugorzgdowa 23S rRNA, na podstawie [5]. A — zaznaczone sg fragmenty dyskutowane w tekscie; rysunki B, C, D, E, F, G korelujag z
zaciemnionymi obszarami. Charakterystyka przedstawionych domen zamieszczono w tabeli 1 (Tab.l).

nostki 50S: L5, L25 oraz L18 [15]. Odmienne inte-
rakcje zaobserwowano natomiast w strukturze roz-
wigzanej przy rozdzielczosci 2,4 Au//. Marismortui
[5]. Zgodnie z tymi danymi 5S rRNA oddziatuje z
L10, L30, L18, L5, L21e (litera ,,e” przy nazwie ma
na celu odréznienie biatek duzej podjednostki H. ma-
rismortui, dla ktérych znaleziono dotychczas tylko

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002

homologi eukariotyczne, od biatek wystepujgcych u
eubakterii, a ktére mogg mie¢ to samo oznaczenie).
Interesujacy jest fakt, ze biatka te jednoczes$nie od-
dziatujg z domenami 23S rRNA, zapewniajgc w ten
sposob kontakt miedzy dwoma czgsteczkami kwasu
rybonukleinowego duzej podjednostki. O ile oddzia-
tywania za poSrednictwem biatek miedzy 5S rRNA a

5
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Ryc. 3. Struktura drugorzedowa 5S rRNA. A — struktura 5S rRNA E. coli, na podstawie [15], B — struktura 5S rRNA H. marismortui, na podstawie

[5]-

23S rRNA sg dosy¢ liczne, bezposredni kontakt mie-
dzy tymi molekutami kwas6éw nukleinowych wydaje
sie ogranicza¢ do jednego regionu: H4 i H5 5S rRNA
i najdtuzszej helisy 23S rRNA
(H38). Nie potwierdzajg tego badania biochemiczne,
wedtug ktorych H38 23S rRNA oddziatuje z H2 i H3
5S rRNA [16] a H4 i H5 5S rRNA tworzy dodatkowe
oddziatywanie z domeng Il 23S rRNA (H39 i H41)
jak iz jego domeng V [17].

Podjednostka 50S organizméw prokariotycznych
zbudowana jest zasadniczo z 34 biatek, jednakze
wedtug badan N. Ban ’a duza podjednostka rybo-
somalnal//. marismortui sktada sie z 31 biatek [5]. W
strukturze krystalicznej nie udato sie uwidocznic
biatek LI, L10, L11 L12. Niejest to wynikiem zbyt
niskiej rozdzielczo$ci, lecz elastyczno$ci struktur
utworzonych przez te biatka (uwidocznionych m.in.
dzieki mikroskopii krioelektronowej) [8], Za
wyjatkiem biatek LI, L7, L10, LII, biatka nie wy-
stajg poza szkielet utworzony przez czgsteczki
rRNA. Sposrdod 30 znanych obecnie struktur krysta-
licznych izolowanych biatek (nadal nieznana jest
struktura biatka L10), 17 ma strukture globularna, a
pozostate 13 zawiera zar6wno domeny globularne
jak i rozciggniete (ang. extended) lub catkowicie

nierozgatezionej

6

przyjmuje strukture liniowa (Tab.2). Takie roz-
ciggniete, liniowe domeny czesto nie majg oczywi-
stej struktury trzeciorzedowej. Wiekszos¢ globular-
nych domen wystepuje w zewnetrznych czesciach
podjednostki, w szczelinach utworzonych przez
rRNA. Rozktad biatek na powierzchni podjednostki
jest prawie rGwnomierny, poza szczeling miejsca ak-
tywnego oraz ptaskg powierzchnig oddziatujacg z
podjednostkg 30S. Wnetrze duzej podjednostki nie
jest jednak pozbawione biatek, lecz wystepujg tam
rozciggniete domeny biatek odchodzgce od globular-
nych czesci z powierzchni podjednostki. Te roz-
ciaggniete struktury penetrujg wnetrze, wypetniajac
przestrzenie miedzy sasiadujacymi elementami
rRNA. Nietypowa struktura biatek moze by¢
wyttumaczona ich oddziatywaniem z rRNA. Jednym
z biatek o strukturze globularno-liniowej jest L4
[18], ktére wraz czterema innymi biatkami LI 3, L20,
L22, L24 konieczne jest do utworzenia pierwotnej
struktury trzeciorzedowej 23S rRNA u E. coli [18].
Przyktadem drugiego biatka o takiej strukturze jest
biatko L2, ktére jest najwiekszym biatkiem duzej
podjednostki rybosomalnej (w matej podjednostce
najwieksze jest biatko SI) [19]. Biatko L2 wchodzi
w skitad centrum peptydylotransferazowego. W ko-

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002



Tabela 2

Konformacja i oddziatywanie biatek duzej podjednostki H. marismortui, na podstawie [5].

Oddziatywania

Biatko Konformacja Domeny 23S rRNA
5S rRNA Biatka
1 nou v \% \Y|

LI lin. +
L2 glob + lin. + + + L37ae
L3 glob + lin. +- + + L14,L24e,L13+/-
L4 glob + lin. + + +- L18e+/-,L24+/-,L37e
L5 glab. + + LI8
L6 glob. +- +- o+ L13+/-
L10 glob. ? + L12
LIl glob. +
L12 glob. L10

A L13 glob. + +- - L3+/-.L6+/-
L14 glob. + + L3,L24e
L15 glob + lin. + 4 L18e+/-,L32e+/-
L18 glob + lin. +- + + L5,121e
L19 glob + lin. + + +/-
L22 glob + lin. + -+ + + +
L23 glob +/- L29,L39%e+/-
L24 glob + lin. + L4+/-
L29 glob + L23
L30 glob +
L18e glob L4+/-.L15+/-
L21e glob + + +/- L18
L24e glob +- L3.L14

B L31le glob +
L32e glob +- L15+/-
L37e glob + lin. + + +/- L4+/-
L39% lin. + + L23+/-
L44e glob + lin. + +/- L15e+/-
L7ae glob +- L15e
LIOe glob + + +/-

C  Libke glob + lin. + +- 4~ +- L44e+/-,L7ae
L37ae glob + lin. + + + L2

morkach E. coli L2 bierze udziat w tworzeniu mostka efekt powodujg mutacje w domenach Il i V 23S

B2e pomiedzy podjednostkami [3]; wykazano row-
niez jego niezwykle silne oddziatywanie zaréwno z
16S rRNA jak ibiatkiem SI 1 matej podjednostki [7];
biatko Sil prawdopodobnie uczestniczy w selekcji
AA-tRNA [20].

W analizie struktury podjednostki 50S przy roz-
dzielczosci 2,4 A [5] okazato sie, ze biatko L22 jako
jedyne ma kontakt ze wszystkimi szescioma dome-
nami 23S rRNA. U H. marismortui biatko to zlokali-
zowano przy koricu tunelu wyjscia syntetyzowanego
polipeptydu [9]. Biatko L22 wydaje sie szczegdlinie
wazne dla prawidtowego funkcjonowania rybosomu
bakteryjnego, poniewaz delecja trzech aminokwa-
sow (82-84) wystepujacych w strukturze szpilki po-
woduje oporno$¢ na erytromycyne — antybiotyk ha-
mujacy elongacje taficucha pcptydowego. Podobny
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rRNA, w miejscach wigzania biatka L22 [21].

Za wyjatkiem biatka L12 wszystkie pozostate
biatka oddziatujg bezposrednio z rRNA [5]. Istnieje
siedem biatek oddziatujgcych tylko z jedng domeng
23S rRNA (Tab. 2). Trzy spos$réd nich (L24, L29,
L1 8) oddziatujg z kilkoma elementami struktury dru-
gorzedowej w obrebie domen 23S rRNA (L24iL29
z domeng I, L 18 z domeng V, chociaz mozliwe jest
stabe oddziatlywanie tego biatka z domeng Il 23S
rRNA) stabilizujgc w ten spos6b ich uktad prze-
strzenny. Trzy kolejne biatka (L10 i LIl od-
dziatujgce z domeng Il a Ll z domeng V 23S RNA)
bezposrednio uczestniczg w procesie biosyntezy
biatka. W ich przypadku wydaje sie, ze to struktura
23S rRNA stanowi szkielet dla odpowiedniego
umiejscowienia tych biatek w podjednostce. Ostat-
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nim biatkiem oddziatujgcym tylko z jedng domeng
23STrRNA jest biatko L7ae (ae przy nazwie wskazuje
rybosomalne biatka archebakteryjne, znalezione u H.
marismortui, posiadajgce rowniez homologi euka-
riotyczne, w celu odrdéznienia od biatek wyste-
pujacych u eubakterii, a ktére moga mie¢ te sama na-
zwe), stabo oddziatujagce z domeng I, z tego wzgledu
nie moze ono raczej spetnia¢ roli stabilizujgcej
rRNA. Biatko L7ae wystepuje tez w znacznej od-
legtosci zaréwno od centrum peptydylotransferazo-
wego jak i od miejsca wigzania czynnikéw elonga-
cyjnych, jednak zlokalizowano je w poblizu biatka
LI, ktére jest zaangazowane w funkcjonowanie
miejsca E (tzw. miejsce wyjscia — miejsce wigzania
deacylowanego tRNA po zsyntetyzowaniu wigzania
peptydowego). L7ae moze tez bra¢ udziat w formo-
waniu kompleksu funkcjonalnego 70S z podjedno-
stek, gdyz wcze$niej u H. marismortui przypisano to
biatko jako skitadnik matej podjednostki (HMS 7)
[5]-

W podjednostce 50S tej halofilnej archebakterii
brak jest homologéw biatek L25 (oddziatujacego u
E. coli z5SrRNA [15]) oraz L9, ktére uE. coli wigze
sie do V domeny 23S rRNA pomiedzy miejscem
wigzania biatka LI a petlg P (jako petle P okresla sie
sekwencje, z ktorg oddziatuje koniec 3’ peptydy-
lo-tRNA w miejscu P podjednostki 50S) [22], Istnie-
je mozliwosé, iz obecnos$¢ biatka L9 w duzej podjed-
nostce jest cechg charakterystyczng dla eubakterii.

W centrum peptydylotransferazowym oprdcz do-
meny V 23S rRNA wystepujgbiatka L2, L3, L4 iL10
[9].Wsrdéd nich nieznana jest tylko struktura biatka
L10. Pozostate trzy zawierajg zarobwno domeny glo-
bularne jak i rozciggniete. Biatka L2, L3 i L4 od-
dziatujg z domeng V jak i Il 23S rRNA, podczas gdy
biatko L10 wigze sie tylko do domeny Il 23S rRNA.
Umiejscowienie biatek L2 i L3 w poblizu centralnej
petli domeny V 23S rRNA sugerowato ich udziat w
tworzeniu wigzania peptydydowego. Jednak wyniki
najnowszych badan wykazaty, ze za aktywnos$¢ kata-
lityczng najprawdopodobniej odpowiada tylko
rRNA [9], a nie biatka oddziatujgce z tg domeng.
Biatka utrzymujgjednak odpowiednig strukture trze-
ciorzedowg domeny V, warunkujacga jej aktywnos¢,
poniewaz catkowite odbiatczenie duzej podjednostki
niszczy jej zdolno$¢ syntezy wigzania peptydowego
[11].

W duzej podjednostce znajduje sie réwniez cen-
trum GTP-azowe [3] sktadajgce sie z biatek L6, L 11,
L14 i tetrameru L7/L12 oraz dwodch sekwencji
23S rRNA, tj. domeny ot-sarcyny i nukleotyddéw
1055-1080. To centrum podjednostki 50S odpowie-
dzialne jest za wigzanie czynnikdw elongacyjnych

8

(EF-G, EF-Tu), a takze czynnika inicjujgcego IF-2 i
czynnika uwalniajgcego RF3. Nukleotydy w obrebie
sekwencji 1055-1080 sg miejscem oddziatywania
tiostreptonu [23], antybiotyku wigzgcego sie nieod-
wracalnie do rRNA w tym regionie i hamujgcego hy-
drolize GTP zwiazanego z EF-G. Obecno$¢ biatka
L 11 wzmacnia wigzanie tiostreptonu od 100 do 1000
razy, ale ta stymulacja uzaleznionajest od obecnosci
N-konca tego biatka. Zaproponowano, ze cze$é ta
funkcjonuje jako przetgcznik, odwracalnie od-
dziatujgcy z przylegtymi rejonami rRNA, podczas
gdy domeny C-konca biatka L1 1 $cisle wigzg sie do
23S rRNA [10], Biatko LI 1 oddziatuje z 23S rRNA
tworzgc tzw. motyw suwaka rybozowego (ang. ribo-
sezipper), wystepujacego rowniez w domenie P4-P6
| grupy intronéw. Homologi LIl znaleziono u
wszystkich organizméw ijest ono ,wymienne” mie-
dzy eubakteriami, archebakteriami jak i eukariotami
[24]. Termin ,wymienne” oznacza w tym przypadku
mozliwosci przenoszenia tego konkretnego biatka
pomiedzy rybosomami izolowanymi z réznych kroé-
lestw.

Wchodzaca w sktad centrum GTP-azowego do-
mena a-sarcyny nalezy do najintensywniej analizo-
wanych struktur LrRNA [25-27]. Wedtug badan bio-
chemicznych [28] jest miejscem wigzania biatek L3 i
L6. Badania krystalograficzne [3,7] nie potwierdzajg
oddziatywania z biatkiem L3 natomiast w izolowa-
nej podjednostce 50S u H. marismortui [5] od-
dziatywanie to okreSlono jako silne. Interesujgce
jest, ze mutacja biatka L3 wystepujacego w sgsiedz-
twie zaréwno centrum peptydylotransferazowego
jak i petli a-sarcyny powoduje zmiane wiernosci
translacji [29], co moze Swiadczy¢ o zaangazowaniu
tego biatka w kontrolowaniu ramki odczytu mRNA.
Od strony gtebokiej bruzdy domena a-sarcyny od-
dziatuje z biatkiem L6 [7], natomiast z drugiej strony
otoczona jest przez L14, ktére jednak nie jest w bez-
posrednim kontakcie z domena.

Jedynymi biatkami wystepujacymi w wiecej niz
jednej kopii w podjednostce, jest kompleks biatek
L7/L12 tworzacych tetramer. Wraz z biatkiem L10
tworzg tzw. kompleks L8 [30]. Biatko L7 r6zni sie od
L12 tylko acylowanym N-koficem. Kazde z biatek te-
trameru sktada sie z trzech domen. N-kofcowa do-
mena odpowiedzialnajest za zakotwiczenie do rybo-
somu poprzez wigzanie z biatkiem L10, podczas gdy
koniec C zaangazowany jest w wigzanie czynnikow
elongacyjnych. Stupek L7/L12 jest strukturg ela-
styczng, ktora w zaleznos$ci od miejsca zwigzania
tRNA: aminoacylo-tRNA (AA-tRNA) w miejscu A,
peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P, deacylowa-
nego tRNA (D-tRNA) w miejscu E istanu rybosomu:
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pre- lub posttranslokacyjnego przyjmuje rézne kon- I11. Budowa matej podjednostki rybosomal-

formacje [8]. Zwigzanie do podjednostki 50S ligan- nej

déw, takich jak czynnik elongacyjny EF-G lub

AA-tRNA powoduje przyjecie dobrze rozwinietej W 2000 roku udato sie uzyskac rowniez strukture
struktury przez ten stupek (poréwnaj rozdziaty V i krystaliczng matej podjednostki rybosomalnej z
VI1). Réwnie elastyczng strukturg jest stupek LI. Thermus thermophilus przy rozdzielczosci 3,3 A [6].
Mogto to byé przyczyng ich niewykrycia na mapie Zbudowana jest ona z 19 biatek oraz czasteczki 16S
gestosci elektronowej H. marismortui [5]. rRNA (Ryc. 4A). Uwidocznione cechy morfologicz-
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Ryc. 4. Struktura drugorzedowa 16S rRNA, na podstawie [1,2,31,34,35]. A — zaznaczone sg fragmenty struktury dyskutowane w tekscie; rysunki B,
C, D koreluja z odpowiednimi zaciemnionymi obszarami, rysunki E i F korelujg z miejscem zaznaczonym kolorem czarnym, B — centralna
domena 16S rRNA, C — obszar oddzialywania 16S rRNA z biatkiem S7, D — przedostatnia helisa (H44) 16S rRNA, zaciemniony obszar
wskazuje na miejsce wigzania AA-tRNA i P-tRNA, E — opisany w tekécie schemat tworzenia par zasad 912-885 w czasteczce 16S rRNA, F
— opisany w tek$cie schemat tworzenia par zasad 912-888 w czasteczce 16S rRNA.
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ne podjednostki 30S pokrywaja sie z wcze$niej uzy-
skanymi wynikami [1, 2, 4, 6, 7]. Wyr6zni¢ mozna
wierzchotek z nosem, przewezenie, podstawe, plat-
forme i ramie oraz stope z palcem nazywanym row-
niez ostroga (Ryc. IB). Powierzchnia podjednostki
stanowi najwazniejsza funkcjonalnie cze$¢ i utwo-
rzona jest gtdwnie z helikalnych nici 16S rRNA
tworzacych szkielet podstawy, ramienia i platformy
[7]. Biatka matej podjednostki wydajg sie petnic role
stabilizujacg odpowiednig konformacje 16S rRNA,
chociaz nie mozna wykluczy¢ udziatu kilku biatek w
bezposrednim zaangazowaniu w procesie biosynte-
zy [1],

Pionowo, wzdtuz diugiej osi podjednostki 30S
rozciagaja sie helisy H7, H44 oraz H16/H17 16S
rRNA [6]. Helisy H44 i H 16/H17 lezg na ptaskiej po-
wierzchni oddziatujgcej z duzg podjednostka. Te pio-
nowe helisy potgczone sg ze sobg krotszymi odcinka-
mi helikalnymi, wsrdod ktérych wazng funkcje petnig
helisy H21-H23 (Ryc. 4B), rozciggajace sie od ra-
mienia do platformy podjednostki.

Czasteczke 16S rRNA mozna podzieli¢ na trzy
strukturalne domeny: domene 3’, domene centralng i
domene 5’ [31]. Kazda z tych domen wraz z zasocjo-
wanymi biatkami moze by¢ rozpatrywana jako od-
dzielny kompleks rybonukleoproteinowy tworzacy
odpowiednio podstawe, platforme i wierzchotek
matej podjednostki (Ryc. 4A). Biatka S6, S8, Sil,
S15, S18, S21(70kDa) wraz z centralng domeng 16S
rRNA tworzg platforme (Ryc. 4A, 4B). Wchodzace
w sktad kompleksu biatko S11 uczestniczy w selekcji
tRNA [20], wykazano tez mozliwo$¢ jego od-
dziatywania z biatkiem L2 duzej podjednostki w
funkcjonalnym kompleksie 70S [7]. Biatko S8 wigze
sie do helisy H21[32] iwraz z biatkami S4 i S5 (ktore
prawdopodobnie oddziatuja z mRNA) tworzy
potaczenie platformy z ramieniem [6]. Mutacje
biatek S4 i S5 powodujg btedy odczytu mRNA, co
wskazuje na mozliwos¢ ich zaangazowania w kiero-
wanie procesem translacji [33]. Tworzgca platforme
nizsza cze$¢ centralnej domeny 16S rRNA utworzo-
na jest z potaczenia trzech helis (H20, H21, H22),
wyzsza cze$¢ zawiera helisy H23a, H23b (Rys. 4B) i
jest miejscem wigzania biatek S6 i S18 [34]. Biatko
S6 oddziatuje z mniejszg bruzdg 16S rRNA w miej-
scu potgczenia helisy H22 z H23b, a biatko S18
wigze sie z S6 i oddziatuje z 16S rRNA w obrebie
jednoniciowych odcinkéw helisy H23a. Do ich
przytaczenia jest jednak wymagane wczes$niejsze
zwiazanie biatka S15 z wyzszg cze$cig centralnej do-
meny 16S rRNA. Biatko S15 oddziatuje z petlg
GAAG helisy H23a oraz z mniejszg bruzdg H22, sta-
bilizujgc w ten sposdb strukture rdzenia centralnej
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domeny, jednoczes$nie tworzy ono mostek B4 z he-
lisg H69 23S rRNA [7], Przdd i tyt platformy wyka-
zujg pewng elastycznos¢ wzgledem siebie [1]. Ta
cze$¢ podjednostki przyczynia sie do wigzania
P-tRNA w miejscu P i po asocjacji z duzg podjed-
nostkg zmienia swojg konformacje [35]. W wyzszej
czesci platformy znajduje sie omdwiona w dalszej
czesci rozdziatu sekwencja anty-Shine-Dalgarno.

Wierzchotek podjednostki 30S sktada sie gtéwnie
z 3’konca 16S rRNA (oprocz dwoéch ostatnich helis
H44 i H45) [6] i jest miejscem oddziatywania
MmRNA, czgsteczek AA-tRNA, P-tRNA i D-tRNA
oraz czynnika elongacyjnego EF-G [36]. Zgrupowa-
nie biatek w obrebie wierzchotka stabilizuje trzecio-
rzedowa strukture 16S rRNA ztozonego z krotkich
helis i kilku wielohelisowych potgczen o skompliko-
wanej architekturze [6], Najwyzsza cze$¢ wierz-
chotka utworzona jest przez helisy H41 i H42 (Ryec.
4C). Struktura okres$lanajako nos ztozonajest z helis
H33 i H33a. Upakowane razem helisy
H35/H36/H38/H39 lezg po przeciwnej stronie wierz-
chotka. Helisy H29, H30, H32 owijajgce sie wokdt
wierzchotka tworzg owalng ,kieszen” dla biatek.
Potgczenie petli helis H28, H29 i H43 stanowi miej-
sce wigzania biatka S7. Struktura krystaliczna matej
podjednostki [6] wykazata, ze biatko S7 lezy w po-
blizu miejsc P i E i mozliwe jest jego zaangazowanie
w wigzanie P-tRNA oraz D-tRNA [37]. Biatko S7
wydaje sie wptywaé na stabilno$é struktury
16S rRNA w obrebie catego centrum dekodujgcego
stanowigcego cze$¢ wierzchotka. Jedynym potacze-
niem miedzy wierzchotkiem a podstawg jest helisa
H28. Przewezenie petni role ,stawu” umozli-
wiajgcego zmiane konformacji wierzchotka podczas
kolejnych etapow translacji. R6znorodnos$¢ ksztattu
wierzchotka uwidoczniona zostata dzieki mikrosko-
pii krioelektronowej [8] oraz rentgenografii [1].
Zmiana konformacji wierzchotka wydaje sie byc¢
skorelowana z ruchem platformy na skutek asocjacji
zpodjednostka 50S lub przytaczenia czynnika inicja-
cyjnego IF3 [8].

Nizsza cze$¢ podstawy, okre$lanajako stopa pod-
jednostki, ma zwartg strukture, podczas gdy wyzsza
partia podjednostki 30S tworzy elastyczny region
obejmujacy szczeline miejsca dekodujgcego, plat-
forme i ramie [6]. Stopa utworzona jest z helis
H6-H11 oraz biatka S20 i uwaza sie, ze funkcjonuje
jako element kontrolujagcy wzgledng orientacje do-
men na powierzchni podjednostki, jak i w obrebie
centrum dekodujgcego. Biatko S20 jest jedynym
biatkiem obecnym na powierzchni podstawy. W
znacznym stopniu przyczynia sie ono do procesu de-
kodowania. Brak biatka S20 w rybosomach powodu-
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je btedy odczytywania mRNA, zwiekszong wrazli-
wo$¢ natemperature, redukcje zdolnos$ci do asocjacji
z duzg podjednostkg oraz ostabienie oddziatywan
kodon-antykodon [38], Biatko to moze utrzymywac
odpowiednig konformacje helisy H44 stanowigcej
cze$¢ centrum dekodujgcego, ma tez zdolnos$¢ wigza-
nia mMRNA. Umiejscowienie biatka S20 na spodzie
podjednostki 30S jest zgodne z wynikami badan bio-
chemicznych [1] oraz wczes$niejszym modelem [39],
Mozna sie tez spotka¢ z wynikami wskazujgcymi na
jego umiejscowienie w rejonie ramienia jak i wierz-
chotka [40]. Na spodzie podjednostki zlokalizowano
rowniez biatko S16 [6]. W obrebie podstawy, réwno-
legle do pionowej helisy H44 biegnie helisa H7 roz-
widlajaca sie w wyzszej czesci do helisy H8. Stanowi
to granice miedzy nizszg, zwartg cze$cig podstawy, a
jej wyzszym regionem.

Ramie sklada sie gtdwnie z dwoch wydtuzonych
struktur helis H15/H18 i H16/H17. Rdwnolegte
utozenie tych struktur i ich wzajemne oddziatywanie
wydaje sie stanowi¢ szkielet tej czesci matej podjed-
nostki. Dzieki prostopadtemu utozeniu helis H3 i H4,
utworzona zostaje zwarta struktura ramienia,
ztozona z potaczonych pieciu helis (H3/H4/H16/
H17/H18 16S rRNA). Petle helis ramienia (HI16 i
HI 8) tworzg jedng czes$¢ tzw. zatrzasku (ang. latch),
przez Kktory przypuszczalnie przechodzi mRNA.
Przy rozdzielczosci 3.3 A [6] jedynym widocznym
biatkiem na powierzchni ramienia podjednostki 30S
oddziatujgcej z duzg podjednostka jest biatko S12.
Prawdopodobnie oddziatuje ono z mRNA, co moze
wskazywac na udziat w procesie dekodowania, gdyz
jego mutacja wzmacnia wierno$¢ translacji [33].
Uzyskana wczes$niej struktura krystaliczna matej
podjednostki z T. thermophilus uwidocznita dodat-
kowo na powierzchni ramienia obecno$¢ czesci
biatka S7 [1, 37]. S7 moze by¢ zaangazowane w
wigzanie P-tRNA D-tRNA do matej podjednostki
[6], ze wzgledu najego potozenie w poblizu miejsc P
i E [37],

Centrum dekodujgce jest odpowiedzialne za kon-
trole wiernosci oddziatywan kodon-antykodon. Zlo-
kalizowano je w nizszej czesci wierzchotka i wyzszej
czesci podstawy [6]. Sekwencja I6STRNAwtym re-
gionie wykazuje znaczny konserwatyzm co jest
zgodne z uniwersalnos$cig procesu dekodowania. W
sktad centrum wchodzi helisa H44 (tworzaca tez
mostki pomiedzy podjednostkami [2]) (Ryc. 4A,
4D), helisa H45, H27 (petnigca funkcje przetgcznika,
ktéry zostat doktadnie opisany w rozdziale do-
tyczacym allosterii rybosomu) (Ryc. 4B), centralny
pseudowezet, helisa H18 (wraz z petlg wystepujaca
w jej strukturze), helisa H34 (jest to gtéwna struktu-

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002

ra poprzeczna wierzchotka) oraz korice 3’ i 5’ 16S
rRNA, [6]. Nukleotydy helisy H44 16S rRNA
(1492-1498 tworzgce pary zasad z 1402-1408)
(Ryc.4D) tworzg miejsca A i P wigzania AA-tRNA i
P-tRNA [6]. Koniec 3’ 16S rRNA jest wysoce ela-
styczny i zawiera on sekwencje anty-Shine-Dalgar-
no. Zlokalizowanajest ona w poblizu biatka S11 oraz
miejsca wigzania czynnika inicjujgcego IF3 [41], Se-
kwencja ta bierze udziat w inicjacji translacji. Po-
miedzy podstawa a wierzchotkiem podjednostki 30S
elementy centrum dekodujgcego tworzg wydtuzona,
zagieta strukture okre$longprzezSchluenzen’a
jako tunel [6], mRNA
(Ryc. 5A). Tunel ten powstaje dopiero w wyniku aso-
cjacji podjednostek i zwigzanych z tym zmian kon-
formacyjnych matej podjednostki (Ryc.5A, 5B) [8].
Wejsciem do tego tunelu, utworzonym miedzy heli-
sami ramienia i nosa wierzchotka [0], jest zatrzask
(poréwnaj Ryc.IB , na ktdrym strzatkami zaznaczo-
no omoéwione elementy strukturalne, *# wskazuja
miejsca kontaktu ramienia z wierzchotkiem).

Petle antykodonowe AA-tRNA i P-tRNA w miej-
scach A i P nie oddziatujg z zadnym biatkiem matej
podjednostki. Struktura 16S rRNA wymusza zdefi-
niowang funkcjonalnie architekture elementéw od-
dziatujgcych iinterakcje kodonu mRNA z antykodo-
nem tRNA. Badanie struktury miejsc P i E ujawnito
przyktad mimikry struktury biatek i sekwencji RNA
z nimi zwigzanych. Ksztatt kompleksu utworzonego
przez helise H30 16S rRNA oddziatujgcg z P-tRNA
w miejscu Pjest podobny do struktury kompleksu de-
acylowanego tRNA zwigzanego z biatkiem S7 w
miejscu E [6],

przez ktory przechodzi

IV. Dynamika oddziatywan miedzy podjed-
nostkami

Rozwigzanie metodami rentgenograficznymi
struktury rybosomu z Thermus thermophilus [2] w
znacznym stopniu przyczynito sie do okreslenia lo-
kalizacji oddzialywan pomiedzy podjednostkami
tworzacymi funkcjonalny kompleks 70S. Zostaty
one opisane w naszym poprzednim artykule w Poste-
pach Biochemii [4]. Struktura rybosomu Escherichia
coli uzyskana dzieki mikroskopii krioeiektronowej
[7] pozwolita doktadniej okresli¢ budowe elemen-
tow taczacych podjednostki (Tabela 3) (Ryc. 1A,
IB).

Poréwnanie struktury izolowanych podjednostek
[1, 3] z funkcjonalnymi kompleksami 70S [2,7]
wskazuje na ruch elementéw tworzacych mostki
[35]. Szczegdlnie interesujaca pod tym wzgledem
jest przedostatnia helisa 16S rRNA (H44) (Ryc. 4D),

n



Tabela 3

Mostki tgczace podjednostki 30S i 50S, na podstawie [1, 2, 3, 5-7, 48], Graficzne przedstawienie mostkéw zawiera rycina 1 (Ryc. 1).

Mostki Oddziatywanie
16S rRNA 23S rRNA Biatka Ogdlnie
Bla H38 domeny Il Wi ierzchotek podjednostki 30S z cen-
tralng wypuktos$cia 50S
Bib Wierzchotek podjednostki 30S z cen-
Blc tralng wypuktoscig 50S w miejscu wy-
stepowania 5S rRNA
B2a H44 potozona na H69 potozona w
platformie 30S szczelinie miejsca
aktywnego
B2b H24 }H68,H71 L3 Platforma 30S z obreczg szczeliny
B2c H27 Sil miejsca aktywnego 50S
B2d H23b L2
B2e' H23a
B5a H44 H63 L14 potozone w poblizu Palec ramienia 30S
domeny a-sarcyny
L14
B62 Petla H44
B5b H44
B3 H44
B4 H69 S15

B2e’ Brak mostka u T. thermophilus [2]; u E. coli potaczenie to okreslono jako silne [7],
B6 2 U T. thermophilus mostkiem B6 okre$lono strukturg utworzong przez inne elementy [2, 4],

ktorej wyzsza czesé bierze udziat w procesie dekodo-
wania i kontroli wiernosci oddziatywan kodon-an-
tykodon. Helisa H44 tworzy mostki z podjednostka
50S az w pieciu regionach B2a, B3, B5a i b, B6 [7].
Struktura tych dtugich potgczen odgrywa role w dy-

namice rybosomu. Poréwnanie struktury izolowanej
podjednostki 30S [1] wskazuje na przesuniecie H44
po asocjacji podjednostek [7]. Helisa ta moze funk-
cjonowaé jako czujnik rozpoczynajgcy skiadanie
kompleksu funkcjonalnego 70S z podjednostek i ini-

A B
TUNEL
WIERZCHOLEK
. TN
’//_ \\ ) .\
‘ P PRZEWEZENIE 2 |
N W/ PLATFORMA
Al ) ~
3 RAMIE
.i a |
. ,
o PODSTAWA | ,‘
;{:A 7 ) / 4 B /

L SO AN S T aoe

Ryc. 5. Schemat podjednostki 30S, na podstawie [8], A — izolowana podjednostkg 30S, B — schemat konformacji podjednostki 30S po asocjacji z
duzg podjednostka
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cjujacy zmiany strukturalne regionu dekodujgcego
[7J.

Mate zmiany konformacyjne przylegtych regio-
now podjednostki 50S moga powodowac¢ wzglednie
duzg rearanzacje komponentéw podjednostki 30S.
Najprawdopodobniej struktury te odgrywajg zasad-
nicza role w asocjacji i koordynacji funkcji dwéch
podjednostek. Na szczeg6lng uwage zastugujg most-
ki B3 i B2c [1, 2], ktérych zmiana konformacyjna
powigzana zostata z translokacja. Zmiany konfor-
macyjne helisy H27 16S rRNA, powodujg bardzo
duze zmiany struktury H44, a takze bardziej od-
legtych czesci podjednostki [35], co spowodowato
zmiane struktury mostkow Bib i Blc.

W wyniku asocjacji podjednostek do funkcjonal-
nego kompleksu 70S, mata podjednostka podlega
wielu zmianom (Ryc. 5A, 5B). Asocjacja powoduje
zblizenie wierzchotka do ramienia, az do utworzenia
potgczenia miedzy nimi. W wyniku tego powstaje tu-
nel dla mRNA. Platforma natomiast gtéwnie w cze-
§ci szczytowej zwija sie ku wierzchotkowi. Zasieg
zmian konformacyjnych obejmuje wierzchotek po-
przez przewezenie do platformy i ramienia, co po-
krywa sie z lokalizacja najwazniejszych funkcjonal-
nie domen 16S rRNA. Sekwencje te charakteryzuja
sie rowniez wysokim konserwatyzmem [8]. Wierz-
chotek podjednostki jest przytgczony do podstawy
tylko za pomocagjednej helisy, co ttumaczy zdolnos¢
tej czeSci podjednostki do niezaleznego ruchu [42].
Miejsce zbiegu wierzchotka, platformy i ramienia
jest miejscem oddziatywania petli antykodonowych
AA-tRNA i P-tRNA'w miejscach A i P [40]. W po-
blizu przewezenia zlokalizowany jest tez region de-
kodujacy (sekwencja anty-Shine-Dalgamo na plat-
formie w regionie 530 16S rRNA) odgrywajgcy
wazngrole w oddziatywaniu AA-tRNA w miejscu A.
Region ten jest umiejscowiony jest w poblizu ramie-
nia. Mniej wyrazne zmiany konformacyjne zachodzg
w podstawie podjednostki 30S. Zmiany konforma-
cyjne podjednostki 30S wywotane asocjacjg z duzg
podjednostkg powodujg odmienny
rozktad biatek rybosomalnych i rRNA w miejscu od-
dziatywania AA-tRNA. W konsekwencji tych zmian
réznice oddziatywan tRNAfMet i
P-tRNA w miejscu P poréwnujac fazy inicjacji i
elongacji [8]. Poprzez interpretacje tych przemian
konformacyjnych mozna ttumaczy¢ specyficzny me-
chanizm rozpoznawania przez rybosom inicjatoro-
wego i elongacyjnego tRNAMet. Zmiany konforma-
cyjne waznych funkcjonalnie regionéw prawdopo-
dobnie utatwiajg kolejne fazy etapu elongacji. Szcze-
golnie wazngrole mogg one odgrywac podczas trans-
lokacji.

catkowicie

obserwujemy
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V. Mechanizm translacji

Proces biosyntezy biatka obejmuje trzy etapy: ini-
cjacje, elongacje i terminacje. Zaréwno inicjacjajak
i terminacja zalezg od wystepowania specyficznych
kodon6éw tj. kodondw start oraz stop w mRNA. U
prokariota faza inicjacji jest kontrolowana przez trzy
czynniki inicjacyjne IF-1, IF-2, IF-3. Faktor inicja-
cyjny IF-2 najprawdopodobniej tworzy kompleks
potréjny z GTP oraz inicjatorowym tRNAfVit
niosgcym N-formylometionine [43]. IF-3 znany jest
jako czynnik antyasocjacyjny, wigze sie do ryboso-
malnej podjednostki 30S i zapobiega jej asocjacji z
duzg podjednostka [8]. Jakjuz wspomniano utworze-
nie kompleksu funkcjonalnego 70S powoduje liczne
zmiany konformacyjne w obrebie podjednostek.

Zaproponowano wiele modeli wigzania tRNA na
rybosomie podczas etapu elongacji. Trzy z nich uwa-
zamy za zasadnicze: allosteryczny model tréjmiej-
scowy, model stanu hybrydowego oraz model a-e
(modele te zostaty omdéwione w naszym wcze$niej-
szym artykule w Postepach Biochemii [4]). Inten-
sywne badania cyklu elongacyjnego nie potwierdzity
w peini zadnego z zaproponowanych modeli, jedna-
kze model allosteryczny oraz a-e sg najlepiej udoku-
mentowane danymi eksperymentalnymi [6, 44], Kil-
ka innych propozycji mechanizmu aktywnosci rybo-
somu nie spotkato sie z pozytywng weryfikacja w
pracach eksperymentalnych [26 i prace tam cytowa-
nej.

W elongacji biorg udziat dwa czynniki EF-Tu i
EF-G. Czynnik EF-Tu skilada sie z trzech domen
tworzagcych dwie jednostki strukturalne o réznym
wzgledem siebie uktadzie, w zaleznos$ci od stanu
funkcjonalnego [43]. EF-Tu tworzac kompleks po-
trojny z GTP i AA-tRNA, ochrania przed hydroliza
wigzanie estrowe i dostarcza AA-tRNA do ryboso-
malnego miejsca A. W miejscu tym zachodzi dwu-
etapowa selekcja AA-tRNA zalezna od kodonu:
przed hydrolizg GTP zwigzanego z EF-Tu (ang. ini-
tial selection) oraz po hydrolizie EF-Tu-GTP, ale
przed utworzeniem wigzania peptydowego (ang.
proofreading) [42],

Rozpoznanie odpowiedniego kodonu przez an-
tykodon AA-tRNA powoduje stabilizacje komplek-
su potrojnego przez oddziatywanie AA-tRNA z
mRNA jak | rybosomem. Oddziatywanie kodon-
antykodon jest sygnatem aktywujgcym centrum
GTPazowe rybosomu ze zwigzanym kompleksem
EF-Tu-GTP-AA-tRNA [45], w wyniku czego ma
miejsce hydroliza GTP. Miejsca oddziatywania
czynnika EF-Tu z podjednostkami rybosonalnymi
zostaty opisane we wcze$niejszym artykule w Poste-
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pach Biochemii [4]. Petle antykodonowe AA-tRNA
w miejscu A oraz P-tRNA w miejscu P oddziatujg
wytgcznie z elementami matej podjednostki. Nie jest
znany mechanizm przekazywania sygnatu z miejsca
oddziatywania kodonu mRNA z petlg antykodonowg
AA-tRNA do domeny G EF-Tu. Wykazano udziat
AA-tRNA w przekazywaniu tego sygnatu [45], jed-
nakze nie wyklucza to mozliwosci jego transmisji za
posrednictwem rybosomu. Zdawatyby sie o tym
Swiadczy¢ liczne mostki utworzone pomiedzy pod-
jednostkami (patrz Postepy Biochemii [4]) oraz ich
zmiany konformacyjne na réznych etapach procesu
biosyntezy biatka [7, 8].

Helisa H44 16S rRNA biorgca udziat w procesie
dekodowania oraz kontroli wiernosci oddziatywan
kodon-antykodon jednocze$nie tworzy mostki z pod-
jednostkag 50S [7]. W przekazywanie sygnatu akty-
wujgcego moze by¢ takze zaangazowane biatko Sil,
ktoremu przypisuje sie udziat w selekcji AA-tRNA
[20], tworzace kolejny mostek (B2d). Mozliwy jest
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ich ruch wzgledem siebie wptywa na zmiane konfor-
macji catego stupka. Ze wzgledu na powigzania
zmiany konformacji w obrebie podjednostek, jak i
dynamicznej struktury tgczgcych je mostkéw, do tej
pory nie udato sie ustali¢ drogi przekazywania sy-
gnatu aktywujacego hydrolize GTP zwigzanego z
EF-Tu. Wykazano jednak, ze izolowany tetramer
biatek L7/L12 nie stymuluje hydrolizy GTP-EF-Tu,
ale silnie wptywa na hydrolize GTP zwigzanego z
EF-G [46], pomimo ze w rybosomach miejsca od-
dziatywan obydwu czynnikéw elongacyjnych cze-
$ciowo sie naktadajg.

Hydroliza GTP ipowstanie formy EF-Tu-GDP [6]
powoduje oddysocjowanie czynnika z rybosomu ze
wzgledu na niskie powinowactwo formy GDP EF-Tu
do AA-tRNA [45], Umozliwia to zajecie miejsca A
przez koniec akceptorowy AA-tRNA na podjednost-
ce 50S i utworzenie wigzania peptydowego miedzy
P-tRNA zwigzanego w miejscu P, a AA-tRNA uwol-
nionego od czynnika EF-Tu w miejscu A. Zajeciu
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Ryc. 6. Zwigzek posredni o tetraedrycznym rozktadzie wigzan, powstajacy podczas syntezy wigzania peptydowego (A) orazjego analog — Inhibitor
Yarus’a (B), na podstawie [9]. Zaciemnione obszary wskazuja uktad tetraedrycznych wigzan dla atomu wegla (A) oraz dla atomu fosforu (B).

tez udziat mostka B6 utworzonego pomiedzy petlg
helisy H44 16S rRNA a biatkiem L14. Biatko to
umiejscowione jest w poblizu domeny a-sarcyny, z
ktérg oddziatujg czynniki elongacyjne. Zmiany w
uktadzie tej domeny wzgledem biatek L14 i L6
stwierdzono, poréwnujac struktury zaproponowane
na podstawie wynik6éw uzyskanych metodami rent-
genograficznymi [2] i mikroskopig krioelektronowg
[7]. Obrot osi petli a-sarcyny powoduje zblizenie jej
3’i5%konca do biatka L14. Wptywa to na pozycjetej
struktury wzgledem biatka L1l i sekwencji rRNA z
nim potaczonej, a wchodzgcej w skiad centrum GT-
Pazowego [7]. Te dwie struktury usytuowane sg w
dwoéch réznych ptatach podstawy stupka L7/L12 i

14

przez AA-tRNA miejsca A moze towarzyszy¢ obrot
catej czasteczki lub tylko jej ramienia akceptorowe-
go wzgledem domeny antykodonowej [47]. Rybo-
som z zajetym miejscem A przez AA-tRNA oraz
miejscem P przez P-tRNA znajduje sie w tzw. stanie
pretranslokacyjnym (PRE). Petle antykodonowe
tych dwéch czasteczek tRNA znajduja sie w bezpo-
$rednim sasiedztwie wejscia do tunelu dla mRNA
[48] przechodzgcego w poblizu przewezenia podjed-
nostki 30S. Petla antykodonowa AA-tRNA jest ulo-
kowana po stronie ramienia, podczas gdy petla an-
tykodonowa P-tRNA od strony platformy tunelu.
Miejsce A utworzone jest przez ramie w poblizu re-
gionu petli 530. Region 1400/1500 tworzy miejsce P.
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Tak wiec domeny antykodonowe AA-tRNA i
P-tRNA w miejscach A i P sg ulokowane w centrum
dekodujacym matej podjednostki. Koniec 3’CCA ra-
mienia akceptorowego czasteczki AA-tRNA w miej-
scu A skierowany jest natomiast ku wejsciu do tunelu
na podjednostce 50S. Czasteczki AA-tRNA i
P-tRNA w miejscach A i P duzej podjednostki znaj-
duja sie blisko biatek L1Oe oraz L5 [9]. Obydwa te
biatka oddziatujg z 5S rRNA. Mozliwe jest, ze
5S rRNA pomaga stabilizowaé zwigzane w tych
miejscach czasteczki tRNA co bytoby zgodne z ob-
serwacja, ze 5S rRNA wzmaga aktywnos$¢ ryboso-
mu, ale jego obecnos$¢ nie jest absolutnie konieczna
do utrzymania aktywnos$ci rybosomu [49]. Czastecz-
ka AA-tRNA w miejscu A oddziatuje z wysoce kon-
serwatywng petla 23S rRNA, ktoéra wraz z biatkiem
LIOe tworzy duzg, wklestg powierzchnie tgczgcg sie
z helisg TAC czasteczki tRNA, wykorzystujgc to
samo miejsce wigzania co EF-Tu [9]. Nukleotyd C75
ramienia akceptorowego AA-tRNA tworzy nato-
miast pary Watsona-Cricka z guaning G2553 petli
miejsca A. Oddziatywanie to jest zgodne z wcze-
$niejszymi opisanymi wynikami [50].

Synteza wigzania peptydowego miedzy grupa
aminowg AA-tRNA a karboksylowg peptydy-
lo-tRNA zachodzi poprzez utworzenie zwigzku
przejSciowego — wegla o tetraedrycznym uktadzie
wigzan (Ryc. 6A) [9]. Wykorzystanie analogu
zwigzku przejsciowego (tzw. inhibitor Yarus’a)
umozliwito wyjasnienie mechanizmu reakcji tworze-
nia wigzania peptydowego podczas elongacji. Inhibi-

odpowiednikiem atomu wegla o tetradrycznym
uktadzie wigzan zwiazku przejsciowego; reszta CCA
oddziatuje z miejscem P na podjednostce 50S. Roz-
wigzanie struktury podjednostki 50S przy rozdziel-
czosci 2,4 A uwidocznito potozenie reagujacych
grup podczas syntezy wigzania peptydowego. W ich
poblizu nie ma biatek co wskazuje, ze za aktywnosé
katalityczng odpowiedzialne jest rRNA a nie jak do-
tychczas sgdzono — biatka rybosomalne. Inhibitor
Yarus’a wigze sie do duzej podjednostki na dnie
szczeliny przy wejsciu do tunelu, ktéry biegnie ku
tytowi podjednostki. Miejsce to otoczone jest nukle-
otydami centralnej petli domeny V 23S rRNA,
tworzagcymi centrum peptydylotransferazowe, czyli
region odpowiedzialny za synteze wigzania peptydo-
wego. Nukleotydami odgrywajgcymi kluczowg role
w obrebie centrum aktywnego s3: A2450, A2451,
G2447, G2061 (Ryc. 7) co potwierdzaja réwniez
liczne badania biochemiczne [51,52 iprace tam cyto-
wane]. Mutacje w obrebie centrum powodujg utrate
aktywno$ci katalitycznej w tworzeniu wigzania pep-
tydowego [53] oraz opornos$é na antybiotyki bedace
jej inhibitorami [54]. Reszta fosforanowa inhibitora
Yarus’a wigze sie w poblizu jednoniciowych odcin-
kow centrum peptydylotransferazowego. Z domeng
V 23S rRNA oddziatuje 15 biatek, jednak w poblizu
inhibitora brak jest domen globularnych zdolnych do
katalizowania reakcji. Wczes$niej nie wykluczano
udziatu biatek L2 i L3 w aktywnosci peptydylotrans-
ferazowej. Ich rozciagniete domeny penetruja szkie-
let domeny V 23S rRNA. Sekwencja LrRNA ota-
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Ryc. 7. Dyskutowany w tekécie mechanizm tworzenia wigzania peptydowego, na podstawie [9].

tor Yarus’a zbudowany jest z oligonukleotydu zawie-
rajgcego sekwencje CCA potgczonego poprzez gru-
pe fosfoamidowg z puromycyng (Ryc. 6B). Puromy-
cyna jest analogiem AA-tRNA iprzytgcza sie do ry-
bosomalnego miejsca A; grupa fosfoamidowa jest
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czajaca inhibitor Yarus’a jest $cisSle upakowana w
podobny spos6b do miejsc aktywnych enzyméw
biatkowych, a nukleotydy oddziatujgce z inhibito-
rem sg wysoce konserwatywne we wszystkich trzech
krélestwach [9]. Mapa gestosci elektronowej rybo-
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somalnej podjednostki 50S bez zwigzanych ligan-
doéw [5] ukazuje wiele wigzan wodorowych w kry-
tycznym rejonie miejsca aktywnego, utworzonych
takze za poSrednictwem wody. W obrebie centrum
aktywnego wystepujgréwniez jony Mg iK stabili-
zujace jego strukture. Mozliwo$¢ udziatu 23S rRNA
w tworzeniu wigzania peptydowego z wykluczeniem
biatek postulowano juz w 1998 roku [55].

Za aktywnos$é katalityczng najprawdopodobniej
odpowiedzialny jest nukleotyd A2451, ktéry znajdu-
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TAUTOMER AMINOWY

wigzania amidowego, peptydowego, glikozydowego
oraz tworzenia wigzan C-C [57]. Na podstawie tych
danych wysunieto hipoteze, iz rybosom petni row-
niez funkcje rybozymu [9].

Utworzenie wigzania peptydowego stymuluje
spontanicznie translokacje [59]. Za ten etap elonga-
cji odpowiedzialny jest czynnik EF-G. Chociaz
translokacja moze tez zajS¢ bardzo wolno bez
udziatu tego czynnika [36], hydroliza GTP zwigza-
nego z EF-G jest konieczna do szybkiej reakcji. Hy-
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Ryc. 8. Tautomer aminowy (A) i iminowy (B) A2451oraz G2447 wraz z resztami tworzacymi centrum peptydylotransferazowe, na podstawie [9], Za-
ciemnione obszary wskazujg réznice miedzy formami tautomerycznymi.

je sie najblizej reagujacych grup (Ryc. 7) [9]. Proto-
nacja azotu w pozycji trzeciej (N3) nukleotydu
A2451 umozliwia tworzenie wigzania wodorowego
z atomem tlenu reszty fosforanowej inhibitora, stabi-
lizujgc zwigzek posredni (Ryc. 7A). A2451 funkcjo-
nuje jako zasada Lewisa. Reszty 23S rRNA zaanga-
zowane w tworzenie centrum moga wystepowaé w
dwaéch formach tautomerycznych: aminowej lub rza-
dziej iminowej (Ryc. 8A, 8B). W wyniku oderwania
atomu wodoru przez N3 A2451 z reszty a-aminowej
(Ryc. 7B), nastepuje nukleofilowy atak atomu azotu
z grupy a-aminowej na atom wegla peptydy-
lo-tRNA. Proton zostaje nastepnie przekazany z N3
na koniec 3’ deacylowanego tRNA, zwigzanego w
miejscu P, zaraz po odtgczeniu od niego nowo utwo-
rzonego peptydu (Ryc. 7C). Mechanizm katalizowa-
nia syntezy wigzania peptydowego przez rybosom
jest analogiczny do poznanych wczes$niej wtasciwo-
$ci katalitycznych rybozymow [56]. Rybozymy sgto
czasteczki RNA posiadajgce aktywnos$¢ katali-
tyczng, np.: przenoszenia grup acylowych, tworzenia
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droliza fosforanu indukuje zmiany konformacyjne
czynnika elongacyjnego, co skorelowane jest ze
zmianami struktury rybosomu pozwalajgcymi na
przesuniecie zwigzanych z nim czasteczek tRNA.
Uzyskana struktura krystaliczna EF-G z T ther-
mophilus ukazata podobienstwo budowy dwoch (do-
meny 1i2) zpieciu domen do EF-Tu. Domeny 3,4, 5
czynnika EF-G nasladujag natomiast ksztatt
AA-tRNA [44]. W strukturach krystalicznych kom-
plekséw rybosom-EF-G [36] w stanie pre- i post-
translokacyjnym (POST) nie udato sie jednak dopa-
sowa¢ w petni struktury krystalicznej samego czyn-
nika, co wskazuje na przyjmowanie przez niego roz-
nych konformacji w zaleznos$ci od stanu rybosomu.
W stanie PRE EF-G #gczy szczeling miedzy podjed-
nostkami rybosomu. Domena 1czynnika oddziatuje
ze stupkiem L7/L12 podjednostki 50S, a domena 4
EF-G zramieniem podjednostki 30S przy dnie szcze-
liny utworzonej miedzy wierzchotkiem a ramieniem.
Konformacja EF-G w kompleksie pretranslokacyj-
nym wydaje sie by¢ bardziej ,otwarta” w poréwna-
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niu ze struktura krystaliczng izolowanego czynnika.
Istotnym faktem jest jego kontakt ze stupkiem
L7/L12, poniewaz wykazano ze izolowane biatka
L7/L12 silnie stymulujg hydrolize GTP zwigzanego
z EF-G [46], chociaz indukowanie tej hydrolizy
przez caty rybosom jest bardziej efektywne. W stanie
POST (gdzie D-tRNA zajmuje miejsce E, a P-tRNA
miejsce P) zmianie ulega zasieg oddziatywan EF-G z
rybosomem. Wierzchotek domeny 4 czynnika siega
gteboko ku centrum dekodujgcemu [36], Widoczne
jest przesuniecie czynnika w kierunku podjednostki
30S, tworzac dodatkowe potgczenie z jej podstawg i
wierzchotkiem. Oddziatywanie EF-G z duzgpodjed-
nostkg ogranicza sie do kontaktu domeny 1czynnika
z globularng czescig stupka L7/L12. Mozliwe jest, ze
uwolnienie fosforanu w pozycjiy z GTP przytgczo-
nego do EF-G indukuje zmiany struktury czynnika,
ktére kierujg nastepnie zmianami konformacyjnymi
podjednostek, co z kolei umozliwia translokacje.
Jak juz wspomniano, stan POST charakteryzuje
sie zwigzaniem P-tRNA w miejscu P oraz D-tRNA w
miejscu E. W strukturze krystalicznej podjednostki
rybosomalnej 50S H. marismortui [9] wykazano sil-
ne oddziatywanie D-tRNA w miejscu E z biatkiem
L44e. Wykazano, ze uE.coli w przytgczanie D-tRNA
w miejscu E zaangazowane sg nukleotydy 2112,
2116,2169 oraz region 2109-2119 23S rRNA [8],
Nukleotydy te zlokalizowane sg w miejscu wigzania
biatka LI domeny V 23S rRNA (2090-2200 23S
rRNA). Przeprowadzone badania [58] wskazujg na-
wet na mozliwo$¢ istnienia dwoch miejsc wyjscia,
tzw. E i E2. Odlegto$¢ miedzy antykodonami
P-tRNA i D-tRNA w miejscach P i E jest porowny-
walna do odlegtosci miedzy miejscami A i P co moze
Swiadezy¢ o tym, ze petla antykodonowa w miejscu
E odcziatuje jeszcze z kodonem mRNA. Znacznie
wiekszy dystans dzieli miejsce E od E2. Z tego
wzgledu interakcja z kodonem w miejscu E2 wydaje
sie mito prawdopodobna, a D-tRNA moze zostac
uwolniony z E2 przed ponownym zajeciem miejsca
E przez tRNA w kolejnej rundzie cyklu elongacyjne-
go. W/kazano rowniez, ze koniec 3’'CCA P-tRNA w
miejscu P tworzy dwa wigzania wodorowe z petlg P
(z G22511i G2252), podczas gdy AA-tRNA z petlg A
tylko jedno (z G2553) [9]. Ruch czasteczki tRNA z
miejsca A do P zwigzany jest wiec ze zwiekszeniem
oddziatywan. Ponadto konce 3'CCA AA-tRNA i
P-tRNA w miejscu A i P sg obrécone wzgledem sie-
bie o 80°. Wynika stad, ze w tych dw'éch miejscach
wzajemny uktad miedzy koricem 3’CCA, a akcepto-
rowg odyga tRNA nie moze by¢ tak samo stabilny.
Jezeli konformacja AA-tRNA zwigzanego w miejscu
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A jest mniej stabilna, przesuniecie czgsteczki do
miejsca P po utworzeniu wigzania peptydowego
bytoby energetycznie korzystne [9].

V1. Allosteria rybosomu prokariotycznego

Asocjacja podjednostek oraz przytgczenie do ry-
bosomu ligandéw takich jak mRNA, tRNA czy czyn-
niki elongacyjne (EF-Tu, EF-G) indukujg zmiany
konformacyjne podjednostek. Wyniki wcze$niej-
szych badan wykazaty, ze rybosom wystepuje w
dwéch stanach konformacyjnych [48] zgodnie z ist-
nieniem dwéch standw allosterycznych rybosomu:
PRE i POST. Na tej podstawie sugerowano, ze pod-
jednostka 30S ma bardziej dynamiczng strukture niz
duza podjednostka 50S. Najbardziej elastyczng cze-
$cig 50S wydawat sie stupek L7/L12 wystepujacy w
formie zwinietej lub rozwinietej w zalezno$ci od eta-
pu cyklu elongacyjnego. Innymi wysoce elastyczny-
mi strukturami duzej podjednostki sg: centralna wy-
puktos$¢ oraz stupek LI [8]. Wszystkie te regiony od-
dziatujg z tRNA podczas kolejnych faz elongacji.
Stupek L7/L12 znajduje sie w poblizu miejsca A
(miejsca wigzania AA-tRNA), region LI — miejsca
E (miejsca wiazania D-tRNA), a miejsce P (wiazace
P-tRNA) znajduje sie pomiedzy mini, blisko central-
nej wypuktosci.

Przytaczenie aminoacylo-, peptydylo- lub deacy-
lowanego tRNA do rybosomu powoduje zmiany
konformacji stupka L7/L12. W zaleznosci od stanu
rybosomu (PRE lub POST) tetramer ten wykazuje
rézne stopnie rozwiniecia [8]. Kompleks posttrans-
lokacyjny wykazuje gestoS¢ w bezposSrednim
sgsiedztwie stupka, po stronie powierzchni od-
dziatujacej z matg podjednostky. Struktura ryboso-
mu ze zwigzanym EF-G réwniez wykazala, ze stupek
L7/L12 w tym kompleksie przyjmuje niezwykle sta-
bilng, dobrze rozwinietag konformacje. Wskazuje to
na zaangazowanie tego regionu w translokacje. Miej-
sce wigzania D-tRNA do rybosomu (nukleotydy
2112,2116, 2169 oraz region 2109-2119 23S rRNA)
pokrywa sie z sekwencja przytaczajacag biatko LI
(2090-2200 domeny V 23SrRNA). UE. Coli zwiaza-
nie D-tRNA do miejsca E indukuje zmiany konfor-
macyjne tego regionu. Podobne zmiany konforma-
cyjne zachodzg po zwigzaniu P-tRNA jak i D-tRNA
do miejsca P. Wykazano oddziatywanie odpowiednio
P-tRNA i D-tRNA w miejscach P i E z przylegtymi
regionami tj. z nukleotydami 2111-2112 23S rRNA i
z biatkiem L33. Zwigzanie inicjatorowego tRNAfMit
w miejscu P indukuje zmiany konformacyjne w miej-
scu kontaktu wierzchotka 30S z centralng wy-
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puktoscig podjednostki 50S. Moze to by¢ wynikiem
zmian konformacyjnych 5S rRNA lezacego w obre-
bie tej wypuktosci [8].

Autorzy najnowszych badan sugerujgwystepowa-
nie dwoéch alternatywnych mozliwosci tworzenia par
zasad w obrebie regionu 912 w 16S rRNA podjed-
nostki 30S (Ryc. 4E, 4F) [35]. Udowodniono, ze
przesuniecie par zasad z pozycji 912-910/885-887 do
912-910/888-890 wptywa nie tylko na wigzanie
mRNA i tRNA do rybosomu, ale takze wywotuje
wielkoskalowe zmiany konformacyjne. Wierz-
chotek, ramie i platforma zmieniajg swoj wzajemny
uktad w podjednostce 30S i wptywajg w ten sposéb
naregiony mostkéw podjednostki 50S, a szczegdlnie
centralnej wypuktos$ci. Przesunieciu par zasad towa-
rzyszy obrdt wierzchotka ku duzej podjednostce oraz
zgiecie platformy w strone stupka LI. Zmiany kon-
formacyjne zachodza réwniez w nizszej cze$ci pod-
stawy (miejsca wystepowania mostka B6), ktore
przesuwa sie w kierunku duzej podjednostki, pod-
czas gdy ramie odsuwa sie od regionu oddziatywan
miedzy podjednostkami. Powoduje to ,,zanik” palca
ramienia (ang. shoulderJinger), ktory w konformacji
912-888 taczy sie z platformg i podjednostkg 50S
(mostek B3) [35],

Region 912 jest umiejscowiony pomiedzy H2 i
H27 16S rRNA, w poblizu miejsca potgczenia ramie-
nia, platformy i przewezenia podjednostki 30S.
Potgczenie helisy H27 do nukleotydow 912-910 sta-
nowi wzglednie dtugi, jednoniciowy region. Najbar-
dziej znaczace zmiany konformacyjne zachodzg w
tym regionie i nizszej cze$ci podjednostki 30S. Za-
obserwowane zmiany konformacyjne mogag by¢
zwigzane z rearanzacjg H44, ktéra bierze udziat w
tworzeniu mostkow tgczacych podjednostki [7, 35]
(Rys. 4D). Zmiana parowah w regionie 912 [35]
wptywa takze na uktad helis H22 i H23 16S rRNA
(H23 zaangazowany jest w tworzenie dwoch most-
kéw: B2d i B2e) oraz biatka Sil (ktéremu réwniez
przypisuje sie role w tworzeniu mostka B2d) (Ryc.
4B) [7]. Znaczne zmiany zachodzg w regionach pod-
jednostki 50S przylegajgcych do platformy. Sg to:
centralna wypukto$¢ obejmujaca 5S rRNA (mostki
Bib, Blc), wejscie do tunelu oraz region mostka B3.
Zmiana konformacji 16S rRNA z 912-910/885-887
do 912-910/888-890 wptywa réwniez na uktad prze-
strzenny tunelu utworzonego miedzy przewezeniem,
wierzchotkiem i ramieniem podjednostki 30S. Kon-
formacja 912-910/885-887 jest optymalna do wigza-
nia czasteczki AA-tRNA zaréwno do mRNA jak iry-
bosomu. Zmiana konformacji do 912-910/888-890 fa-
woryzuje dysocjacje ,,nieodpowiednich” AA-tRNA.
Stan 912-888 charakteryzuje sie redukcja zdolnosci
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do wigzania AA-tRNA, podczas gdy 912-885 powo-
duje wigzanie w miejscu A nawet czasteczek
AA-tRNA z ,niepasujgcymi” do matrycy mRNA pe-
tlami antykodondéw [35]. Przesuniecie parowan re-
gionu 912 16S rRNA odgrywa znaczacg role w pro-
cesie dekodowania indukujgc wielkoskalowe zmiany
konformacyjne rybosomu uwidocznione dzieki mi-
kroskopii Kkrioelektronowej. Doktadne okreS$lenie
dynamiki i zasiegu zmian struktury rybosomu pod-
czas asocjacji podjednostek i kolejnych etapdw pro-
cesu translacji wymaga przeprowadzenia jednak
doktadniejszych badan.

VIl. Podsumowanie

Rozwigzanie struktury rybosomu pozwolito na
bardzo zaawansowanag, ale nadal tylko czesSciowg in-
terpretacje molekularng wynikow dtugoletnich
wczesniejszych badan biochemicznych i genetycz-
nych. Poznane zostaty z bardzo duzg precyzjg kon-
formacje biatek i kwasow nukleinowych oraz ich
wzajemne oddziatywania. Szczegétowos¢ i doktad-
nos$¢ tych danych jest zasadniczym czynnikiem okre-
$lajgcym wysoka warto$¢ tych wynikdéw. Pozostaje
jednak wiele nierozwigzanych kwestii dotyczgcych
mechanizmu translacji. Nieznany jest sposéb koor-
dynacji funkcji matej i duzej podjednostki podczas
kolejnych etapéw cyklu biosyntezy biatka. Innym
nierozwigzanym problemem jest sposéb od-
dziatywania czynnik6w elongacyjnych i powigzanie
ich zmian konformacyjnych ze zmiang struktury ry-
bosomu, np. podczas translokacji.

Prawdopodobnie kolejnym etapem badan bedzie
rozpoznanie dynamiki rybosomu na podstawie roz-
wigzanych statycznych struktur krystalicznych uzy-
skanych metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich.

Podziekowania

Praca wykonana w ramach grantu Komitetu Badan
Naukowych 6 PO6A 01421.

Artykut otrzymano 10 maja 2001
Zaakceptowano do druku 10 stycznia 2002

PiSmiennictwo

1 Clemons WM, May JLC, Wimbcrly BT, McCu-
tcheon JP, Capel MS, Ramakrishnan V (1999)Natu-
re 400: 833-840

2. Cate JH, Yusupov MM, Yusupova GZH, Earnest
TN, Noller HF (1999) Science 285: 2095-2104

3. Ban N, Nissen P, Hansen J, Capel M, Moore PB,
SteitzTA (1999) Nature 400: 841-847

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002



4, Dudzinska B, Twardowski

47(1): 19-29

5. Ban N, Nissen P, Hansen J, Moore PB, Steitz TA

(2000) Science 289: 905-920
6. Schiuenzen F, Tocilj
Gluehmann M, Janell

A, Zarivach R, Harms ],
D, Bashan A, Bartels H,

Agmon I, Franceschi F, Yonath A (2000) Celi 102:
615-623
7. Gabashwili IS, Agrawal RK, Spahn CMT, Gras-

succi RA, Svergun DI, Frank J, Penczek P (2000)

Celi 100: 537-549

8. Agrawal RK, Lata RK, Frank J (1999) TheIntJ Biochem

& Celi5/0/31: 243-254

9. Nissen P, Hansen J, Ban N, Moore PB, Steitz TA

(2000) Science 289: 920-930
10. Wimberly BT, Guymon R, McCutcheon J, White
SW, Ramakrishnan V (1999) Cell 97: 491-502
11.Stark H, Orlova EV, Rinke-Appel J, Junke N,

Mueller F, Rodnina M, Wintermeyer W, Brima-

combe R, van Heel M (1997) Cell 88: 19-28

12.Vladimirov SN, Druznina Z, Wang R, Cooper-

man BS (2000) Biochem 39: 183-193

13.Corell CC, Munshikin A, Chan Y-L, Ren Z,
Wool IG Steitz TA (1998) PNAS 95: 13436-13441

14. Wall JG, Gluck, A, Endo Y (1992) TIBS 17: 266-274

15.Corell CC, Freeborn B, More PB,
(1997) Cell 91: 705-712

16. Oswald M, Brimancombe R (1999) NAR 27: 4635-4641

17.SergieV P, Dokudovskaya S, Romanova E, To-
pin A, Bogdanov A, Brimacombe R, Dontsova O

(1998) NAR 26: 2519-2525

18. Worbs M, Huber R, Wahl MC
807-818

19.Nakagawa A, Nakashina T, Taniguchi
ka H, Kimura M, Tanaka | (1999) EMBO J 18: 1459-1467

20. Fanning TG (1978) NAR 5: 933-950

21. Unge J, Aberg A, Al.-Kharadaghi S, Nikulin A,
Nikonov S, Davydova NL, Nevskaya N, Garber
M, Liljas A (1998) Structure 6: 1577-1586

22. Lieber man KR, Firpo MA, Herr AJ, Nguyenle T,

Atkins JF, Gesteland RF, Noller HF (2000) J Mol
Biol 297: 1129-1143
23.Blyn LB, Risen LM, Griffey RH, Draper DE

(2000) NAR 28: 1778-1784
24.Draper DE, Reynaldo LP (1999) NAR 27: 381-388
25.Meyer HA, Triana-Alonso F, Spahn ChMT,
Twardowski T, Sobkiewicz A, Nierhaus KH
(1996) NAR 24: 3996-4002

26.Nawrot M, Bohun E, Ksigzczak-Kus L, Sobkie-
wicz A, Polak J, Twardowski T (1998) A Bioch Pol 45:

1053-1066

27.Madej-Dudzinska B, Nawrot M., Twardowski T

(2000) JPP hys 156: 56-569

28. Uchiumi T, Sato N, Wada A, Hachimori A (1999)J

BiolChem 11A: 681-686
29.PeltzSW, Hammel AB (1999) Mol Cell Biol 19: 384-391
30. Gram zova O, Traut RR (2000) Biochem 39: 4075-4081
31.Agarlov SC, Zhe leznyakova EN, Selivanova
OM, Zheleznaya LA, Matvienko NI, Vasiliev
VD, Spirin AS (1998) PNAS 95: 999-1003
32.Lancaster L, Culver GM, Yusupova GZ, Cate
JH, Yusupov MM, Noller HF (2000) RNA 5: 717-729

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002

T (2001) Post Biochem

Steinz TA

(2000) EMBO J 19:

M, Hosa-

33.Alksne LE, Anthony RA,
34.

35.

36.

37.

38.
39.
40.

41.

42.
43.
44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
54.

55.
56.
57.
.Agrawal RK, Spahn CMT, Penczek P, Grassucci

Liebman SW, Warner
JR (1993) PNAS 90: 9538-9541

Agalarov S.C, Prasad GS, Funke PM, Stout CD,
Williamson JR (2000) Science 288: 107-112
Gabashwili IS, Agrawal RK, Grassucci R, Squ-
ires CL, Dahlberg AE, Frank J (1999) EMBO 18:
6501-6507

Stark H, Rodnina MV, Wieden HJ, van Hell M,
Wintermeyer W (2000) Cell 100: 301-309

Fredrick K, Dunny GM, Noller HF (2000)J Mol Biol
298: 379-394

Ryden-Aulin M, Shaoping Z, Kylsten P,
son LA (1993) Mol Microbiol 7: 983-992

Isaks-

Mueller F, Brimacombe R (1997) J Mol Biol 271:
545-565
Gabashvili IS, Agrawal RK, Grassucci R, Frank

J (1999) J Mol Biol 286: 1285-1291

Tocilj A, Schlunzen F, Janell D, Gluhmann M,
Hansen HA, Harms J, Bashan A, Bartels H, Ag-
mon I, Franceschi F, Yonath A (1999) PNAS 96:
14252-14257

Pape T, Wintermeyer W, Rodnina MV (2000) Nature
Struc Biol 1: 104-107

Clark BFC, Thirup S, Kjedgaard M, Nyborg J
(1999) FEBS Lett 452: 41-46

Frank J, Heagle AB, Agrawal
128: 15-18

Piepenburg O, Pape T, Pleiss JA, Wintermeyer
W, Uhlenbeck OC, Rodnina MV (2000) Biochem 39:
1734-1738

Savelsbergh A, Mohr D, Wilden B, Wintermeyer
W, Rodnina MV (2000) J Biol Chem 275: 890-894

Stark H, Rodnina MV, Rinke-Appel J, Brima-
combe R, Wintermeyer W, van Heel M (1997)Nature
389: 403-406
Agrawal RK,
Leith A, Nierhaus KH,
1000-1002

Moore PB (1996) W: Zimmermann RA, Dahlberg
A E (red) Ribosomal RNA & Structure, Evolution, Processing and
Function in Protein Biosynthesis. CRC Press, Boca Raton, FL, str.
199-236

Green R, Switzer C, Noller
286-289

Mueller F, Sommer |, Baranov P, Matadeen R,
Stoldt M., W 6hnert J, G6rlach M., Van Heel M.,
Brimacombe R (2000) J Mol Biol 298: 35-59
Vladimirov SN, Druzina Z, Wang R, Cooperman
BS (2000) Biochem 39: 183-193

Porse BT, Garrett RA (1995)J Mol Biol 249: 1-10
Cundliffe R (1990) W: Hill WE, Dahlberg A, Gar-
rett RA, Moore PB, Schlessinger D, Warner JS
(red) In The Ribosome: Structure, Function and Evolution Ameri-
can Society for Microbiology, Washington DC, str. 479-490
Nillal, Ueda T, Watanabe K (1998) RM 4: 257-267
Cech T (2000) Science 289: 878-879

Bartel DP, Unrau PJ (1999) TIBS 24: 9-13

RK (1999) J Struc Biol

Penczek P, Grassucci RA, Li Y,
Frank J (1996) Science 271:

HF (1998) Science 280:

RA, Nierhaus KH, Frank J (2000)J Cell Biol 3:447-459

19



Katalityczne DNA — deoksyrybozymy

Catalytic DNA — deoxyribozymes

BARBARA NAWROT
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VII. Potencjalne mozliwosci katalityczne czasteczek DNA

VI1Il. Podsumowanie, perspektywy

Wykaz stosowanych skrotéw: BV173 — komorki chronicznej
biataczki mielogenicznej, DMS 273 — komdrki raka ptuc, DNA
— kwas deoksyrybonukleinowy, EPPS — kwas N-2-hydroksy-
etylopiperazyno-N’-3-propanosulfonowy, HEK 293 — komorki
embrionalne ludzkiej nerki, HeLa — komdérki nabtonka raka
szyjki macicy, Huh7 — komoérki raka watroby, K562 — komor-
ki chronicznej biataczki mielogenicznej, RNA — kwas rybonu-
kleinowy, SMC — komorki miesni gtadkich, T47D — komorki
raka piersi, T98G — komorki glejaka, Tris — Tris(hydroksyme-
tyloamino)metan, TXH — komorki czerniaka, U887 — komorki
astrogleja.

I. Wprowadzenie

Przed rokiem 1980 uwazano za pewne, ze
wytacznie biatka sa odpowiedzialne za procesy kata-
lizy enzymatycznej zachodzace w komorce,
czagsteczka za$ dwuniciowego DNA, strukturalnie
mato zréznicowana, uboga funkcjonalnie spetnia
wytgcznie role sejfu genetycznego. Taki poglad
zmienit sie diametralnie, przynajmniej w stosunku
do kwasdw rybonukleinowych, po odkryciu katali-
tycznych RNA (rybozymow) [1, 2]. Wtedy stato sie
oczywiste, ze kwasy rybonukleinowe o zdefiniowa-
nej sekwencji i strukturze trzeciorzedowej sg zdolne

Dr hab.; Zaktad Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan Mole-
kularnych i Makromolekularnych, Polska Akademia Nauk, ul.
Sienkiewicza 112, 90-363 t.6dz, tel. 42-681 69 70, fax. 42-681
54 83, e-mail: bnawrot@ mail.lodz.pdi.net
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do katalizowania okreslonych przemian chemicz-
nych i biochemicznych. Co wigcej, rozwinieta na
poczatku lat dziewiecdziesigtych metoda selekcji
kwasow nukleinowych in vitro [3] pozwolita ziden-
tyfikowaé kilkadziesiat innych enzyméw RNA, tzw.
nowych rybozymoéw. Sgto zdefiniowane sekwencyj-
nie czasteczki RNA, zdolne do katalizy r6znego ro-
dzaju przemian chemicznych, takich jak hydroliza
badZz zawigzywanie wigzania fosfodiestrowego w
RNA [4, 5] i w DNA [6], fosforylacja polinukleoty-
dow [7], aminoacylowanie RNA [8], zawigzywanie
wigzania peptydowego [9-11], reakcja Dielsa-Alde-
ra [12,13] czy metalacja porfiryn [14, 15].

Bioragc pod uwage wielorako$¢ enzymatycznych
witasciwosci RNA zadano sobie pytanie, czyjednoni-
ciowe czgsteczki DNA, w przeciwienstwie do geno-
mowego, dwuniciowego DNA, moga odgrywaé po-
dobng role? Juz pierwsze proby selekcji zakonczyty
sie sukcesem. Wykazano istnienie czasteczek DNA
katalizujgcych hydrolize wigzania fosfodiestrowego
w substratach DNA [16, 17] i RNA [18], Odkrycie to
przyczynito sie do poszukiwania innych, aktywnych
rybonukleaz oraz czgsteczek DNA ujawniajgcych
charakter katalizatoréw w réznorodnych procesach
chemicznych. Niniejszy przeglad literatury stanowi
prébe podsumowania obecnego stanu wiedzy na te-
mat takich wtasnie katalizatorow DNA, zwanych ta-
kze enzymami DNA, DNAzymami, lub deoksyrybo-
zymami.
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Selekcja katalitycznych DNA

Metodg stosowang do selekcji czgsteczek DNA o
okreslonych, zaplanowanych wtasciwosciach katali-
tycznych jest selekcja kwaséw nukleinowych in vitro
(ang. Systematic Evolution ofLigands by Exponen-
tial Enrichment, SELEX) [3]. Metoda ta jest
przyktadem chemii kombinatorycznej i polega na se-
lekcji czasteczek aktywnych z olbrzymiej puli
(10151016 oligonukleotydéw o zr6znicowanej se-
kwencji. Szersze omoOwienie wykorzystania metody
selekcji in vitro do identyfikacji aptamerow adreso-
wanych dla biatek, kofaktoréw enzymoéw, oraz in-
nych niskoczasteczkowych ligandéw, a takze do
identyfikacji katalitycznych kwaséw rybonukleino-
wych zawarte zostato we wczesniejszych artykutach
przegladowych [19, 20].

NaRyc. 1przedstawiony jest przyktad zastosowa-
nia metody SELEX do selekcji efektywnych enzy-
mow DNA hydrolizujgcych wigzanie fosfodiestrowe
w dowolnym substracie RNA, w symulowanych wa-
runkach fizjologicznych [21].

8- CUAA('UAG AGAU -3

12-nt RNA S0-nt DNA

o/ -

Kolumna
powinowactwa

Kolumna
powinowactwa

* AN s

Reakeja
(Mg?")

o

forze o pH 7,5, w obecnosci jondw magnezu (2 mM
MgCl2, 150 mM NacCl, 50 mM Tris/HCI pH 7.5,
37°C). Te warunki reakcji pozwalaty na ujawnienie
aktywnosci katalitycznej, obecnych w mieszaninie,
niektérych sekwencji DNA zdolnych do katalizy re-
akcji autodegradacji (ang. self-cleavage reaction).
W reakcji tej uwalniaty sie krétkie biotynylowane
produkty ciecia oraz fragmenty DNA, ktdre byty jej
katalizatorami. Z kolumny chromatograficznej elu-
owano czasteczki aktywne (uwolnione oligonukle-
otydy), na kolumnie pozostawaty za$ czasteczki za-
wierajgce biotyne, zaréwno te krotkie, bedace pro-
duktami reakcji self-cleavage, jak i czasteczki nieak-
tywne. Materiat wymyty z kolumny byt powielany w
reakcji PCR [22], ligowany z biotynylowang, wyjs$-
ciowg sekwencjag RNA, ponownie umieszczany na
kolumnie powinowactwa i poddawany reakcji z ko-
faktorem. Po 10 cyklach selekcji otrzymano DNA,
zdolne do przy$pieszania okoto miliona razy reakcje
hydrolizy wigzania fosfodiestrowego (w poréwnaniu
do reakcji niekatalizowanej) w dwdch réznych miej-
scach 12-nukleotydowej sekwencji RNA (Rye. 1).

Ryc. 1. Selekcja czasteczek DNA, katalizatoréw hydrolizy
wigzania fosfodiestrowego w substracie RNA
[21], Pule 5’-biotynylowanych (B) oligomeréw,
zawierajagcych 12-nukleotydowa (12-nt) sekwen-
cje RNA i3’-terminalng 50-nt zr6znicowang (ang.
randomized) sekwencje DNA, umieszczono na
kolumnie powinowactwa, zawierajacej streptawi-
dyne (S). Oligonukleotydy inkubowano w buforze
o pH 7.5, w obecno$ci jon6w magnezu (2 mM

3@/

@ ) Elucja DNA

P AAAAAAAAAANAAN

MgClI2, 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7.5,
37°C). Biotynylowane produkty reakcji self-cle-
avage oraz czasteczki nieaktywne pozostawaty na
kolumnie za$ czasteczki DNA, ktoére byty katali-

T

——AANAAAAAANNAAA
e NAAAANAAAAAAAAN s

Klonowanic
sekwencjonowanic

U

DEOKSYRYBOZYMY

Pule okoto 104 oligomerow, biotynylowanych na
5’ koncu i zawierajacych 12-nukleotydowga sekwen-
cje RNA i 3’-terminalng 50-nukleotydowa zr6znico-
wang (ang. randomized) sekwencje DNA, umiesz-
czano na kolumnie powinowactwa, zawierajacej
streptawidyne. Oligonukleotydy inkubowano w bu-
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Amplifikacja
(PCR)

zatorami reakcji hydrolizy, eluowano z kolumny i
powielano w reakcji PCR [22], Wzbogaconag pule
katalizatoréw ligowano z biotynylowang, wyjs-
ciowg sekwencjg RNA, ponownie umieszczano na
kolumnie powinowactwa i poddawano reakcji z
kofaktorem. Po kilku cyklach selekcji zidentyfi-
kowano aktywne czasteczki DNA (deoksyrybozy-
my), zdolne do przy$pieszania okoto miliona razy
reakcji hydrolizy wigzania fosfodiestrowego (w
poréwmaniu do reakcji niekatalizowanej) w dwéch
réznych miejscach 12-nt sekwencji RNA.

Z 62 sklonowanych sekwencji enzyméw DNA naj-
bardziej aktywne okazaty sie dwa motywy katali-
tyczne — motyw ,,10-23” i motyw ,,8-17" (Ryc. 2).
Oznaczenia te pochodza od aktywnego klonu 23 wy-
odrebnionego po 10 cyklach selekcji i aktywnego
klonu 17 wyselekcjonowanego po 8 cyklach selekcji.
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I1l. Charakterystyka deoksyrybozymoéw
,»10-23”1,,8-17”

I11-1. Struktura deoksyrybozymoéw

Deoksyrybozymy, podobnie jak rybozymy, zawie-
rajg dwie domeny funkcjonalne: zmienng rozpozna-
nia substratu i konserwatywng, zawierajgcg centrum
katalityczne (Ryc. 2) [21]. Struktura domeny katali-
tycznej obu enzyméw DNA jest rézna. Enzym

miejsce hydrolizy
i

RNA 3’ G A 5’
MMIII. I
DNA 5’ T, 3’
Ca AD
C9 GDo
Gjo Gi6 Cis
Au GbH Al
GR cu4
CI3
“8. 17

Dodatek krotkich oligomer6w DNA, komplemen-
tarnych do sekwencji substratu na zewnatrz domeny
rozpoznania zwieksza do 200 razy aktywno$¢ katali-
tyczng deoksyrybozymu ,10-23” [23]. Wykazano
takze, ze zamiana region6w wigzacych substratu
RNA na homologiczne DNA zwieksza szybkos$¢ re-
akcji hydrolizy wigzania intemukleotydowego w
chimerycznym substracie 5’-DNA-GpC-DNA-3’
(GpC jest dimerem rynonukleotydowym) [24]. Ist-
nieje sugestia, ze zwiekszenie charakteru formy

miejsce hydrolizy

3> Y R 5
I NI
T —— R7 3
G» A2
g9 G2
Cio cD
Tu A9
A« Ai8
GB cI7 Y=U,C
CH4 TH Alg R=AG
“10. 23

Ryc. 2. Struktura deoksyrybozyméw ,,10-23"i,,8-17" [21]. Deoksyrybozymy zawieraja dwie funkcjonalne domeny: zmienng rozpoznania substratu i
konserwatywna, zawierajaca centrum katalityczne. Domena katalityczna enzymu ,,8-17” zbudowana jest z 9-nukleotydowej sekwencji o
strukturze spinki do wtoséw (typu hairpin) ijednoniciowej sekwencji 5’-ACGA-3’. Trzon spinki zawiera trzy pary zasad, z czego dwie muszg
by¢ parami G-C. Tuz za miejscem hydrolizy tancucha substratu wystepuje para G-T typu wobble. Enzym ,,10-23” zawiera konserwatywng
15-nukleotydowg domene katalityczng. Domena rozpoznania substratu w obu deoksyrybozymach sktada sie z dwdch ramion komplementar-
nych do sekwencji substratu. Miejsce hydrolizy wigzania fosfodiestrowego w RNA wskazane jest strzatkg. Enzym ,,8-17" hydrolizuje wigza-
nie intemukleotydowe pomiedzy nukleozydami purynowymi, 5’-A i 3°-G, za$ enzym ,,10-23” pomiedzy 5’-nukleozydem purynowym (R) i

3’-nukleozydem pirymidynowym (Y).

»8-17" zawiera 9-nukleotydowga sekwencje o struk-
turze spinki do witoséw (typu hairpin) oraz 4-nu-
kleotydowa sekwencje jednoniciowg. Trzon spinki
zawiera trzy pary zasad, z czego dwie muszg by¢ pa-
rami G-C. Dodatkowym istotnym wymaganiem se-
kwencyjnym enzymu ,,8-17" jest wystgpienie pary
G-T typu wobble tuz za miejscem hydrolizy tancucha
substratu. Mutacja pary G-T na pare typu Watsona -
Cricka G-C catkowicie niweluje aktywno$¢ katali-
tyczng deoksyrybozymu. Enzym ,10-23” zawiera
konserwatywng 15-nukleotydowag domene Kkatali-
tyczna. Zamiana G13 na A13 catkowicie niweluje
aktywnos$¢ deoksyrybozymu. Wykazano, ze jedynie
pozycja pietnasta toleruje pewng zmienno$¢, jednak
sposrod trzech mozliwych nukleotydéw T, C lub A,
enzym zawierajacy tymidyne charakteryzowal sie
najwyzsza aktywnoscig katalityczng. Domena roz-
poznania substratu w obu deoksyrybozymach zawie-
ra dwa ramiona komplementarne do sekwencji sub-
stratu. Wykazano, ze optymalna dtugo$¢ kazdego z
ramion wynosi od 7 do 10 nukleotydéw [21,23,25].
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B-DNA dwuniciowej helisy substrat / enzym jest od-
powiedzialne za wzrost aktywnos$ci katalitycznej de-
oksyrybozymow.

I11-2. Specyficzno$¢ substratowa

Deoksyrybozymy ,10-23” i ,8-17” hydrolizuja
wigzanie fosfodiestrowe w prawie kazdym substra-
cie RNA w symulowanych warunkach fizjologicz-
nych, rozpoznajagc komplementarny substrat RNA
poprzez wigzania typu Watsona-Cricka [21, 25]. En-
zym ,,8-17” hydrolizuje wigzanie intemukleotydowe
pomiedzy nukleozydami purynowymi, 5’-A i 3°-G,
za$ enzym ,,10-23” pomiedzy 5’-nukleozydem pury-
nowym i 3’-nukleozydem pirymidynowym (prefe-
rencyjnie pomiedzy G i U oraz A i U) [25]. Produkta-
mi reakcji sg: oligonukleotyd 5’-kofAcowy zawie-
rajacy 2’,3’-cykliczny fosforan oraz oligonukleotyd
3’-konicowy z wolng grupag 5’-hydroksylowg. Se-
kwencja ramion rozpoznania substratu jest dowolna
pod warunkiem zachowania komplementarnosci z
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ramionami deoksyrybozymu. Pojedyncze pary nie-
komplementarne (ang. mismatches) w dupleksie
RNA / DNA powodujg znaczne obnizenie efektyw-
nosci katalitycznej enzymdw [25]. Tak wiec obydwa
deoksyrybozymy, ,8-17” i ,,10-23”, a priori moga
by¢ uniwersalnymi katalizatorami hydrolizy wigza-
nia internukleotydowego w prawie kazdym substra-
cie RNA.

I11-3. Efektywnos¢ katalityczna deoksyrybozymu
,»10-23”

Parametry kinetyczne enzymu ,10-23” wyzna-
czono badajac degradacje wigzania internukleotydo-
wego pomiedzy A i U w kodonie startu AUG mRNA
biatka gag/pol wirusa HIV-1 [21]. Siedemnastonu-
kleotydowy RNA, odpowiadajagcy poczatkowej se-
kwencji translacji (5’-32P GGAGAGAGA*UG-
GGUGCG-3H poddany byt katalitycznej degradacji
deoksyrybozymem ,,10-23” w warunkach wielokrot-
nego obrotu. Szybkos$¢ katalizy (kkat) wynosita w za-
leznosci od warunkdw reakcji, od 0.15 min'1(2 mM
MgCl2, 150 mM NaCl, pH 7.5, 37 °C) do 3.4 min'l
(50 mM MgCI2, pH 8.0, 37°C). Wartosci te okazaty
sie znacznie mniejsze w poréwnaniu do kkat rybonu-
kleazy A (8.4 x 104 min'ldla substratu UpA) [27].
Jednakze powinowactwo oligomerow DNA do sub-
stratow RNA (tworzenie kompleksu E*S, Ryc. 3) jest
pie¢ rzedéw wielkos$ci wyzsze niz odpowiednie war-
tosci Km dla enzyméw biatkowych wigzacych RNA
(7G/poli(C) do rybonukleazy A wynosi 3.4 x 10'5M)
[21, 27]. Tak wiec efektywnos$¢ Kkatalityczna
{kka,/KM) deoksyrybozymow w stosunku do substra-
tow RNA, mierzona zaréwno w warunkach poje-
dynczego, jak i wielokrotnego obrotu, jest wyzsza
niz efektywnos$¢ katalityczna enzymoéw biatkowych
oraz rybozymow typu hammerhead i hairpin (Tabe-

Tabela 1

Enzym DNA (E) [ Substra]RNA

TN

Jom /

ng’"
e PN — Stan przejsciowy
=P
E*P1*P2

Ryc. 3. Cykl katalityczny enzyméw DNA degradujacych substrat RNA
[26], Diagram jest propozycja schematycznego przedstawienia
cyklu katalitycznego dla matych czasteczek kwaséw nukleino-
wych, takich jak rybozymy typu hammerhead i deoksyrybozy-
my, ktére wigzg substrat RNA poprzez oddziatywania Watso-
na-Cricka. Pierwszym etapem cyklu jest rozpoznanie przez ra-
miona enzymu komplementarnej sekwencji substratu i utworze-
nie kompleksu enzym-substrat (E*S). Centrum katalityczne ta-
kiego kompleksu przyjmuje aktywna konformacja, ktora za-
pewnia wasciwe usytuowanie kofaktora (Mg2+) wzgledem sub-
stratu. W stanie przejSciowym nastepuje reakcja hydrolizy
wigzania fosfodiestrowego w czasteczce RNA. Wytworzony
kompleks enzym-produkt (E*P1*P2) ulega reasocjacji, uwal-
niajac produkty Pl i P2 oraz czgsteczke wolnego enzymu, goto-
wego do nastepnego cyklu reakcji katalizy.

la 1). Warto$¢ hka'KMdla deoksyrybozymu ,,10-23”
wynosi okoto 4.5 x 109M'Imin'l Deoksyrybozymy
typu ,,8-17” wykazujg nieznacznie nizszg aktywnosé
w poréwnaniu z deoksyrybozymami ,,10-23”.
Etapem ograniczajacym szybkos¢ reakcji hydroli-
zy wigzania fosfodiestrowego w warunkach wielo-
krotnego obrotu jest etap tworzenia kompleksu E*S a
nie etap uwalniania produktéw z odpowiedniego
kompleksu z deoksyrybozymem (E*P1*P2) (Ryc. 3)
[25]. Zalezne od dtugosci i sekwencji ramion rozpo-
znania substratu termodynamiczne parametry hete-

Katalityczna aktywno$¢ enzymoéw degradujacych wigzanie intemukleotydowe w substratach RNA [21],

Enzym kkal, min'1l
Rybonukleaza A
Substrat UpA 8.4 x 104
Substrat poli(C) 3.1 x 104
Rybozym typu hairpin 21
Rybozym typu hammerhead 14
Enzym DNA ,10-23” 3.4
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il
Km. M (ﬁﬂ-x}(z in'D)
6.2 x 104 1.4 x 108
3.4 x 105 9.0 x 108
2.8 x 10'8 7.5 x 107
4.9 x 108 2.9 x 107
7.6 x 100 4.5 x 109
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rodupleksé6w DNA / RNA okres$lajg warto$¢ powino-
wactwa (Km) deoksyrybozyméw do RNA. W Tabe-
li 2 pokazane sg wartosci kinetyczne Michaeli-
sa-Menten dla kompleksow deoksyrybozymu

Tabela 2

Charakterystyka aktywnos$ci deoksyrybozyméw ,,10-23” degradujacych
biatek wirusa HIV -1 [21],

Biatko Sekwencja docelowa

gag/pol (G)GAGAGAGA*UGGGUGC(G)
env (C)AGUGGCAA*UGAGAGU(G)
vpr (G)AGGAUAGA*UGGAACA(A)
tat GCAAGAAA»UGGAGCC

nef CUAUAAGA-UGGGUGA

»10-23” z oligorybonukleotydami poczatkowej se-
kwencji translacji biatek wirusa HIV-1 (gag /poi,
env, vpr, tat i nef) w zaleznosci od dtugosci ramion
deoksyrybozymu (7+7 lub 8+8). Wykazano, ze dal-
sze wydtuzanie ramion rozpoznania enzymu powo-
duje obnizenie szybkosci dysocjacji produktow z ich
kompleksu z deoksyrybozymem [21, 29]. W warun-
kach pojedynczego obrotu, przy duzym nadmiarze
enzymu wobec substratu, etapem limitujgcym szyb-
kos¢ katalizy (kka/) jest etap chemiczny (reakcji
transestryfikacji zachodzgcej na atomie fosforu z
udziatem grupy 2’-OH), a nie etapy tworzenia kom-
pleksu substrat / enzym (E*S) czy tez etap uwalnia-
nia produktéw z kompleksu z deoksyrybozymem
[24, 25],

111-4. Zaleznos$¢ aktywnosci deoksyrybozyméw od
kationu metalu i pH $rodowiska reakcji

Podobnie jak wiekszo$¢ rybozymoéw, deoksyrybo-
zymy ,,8-17" i ,10-23” sg metaloenzymami. Wyka-
zano, ze ich aktywnos$é zalezy od charakteru jonu
metalu dwuwarto$ciowego, zastosowanego buforu
orazjego pH [25]. W warunkach pojedynczego obro-
tu w buforze EPPS (pH 7.5) najlepszym kofaktorem
reakcji enzymatycznej jest jon Mn2+ jednakze jego
aktywno$c¢ jest niewielka w buforze Tris/HCI. Pozo-
state kationy (Pb2+, Mg2+ Ca2+ Sr2+, Ba2+ Zn2+ i
Co2+), bez wzgledu na zastosowany bufor, wptywajg
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na aktywnos$¢ deoksyrybozymdw w sposéb zblizony.
Wyjatkiem jest jon kadmu, ktoéry w obecnosci
Tris/HCI okazat sie znacznie bardziej aktywny niz w
buforze EPPS.

ie fosfodiestrowe w sekwencjach poczatkowego regionu translacji

Dtugos¢ ramion enzy-

kkan min'1 Km, mM
mu
7T+7 0.10 0.9
8+ 38 0.10 0.7
7T+7 0.03 900
8+ 8 0.04 9
7+7 0.08 500
8+ 8 0.10 20
7T+7 0.04 300
7T+7 0.05 900

Szereg kofaktoréw wedtug zmniejszajacej sie ak-
tywnosci deoksyrybozyméw w warunkach poje-
dynczego obrotu jest nastepujacy:

Mn2+ (EPPS) > Pb2+ Mg2+ Ca2 >
Sr2+, Ba2+ » Zn2+, Co2+.

W warunkach wielokrotnego obrotu aktywnos$¢
deoksyrybozymoéw jest zblizona w obecnosci jonédw
Mg2+iCa2+jednakze obnizona do potowy w obecno-
$ci jonéw Mn2it.

Aktywnos$¢ deoksyrybozymu ,,10-23” zalezy od
pH. Badania prowadzone w trzech réznych buforach
w granicach pH od 6.1 to 9.7, w warunkach poje-
dynczego obrotu (kos = kkal), w obecnosci 10 mM
Ca2+ w 37°C wykazaty, zejedynie dla wartosci pH w
zakresie od 6.5 do 8.5 warto$¢ log kkat zmienia sie li-
niowo, z katem nachylenia prostej 0.94 [25]. W tym
zakresie stezeh jon6w wodorowych szybko$¢ reakcji
hydrolizy wiazania fosfodiestrowego jest etapem li-
mitujgcym catkowita szybko$¢ reakcji. Wiekszos¢
reakcji degradacji substratow RNA za pomocg deok-
syrybozymow przeprowadzana jest w optymalnym
pH w zakresie 7.5-8.0.

Cdo+ >

IV. Mechanizm dziatania deoksyrybozymow

Pobobnie jak w przypadku rybozyméw typu harn-
merhead, szybkos$¢ reakcji degradacji wigzania fos-
fodiestrowego przez enzym ,,10-23” jest zalezna za-
réwno od obecnosci dwuwarto$ciowego kationu me-
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talujak iod pH roztworu [25]. Te parametry sugeruja
mechanizm hydrolizy wigzania fosfodiestrowego
poprzez katalizowang jonem metalu deprotonacje
grupy 2’-hydroksylowej nukleozydu, znajdujgcego
sie w sgsiedztwie reaktywnej grupy fosforanowej.
Wytworzony anion alkoholanowy w pozycji 2’ ata-
kuje atom fosforu wigzania internukleotydowego z
jednoczesnym rozerwaniem wigzania P-05". For-
malnie jest to wiec reakcja transestryfikacji grupy
fosfodiestrowej pomiedzy grupg 5’-OH i 2’-OH. W
wyniku reakcji tworzg sie dwa produkty: 2’,3’-cy-
kliczny fosforan oligonukleotydu 5°-koncowego i
oligonukleotyd 3’-koncowy z wolng grupg 5’-OH
(Schemat 1).

A

O = i
R
0 0
N + HOH
+H HO H :
O:ﬁd : — \J i 2+
{ 0" P M
'/‘O 12* O (0]
Y M
f0) +
HO
Y
lo;/
w~n OH
wne OH
B
oL . <9
) R
0 0
'/M2+ ” Schemat 1. Proponowany mechanizm hydroli-
0L H e} zy wigzania fosfodiestrowego w sub-
' H# N \
O=P§—_/ :B T P/ M: stratach RNA za pomocg deoksyrybo-
(J) 0 0% NO° zymoéw [25, 30]. A) mechanizm katali-
o Y 4 HB zy kwasowo-zasadowej, z udziatem
HO czasteczki wody skoordynowanej zjo-
0 Y nem metalu oraz B) mechanizm katali-
ww OH zy kwasowej, w ktorej jon metalu, jako

Rozwazane sa dwa mechanizmy katalizy hydroli-
zy wigzania fosfodiestrowego za pomocg deoksyry-

bozyméw — mechanizm Kkatalizy zasadowej, z
udziatem czgsteczki wody skoordynowanej z jonem
metalu — kofaktorem deoksyrybozymu (Schemat

la) oraz mechanizm katalizy kwasowej, w ktorej jon
metalu, jako kwas Lewisa, koordynuje atom tlenu
grupy 2’-OH i zwieksza kwasowo$¢ atomu wodoru
(Schemat Ib) [25]. Obecnie wydaje sie, ze reakcja
transestryfikacji katalizowana jest wedtug ogdlnego
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mechanizmu katalizy kwasowo — zasadowej [30].
Potwierdzajg to zarowno eksperymenty selekcji de-
oksyrybozymu aktywnego wobec L-histydyny [31]
jak i deoksyrybozymu aktywnego bez kofaktora
[32], W tym ostatnim przypadku funkcje katalizatora
mogg spetnia¢ komponenty kwasdw nukleinowych
(np. atomy azotu zasad heterocyklicznych), podob-
nie jak w mechanizmie dziatania rybozymu delta
[33] czy transferazy peptydylowej [34]. Jon metalu,
podobnie jak w wiekszos$ci rybozyméw, moze
spetniaé takze role jonu stabilizujgcego strukture he-
likalng dupleksu substrat/enzym [35].

Podjeto probe uzyskania struktury krystalicznej
kompleksu deoksyrybozym ,10-23” substrat

kwas Lewisa, koordynuje atom tlenu
grupy 2’-OH i zwigksza kwasowos¢
atomu wodoru.

RNA [36]. Ré6wnomolowg ilo$¢ 13-nukleotydowego
modyfikowanego substratu RNA, zawierajgcego
2’-OMe adenozyne na 5’-kofAcu hydrolizowanego
wigzania fosfodiestrowego, krystalizowano z DNA
zawierajagcym 6-nukleotydowe ramiona rozpoznania
substratu i 15-nukleotydowg domene katalityczna.
Badania strukturalne wykazaty istnienie czteroni-
ciowej struktury zawierajgcej dwie nici DNA i dwie
nici RNA, o charakterystycznym ztgczu typu Holli-
daya (Ryc. 4). Otrzymana struktura nie reprezentuje
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katalitycznie aktywnej konformacji enzymu DNA z
jego substratem RNA inie pogtebia wiedzy na temat
mechanizmu dziatania deoksyrybozymow [36].

RN Trzon 1 Trzon 2
A 5- S
nn o LT T
Trzon 3
DNA 5°’- -
oxn . LLLLLTT T,
Trzon 2 Trzon 1

Ryc. 4. Drugorzedowa struktura krystalicznego kompleksu dwdch
czasteczek deoksyrybozymu z dwoma czasteczkami stabilnego
substratu RNA [36], Sze$¢ nukleotydéw 5°-koncowej sekwen-
cji RNA wiaze sie do jednej czasteczki DNA (trzon 1), za$ sie-
dem nukleotydéw 3°-korica RNA wiaze sie do drugiej czastecz-
ki DNA (trzon 2). Obie czgsteczki DNA tworzg takze helikalny
dupleks DNA / DNA (trzon 3), ktéry zawiera sze$¢ par zasad
typu Watsona-Cricka utworzonych przez palindromiczng se-
kwencje centrum aktywnego 5’-GCTAGC-3’. Posrodku trzonu
3zaznaczonajest dwukrotna o$ symetrii czasteczki, prostopadta
do ptaszczyzny ryciny.

V. Zastosowanie deoksyrybozymow ,,10-23”
do hamowania ekspresji genow

Zdolnos¢ deoksyrybozymu ,,10-23” do specyficz-
nej hydrolizy wigzania internukleotydowego w
RNA, z wysokg wydajnoscig i w symulowanych wa-
runkach fizjologicznych sprawita, ze ten enzym
DNA stat sie jest potencjalnym narzedziem moleku-
larnym w aplikacjach biologicznych. Enzymy takie
moga by¢ traktowane jako restrykcyjne endonukle-
azy oraz jako efektywne nukleazy zaprojektowane
na hamowanie ekspresji genéw niechcianych biatek
na poziomie mRNA. Od kilku lat ukazuja sie donie-
sienia o skutecznym zastosowaniu deoksyrybozymu
»10-23" w r6znorodnych uktadach biologicznych, z
ktorych niektére przyktady omdwione sa ponizej
(Tabela 3).

V-1. Deoksyrybozymy skierowane na hamowanie
ekspresji genu bcr-abl

Chroniczna biataczka szpikowa (chronic myelo-
genous leukemia, CML) spowodowana jest wadliwg
translokacja genéw, prowadzgcg do utworzenia chro-
mosomu typu Filadelfia zawierajgcego fuzyjny gen
bcr-abl. Gen ten koduje dwa patogenne mRNA (b2a2
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i b3a2). Dwie grupy badaczy (W arashina iinni
[37] oraz W u iinni [38]) prowadzity badania aktyw-
nosci deoksyrybozymow ,10-23” komplementar-
nych do mRNA biatka BCR-ABL (Ryc. 5). W oparciu
o geny fuzyjne, zawierajgce gen bcr-abl i gen repor-
terowy lucyferazy, badano wewngatrzkomérkowg ak-
tywnos$¢ deoksyrybozymow w komorkach HelLa. W
badaniach tych obserwowano 99 % inhibicje ekspre-
sji genu lucyferazy. Aktywnosé deoksyrybozyméw
wykazano réwniez w uktadach in vivo, badajgc eks-
presje endogennego genu bcr-abl w komérkach po-
branych od pacjentow z chroniczng biataczka szpi-
kowg (BV173 [37] oraz w komérkach K562 i
CD34+[38]). W celu zwiekszenia odpornosci na de-
gradacje nukleolityczng do czgsteczek deoksyrybo-
zymow wprowadzono odpowiednie modyfikacje.
Zastosowano tutaj modyfikacje 2’-OMe dla konco-
wych nukleozydéw Ilub zmodyfikowano skrajne
wigzania fosforanowe oligonukleotydu wigzaniem
tiofosforanowym (PS) (Ryc. 6). Deoksyrybozymy
2’0OMe okazaty sie wysoce specyficzne w inaktywa-
cji genu bcr-abl, prowadzac do apoptozy komérek
BV173. Jednakze deoksyrybozymy PS w tym przy-
padku hamowatly ekspresje zaréwno mutagennego
bcr-abljak inormalnego genu abl [37], W badaniach
inhibicji ekspresji bcr-abl w komorkach K562 z za-
stosowaniem deoksyrybozyméw tiofosforanowych
wykazano, ze zmiana dtugos$ci ramion rozpoznania
substratu (12/6) prowadzi do 40 % supresji biosynte-
zy patogennego biatka i obniza wzrost komorek o po-
nad 50% [38]. W obydwu laboratoriach wykazano
wyzszg aktywnos$¢ i specyficzno$¢ deoksyrybozy-
moéw w poréwnaniu do inhibitorowych wtasciwosci
oligonukleotyddw antysensowych, jak i do rybozy-
moéw typu hammerhead [39].

V-2. Deoksyrybozymy dla HIV-1

Przeprowadzone przez Santoro i Joyce’a
pionierskie badania aktywnosci deoksyrybozyméw
oparte byty na krétkich substratach RNA, odpowia-
dajacych mRNA biatek wirusa HIV-1 (gag/pol, env,
vpr, tat i nef) (Tabela 2) [25]. Aktywnos$¢ deoksyry-
bozymoéw in vitro zostala potwierdzona w warun-
kach in vivo dla genu biatka env [40]. Deoksyrybozy-
my skierowane na petle V3 genu tego biatka prowa-
dzity do supresji replikacji wirusa i zahamowania in-
fekcji. Inhibicje ekspresji genu biatka env obserwo-
wano takze w uktadzie fuzyjnym z biatkiem mem-
branowym chemokiny CD4 w transfekowanych ko-
moérkach HelLa [41]. Badana byta aktywno$¢ deoksy-
rybozymow skierowanych najednoniciowg sekwen-
cje PBS (ang. primer binding site) wirusowego
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Tabela 3

Geny biatek Linia komérkowa

bcr-abl - lucyferaza HelLa

bcr-abl BV173

bcr-abl K562

ber-abl Komorki szpiku kostnego w
CML

HIV-1 env us7

HIV-1 env HelLa

HIV-1 PBS Sarcoma CD4+, infekowane
NL432

CCR5 HelLa

CXCR-4 HelLa

Kinaza biatkowa Ca T98G

(PKCa)

Kinaza biatkowa Ca T47D, DMS 273, THX,

(PKCa) T98G

c-myc SMC

Egr-1 SMC

HBV Huh 7

Huntingtina HEK 293

Zastosowanie deoksyrybozymoéw ,,10-23” do hamowania ekspresji genow.

Aktywnos$¢ enzymu DNA

99% supresja hiosyntezy lucyferazy w

PiSmiennictwo

7
genie fuzyjnym z bcr-abl (371
Morfologia apoptyczna komérek [37]
40 % supresja produkcji biatka, 50 % [38]
obnizenie podziatu komérkowego
hamowanie wzrostu komorek (53 % - [38]
80 %)
77 - 81 % supresja syntezy biatka p24 [40]
50 % hamowanie syntezy biatka fuzyj- [41]
nego chemokiny CD4
64 % supresja syntezy biatka p24
0 supresja syntezy p [44]

70 % inhibicja ekspresji biatka [45]
80 % supresja biosyntezy lucyferazy w [46]
genie fuzyjnym z CXCR-4
80 % inhibicja biosyntezy PKCa

[52]
Zahamowanie proliferacji komérek no-

[52]
wotworowych
80 % supresja proliferacji komérek [53]
75 % supresja proliferacji komoérek [55]
50 % supresja aktywnosci lucyferazy w [56]
genie fuzyjnym z Hbelc
85 % zahamowanie ekspresji genu [57]

RNA, zaréwno w warunkach in vitro jak i w systemie
komorkowym (komérki Sarcoma CD4+ infekowane
szczepem NL432 HIV-1) [44]. Jeden z zaprojekto-
wanych deoksyrybozymow hamowat ekspresje
biatka p24 w ponad 60%.

Koreceptory wirusa HIV -1, chemokiny CXCR-4 i
CCRS5, konieczne do fuzji wirusa z komdérka gospo-
darza, sg atrakcyjnymi biatkami docelowymi dla po-
tencjalnych terapeutykéw. Deoksyrybozymy skiero-
wane na mRNA biatka CCR5 w testach in vitro byty
bardziej aktywne niz rybozymy typu hammerhead
(skierowane na inng sekwencje tego samego mRNA)
i hamowaty ekspresje w ponad 70% [45]. Wykazano
takze skuteczng inhibicje ekspresji obu biatek kore-
ceptorowych CCR5 i CXCR-4 zapomocg 58-nukleo-
tydowego DNA zawierajgcego jednoczes$nie dwa de-
oksyrybozymy, komplementarne do poszczeg6linych
substratow [46]. W obu przypadkach obnizenie eks-
presji biatek koreceptorowych za pomocga specyficz-
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nych deoksyrybozymoéw prowadzito do zahamowa-
nia infekcji wirusowej [45, 46].

V-3. Inne przyktady zastosowania deoksyrybo-
zyméw ,,10-23”

W niektérych komérkach nowotworowych obser-
wowana jest nadekspresja izomorficznej formy Ca
kinazy biatkowej (PKCa) [47]. Prowadzone sg licz-
ne badania w poszukiwaniu efektywnych inhibito-
row ekspresji genu PKCa z wykorzystaniem oligo-
nukleotydéw antysensowych [48-50] i rybozyméw
[51]. Ostatnio wykazano réwniez, ze modyfikowany
deoksyrybozym ,,10-23” skutecznie (80%) hamuje
biosynteze PKCa w komoérkach T98G (komoérki
ludzkiego nowotworu moézgu) i proliferacje nowo-
tworowych komérek T47D, DMS 273, THX oraz
T98G [52]. Uzyta w tych badaniach modyfikacja po-
legata na wprowadzeniu wigzan tiofosforanowych
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Translokacja K 28
BCR ABL

Bt 2R

mRNA BCR-ABL

Ryc. 5. A) Translokacje genowe prowadzace
do fuzyjnego genu bcr-abl (MRNA
b2a2 i b3a2); B) Zaprojektowane en-
zymy DNA byly komplementarne do
3’-konicowej sekwencji eksonu b2
genu ber i do 5’-koficowej sekwencji
eksonu a2 genu abl [37],

BCR ekson 2 ABL ekson 2

zaréwno do domeny rozpoznania substratu jak i po ludzkim osoczu (Ti/2= 90 h) i stosunkowo aktywny
kazdym nukleozydzie pirymidynowym w centrum (kkat = 0.01 min'l) w poréwnaniu z deoksyrybozy-
katalitycznym deoksyrybozymu. Tak modyfikowa- mem niemodyfikowanym (Ti/2= 2 h i kkat = 0.11

ny deoksyrybozym okazat sie wyjgtkowo stabilny w min'l).

T T
HO 5 6] 5 6} £
o |Fo / :0: /
O OMe ? 0]
0=p—5 0=p—0
0 |
o_r 0
B = puryna,
pirymidyna 0
- B OH
N = 2’-OMe px = P-S NpxN = 3°-3°
NpxN NpxN

Ryc. 6. Modyfikacje nukleozyd6w i wigzania intemukleotydowego w enzymach DNA zwiekszajace ich odpornos$¢ na degradacje nuklcolityczng [37,

38, 53],
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Wewnatrzkomdrkowg aktywnos$¢ deoksyrybozy-
mow skierowanych na mRNA biatka c-myc przedsta-
wiono w oparciu o badania proliferacji szczurzych
komorek miesni gtadkich (SMC) [53]. Najbardziej
efektywnym enzymem byt deoksyrybozym zawie-
rajacy po 9 nukleotydéw w ramionach rozpoznania
substratu i stabilizowany terminalng modyfikacjg
wigzania intemukleotydowego typu 3°-3° (Ryc. 6)
(T12= 24 h). Uzyty deoksyrybozym wykazywat 80%
zahamowanie proliferacji komdrek SMC (IC5 = 50
nM), podczas gdy skierowany na te samg sekwencje
antysensowy oligonukleotyd tiofosforanowy uzyty
azw 20-krotnie wyzszym stezeniu prowadzit do 70%
supresji podziatu komoérkowego [54],

Wykazano takze skutecznos$é deoksyrybozymow
w stosunku do faktora transkrypcyjnego Egr-1 [55].
W badaniach tych okre$lano stopieA proliferacji ko-
moérek mies$ni gtadkich w kulturach komérkowych
jak iw gojeniu sie ran u szczura po zabiegu angiopla-
stii. Jest to pierwsze doniesienie o aktywnosci deok-
syrybozyméw w warunkach in vivo, tym bardziej
istotne, ze efektywne inhibitory biosyntezy biatka
Egr-1 moga okazac sie bardzo przydatnymi terapeu-
tykami w leczeniu schorzen serca takich jak np. zwe-
zenie naczyh wieAcowych.

Deoksyrybozymy zastosowano takze do badan in
vitro inhibicji ekspresji genéw fuzyjnych biatek wi-
rusa zoéttaczki typu B (HBV) z lucyferazg [56]. Wy-
kazano zalezno$¢ aktywnosci deoksyrybozymoéw i
ich trwatosci w medium komérkowym od ilosci
wprowadzonych wigzah tiofosforanowych. Deoksy-
rybozymy modyfikowane w domenie katalitycznej
charakteryzowaty sie znacznie obnizong aktywno-
$cig, za$ zawierajagce modyfikowane ramiona rozpo-
znania substratu stabiej wigzaty sie do komplemen-
tarnego RNA. Najwyzszg aktywno$¢ w stosunku do
sekwencji biatek antygenowych EIBe i HBc wykazy-
waty deoksyrybozymy chronione na obu korncach
pojedynczym wigzaniem tiofosforanowym (Ryc. 6).

Aktywno$¢ enzymu ,10-23” demonstrowano w
stosunku do mRNA biatka huntingtiny [57]. Mutacja
w genie huntingtiny, spowodowana pojawianiem sie
powtdrzern CAG ipowiekszeniem domeny poligluta-
minowej w produkcie translacji, jest przyczyng ze-
spotu zaburzen neurodegeneratywnych, znanych pod
nazwg choroby Huntingtona. Niestety, deoksyrybo-
zymy skierowane na sekwencje poli(CAG) okazaty
sie nieaktywne. Tym niemniej wykazano, ze dwa
inne deoksyrybozymy, skierowane na heterogenne
sekwencje mRNA huntingtiny, w warunkach in vitro
prowadzity do efektywnej degradacji docelowego
RNA. Poziom biatka w transfekowanych genem hun-
tingtiny komérkach HelLa byt obnizony, z obserwo-
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wanym efektem synergicznym po réwnoczesnym
podaniu obu deoksyrybozymow.

V1. Deoksyrybozymy ,,10-23” jako efektywne
narzedzia do badania struktury RNA

W kazdej strategii hamowania ekspresji genu na
poziomie mMRNA za pomocg oligonukleotydéw,
(strategii antysensowej, strategii rybozymowej, jak i
przedstawionej w niniejszym przegladzie strategii
deoksyrybozymowej) niezwykle istotnym proble-
mem jest dostepnosé sekwencji docelowej substratu
RNA dla utworzenia wigzan typu Watsona-Cricka z
czasteczkag inhibitora. Aktywno$¢ deoksyrybozy-
mow in vitro badana na krotkich substratach RNA
nie gwarantuje ich aktywnos$ci w diugich transkryp-
tach RNA oraz w systemach in vivo, witasnie ze
wzgledu na drugorzedowg strukture czasteczek
mRNA. Dotychczas stosowano rdznego rodzaju
techniki przeszukiwania (ang. screening) catego
MmRNA, np. za pomocg oligonukleotydéw antysenso-
wych, aktywacji RNazy-H, zdegenerownaych bi-
bliotek oligonukleotydowych zawierajacych katali-
tyczng domene rybozymu, i innych podejs¢, w celu
identyfikacji sekwencji dostepnych dla tworzenia
struktur dwuniciowych z komplementarnym oligo-
nukleotydem [58]. Ostatnio opracowano komplek-
sowg metode przeszukiwania duzych czgsteczek
RNA za pomocg zestawu deoksyrybozyméw zapro-
jektowanych dla catej dtugosci sekwencji docelowej
[58]. Produkty degradacji identyfikowano metodg
wydtuzania primeréw i sekwencjonowania otrzyma-
nych fragmentdw. | tak np. modelowy gen ludzkiego
wirusa papilloma (HPV 16 E6) degradowano 80 roz-
nymi deoksyrybozymami uzytymi w stezeniach od
0.5 do 50 nM. W wyzszych stezeniach enzymoéw
(warunki pojedynczego obrotu) zidentyfikowano
catg game produktow degradacji badanego RNA.
Obnizajac stezenie deoksyrybozyméw do 5 nM (wa-
runki wielokrotnego obrotu) zidentyfikowano jedy-
nie 8 deoksyrybozymoéw wykazujacych znaczacg ak-
tywnos$¢. Kilka z tych enzymoéw skierowanych byto
na wspdlng sekwencje docelowg, prawdopodobnie
stanowigcg fragment motywu petla-trzon lub jedno-
niociowego wybrzuszenia w drugorzedowej struktu-
rze RNA. Metoda ta pozwolita zlokalizowaé dostep-
ne dla degradacji sekwencje mRNA wirusa HPV.

W tym samym zespole, rbwniez w oparciu o stra-
tegie deoksyrybozymowg, badano wystepowanie
mutacji (ang. mismatches) w obrebie diugich se-
kwencji substratu RNA [59]. W tym celu otrzymano
biblioteki deoksyrybozyméw zawierajagcych jedno
ramie sekwencyjnie komplementarne do substratu
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RNA (gen LI HPV), za$ drugie ramie sekwencyjnie
zdegenerowane. W metodzie tej badano aktywnos$¢
deoksyrybozyméw w stosunku do substratu natyw-
nego ijego form zmutowanych. Potgczenie metody
amplifikacji (PCR) i analizy sekwencyjnej produk-
tow degradacji pozwolito wykry¢ pojedyncze muta-
cje w genie. Metoda ta tym samym staje sie na-
rzedziem do badania mutacji genowych, w tym
szczegdblnie pojedynczych mutacji genowych (ang.
single nucleotide polymorphism, SNP).

VII. Potencjalne mozliwosci katalityczne
czasteczek DNA

W licznych badaniach selekcji kwaséw nukleino-
wych in vitro wykazano istnienie czgsteczek DNA
katalizujgcych szeroki wachlarz przemian chemicz-
nych (Tabela 4). | tak, wyselekcjonowano deoksyry-
bozymy zalezne od jondw wapnia Ca+2, katalizujace

Tabela 4

Przyktady potencjalnych mozliwosci katalitycznych czasteczek DNA.

Typ reakcji Kofaktor

Hydroliza wiazania fosfodiestrowego w RNA  Mg2+

Hydroliza wigzania fosfodiestrowego w RNA  Pb2t
Hydroliza wigzania fosfodiestrowego w RNA
Hydroliza wigzania fosfodiestrowego w RNA  Zn2+

Hydroliza wigzania fosfodiestrowego w chime- Mg2/Ca2+
rach DNA/RNA

Hydroliza wigzania fosfodiestrowego w jedno- Mg2+
niciowym DNA

Zawigzywanie wigzania fosfodiestrowego w Zn2/Cu2+
DNA/DNA

Hydroliza wigzania P-N w amidofosforanach Mg2+
DNA

Metalacja porfiryn Cu2+

Fosforylacja 5’-terminalnej grupy OH w DNA  Mg2+
z udziatem ATP

Zawigzywanie wigzania pirofosforanowego Mg2+
5’-5’ pomiedzy DNA i AMP

hydrolize wigzania fosfodiestrowego w chimerycz-
nych oligonukleotydach [60]. Zalezny od jonu wap-
nia enzym DNA przyspieszat reakcje ciecia wigzania
internukleotydowego w chimerycznym DNA-RNA
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L-histydyna

okoto 1000 razy, podobnie jak rybozymy typu ham-
merhead [61].

Breaker iwsp. odkryli sekwencje DNA, posia-
dajgcg w obecnosci jonéw miedzi wtasciwosci ciecia
witasnego szkieletu fosforanowego, lub szkieletu
DNA nici komplementarnej, [62]. Ten 69 nukleoty-
dowy DNA przeprojektowano do krotszego jednoni-
ciowego DNA, zawierajgcego jedynie 46 nukleoty-
dow. Skrocony enzym wykazywat aktywnos$é iden-
tyczng z enzymem wyjsciowym. Wykazano, ze dla
osiggniecia aktywnej konformacji enzym DNA two-
rzy z substratem strukture dupleksu i trypleksu
(Ryc. 7a). Cztenonukleotydowy dupleks jednego z
ramion enzymu tworzy tréjniciowg strukture z poli-
pirymidynowa nicig substratu wedtug regut parowa-
nia Hoogsteena. Zastosowana tutaj strategia hybry-
dyzacji do form trypleksowych pozwolita na uzycie
tego deoksyrybozymu do degradacji specyficznego
wigzania fosfodiestrowego w diugim substracie

Enzymy biatkowe wykazujgce

analogiczne wiasciwosci katali- PisSmiennictwo
tyczne
Rybonukleaza [17, 21]

Rybonukleaza [16]
Rybonukleaza [31]
Rybonukleaza [28]
Nukleaza [60]

Nukleaza (enzym restrykcyjny dla  [62]
jednoniciowego DNA)

Ligaza [63]
Fosforamidaza [64]
Ferrochelataza [15]
Kinaza nukleotydowa [42]
Ligaza [43]

DNA. Taki deoksyrybozym spetnia niejako funkcje
~enzymu restrykcyjnego” dlajednoniciowego DNA.

Spektrum aktywnos$ci katalitycznych DNA posze-
rzono takze o zdolnosci ligacji dwdch fragmentow
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DNA [63]. Wyselekcjonowano 47-nukleotydowa se-
kwencje DNA zdolng, w obecnos$ci jonéw Zn2+ lub
Cu2+, do zawigzywania wigzania fosfodiestrowego
pomiedzy oligonukleotydem z 3’-terminalng grupa
fosfoimidazolidowg i 5°-terminalng grupg hydroksy-
lowg innego DNA, ze stalg katalizy kkat 0.07 min'l
(Ryc. 7b).

A
Miejsce
hydrollzy
ATACG | l | | I I - 3 substrat DNA
| I l I ACY - 5’ enzym DNA
G
GO
DNaza
Trypleks s
substrat |
B 5 3
Miejsce e
ligacji I ——
L
=
substrat
A
3 I | G !:GA
T e 11
Enzym DNA :‘ A
T €GCT A%
Ligaza DNA

dazy po zwigzaniu z kompleksem protoporfiryny IX
z Fe3+[67],

Motyw tetrady guaninowej zidentyfikowano ta-
kze w deoksyrybozymach zdolnych do przys$piesza-
nia blisko milion razy reakcje samofosforylacji, po-
przez przeniesienie reszty fosforanowej z ATP na

5’-terminalna grupe hydroksylowa (Ryc. 7c) [42].
Miejsce
fosforylacji 3" S’
Substrat K GC TG
G-OH S’ G T Enzym DNA
T T GAG
;GGG GGG! G
|| NI &
¥y A GGG  GGGA_ 10
o= C TAG
G .G AT P
GA T
Kmazzi)
Miejsce o
hydrolizy
Substrat
NIRRT
. 1,
A At

Enzym DNA = _ o Tores
Y C Rybonukleaza

Ryc. 7. Motywy katalityczne czasteczek DNA: A) katalizujacych degradacje wigzania fosfodiestrowego w DNA w obecnoéci jonéw Cu2+[62]; B)
spetniajacych funkcje ligazy DNA, zaleznych odjondw Cu2+lub Zn2+[63]; C) DNAzymoéw spetniajacych funkcje kinazy DNA, zaleznych od

jonu Ca2+[42]; D) nukleaz RNA, zaleznych od L-histydyny [31],

Burmeister iwsp. wyselekcjonowali deoksy-
rybozym katalizujgcy hydrolize wigzania amidofos-
foranowego w reakcji transfosforylacji z 5’-termi-
nalng grupg fosforanowa krotkiego oligonukleotydu
zawierajacego grupe dansylowa [64]. Aktywnos$¢ en-
zymu zalezna byta od stezenia jonéw Mg+2 (Sche-
mat 2).

Deoksyrybozymy katalizujgce insercje jonu mie-
dzi lub cynku do porfiryn wyselekcjonowano przez
ich preferencyjne wigzanie sie¢ do analogéw stanu
przejsciowego tego procesu [15]. Ten typ selekcji zo-
stat wczesniej uzyty dla selekcji rybozymu przys$pie-
szajgcego reakcje izomeryzacji pochodnej bifenylu
[65] oraz rybozymu katalizujgcego metalacje porfi-
ryn [14]. Jak wykazano w dalszych badaniach, jon
miedzi nie jest wigzany przez czgsteczke DNA. Ten
niezwykty katalizator bogaty w pary G-C zawieraje-
dynie 24 nukleotydy, ktdre tworzg strukture tetrady
G w obecnosci jonéw K+ [66]. Co ciekawsze, dwa
sposrdd kilku deoksyrybozymow katalizujgcych me-
talacje porfiryn wykazywaty witasciwosci peroksy-
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Odkrycie tego typu enzymow DNA stanowi mocny
argument potwierdzajgcy hipoteze, ze DNA posiada
dostatecznie szeroki repertuar wiasciwosci katali-
tycznych, aby spetniac role enzymu w uktadach bio-
logicznych. W tym samym laboratorium zidentyfi-
kowano czasteczki DNA Kkatalizujace tworzenie
wigzania 5’-5’-pirofosforanowego (typu ,czapecz-
ki”, ang. cap) pomiedzy 5’-terminalng grupg fosfo-
ranowg DNA i AMP (Schemat 3) [43]. Tego typu
produkty tworzg sie w procesie ligacji DNA katalizo-
wanym ligazgT4 DNA. Fakt istnienia takiego deok-
syrybozymu sugeruje, ze zalezny od ATP self-char-
ging DNA mégtby odpowiadaé za proces klonowa-
nia DNA bez udziatu enzymdw biatkowych.
Enzymy biatkowe w swoim centrum aktywnym
czesto posiadaja pojedyncze aminokwasy,
speiniajgce role katalizatorow. L-Histydyna jest ka-
talitycznym aminokwasem w centrum aktywnym
RNazy A. Czy zatem istniejg enzymy DNA, zalezne
od L-His, degradujgce wigzanie fosfodiestrowe w
RNA? Taki enzym DNA wyselekcjonowano w pro-
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“IC IC IG |C |G |G -3'-dansyl

GGC---GCC

ENZYM DNA

Biotyna) — CCGppCGG-3’-dansyl

Schemat 2. Rozerwanie wigzania amidofosforanowego za pomocg enzymu DNA, zaleznego od jonéw Mg+2 [64],

cesie wielokrotnej selekcji i mutagenezy wyjsciowej
biblioteki chimerycznych DNA (Ryc. 7d) [31]. En-
zym ten przy$pieszat reakcje hydrolizy wigzania P-0
okoto milion razy w poréwnaniu do reakcji niekatali-
zowanej. Badania roznych pochodnych histydyny,

NH,
NN\
0O 0 _0 / N
odod oo (I
& & 8N\ Lo
ATP
HOH
0
o {f\m{
Ho—l%_o N)\NHZ
0
DNA

VIIl. Podsumowanie, perspektywy

Przyktady przedstawione w niniejszym
przegladzie pokazuja, ze metoda przy$pieszonej
ewolucji kwaséw nukleinowych in vitro, poza do-

NH,
N \N
odo_ A

NH,

. (0]
PP1
/N ]\)LNH
st Sode gk
§ Lo 2

DNA

Schemat 3. Kataliza tworzenia wigzania pirofosforanowego 5’-5’ za pomocg deoksyrybozymu [43],

oraz zwigzkdw zawierajgcych pierscied imidazolo-
wy wykazaty, ze jedynie L-His oraz jej ester metylo-
wy sg aktywnymi kofaktorami deoksyrybozymu. Te
wyniki sugeruja, ze katalizator specyficznie rozpo-
znaje L-histydyne i wiaze ja z maksymalnym powi-
nowactwem, poprzez wszystkie dostepne grupy —
atomy tlenu grupy karboksylowej, grupe NH2 oraz
tancuch boczny (pierscied imidazolu).

32

brze udokumentowanymi zaletami selekcji aptame-
row i nowych rybozymoéw, jest takze uzyteczna do
identyfikacji katalitycznych czasteczek DNA. Od-
krycie deoksyrybozymoOw ma szczegOlne znaczenie
w aspekcie tatwej dostepnosci syntetycznych oligo-
nukleotydéw DNA iich wysokiej trwatosci chemicz-
nej i enzymatycznej w poréwnaniu z innymi biopoli-
merami. Te cechy zwiekszajg atrakcyjnos$¢ katali-
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tycznych DNA jako potencjalnych terapeutykéw
oraz katalizatoréw uzytecznych w procesach che-
micznych i biologicznych, a takze szerzej pojetych
procesach technologicznych [37]. Technologia de-
oksyrybozymoéw moze stanowi¢ nowe podejscie do
terapii genowej. Zaletg, w poréwnaniu z terapig anty-
sensowgy i terapig rybozymami jest fakt, ze deoksyry-
bozymy wykazujg wyzszg aktywnos$¢ endogenng
oraz sg bardziej odporne na degradacje endonuklea-
zami. Enzymy DNA oferujg takze mozliwos$¢ ich wy-

korzystania w warunkach odbiegajagcych od warun-
kéw fizjologicznych.
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klosom; CIP/KIP i INK — rodziny inhibitoréw kinaz cdk; CIn i
Clb — cykliny dziatajgce w fazach G1 i S w komdrkach dro-
zdzy; Cull — kullina w komérkach ludzkich; Cut2 (ang. cut
untimely torn) — inhibitor anafazy w S. pombe; Fbp — biatka z
motywem ,,F-box"; kinazy cdk — Kkinazy cyklinozalezne; p27,
p57, p21, p19 — biatkowe inhibitory kinaz cdk; PCNA — anty-
gen jadrowy proliferujacych komérek; Pdsl (ang. precocious
dissociation ofsister chromatids) inhibitor anafazy w S. cerev-
siae\ SCF — ligaza ubikwitynowa; Sicl — inhibitor kinaz cdk
w komorkach drozdzy; Ub — ubikwityna; VBC-CUL-2 — liga-
za ubikwitynowa.
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I. Nobel dla badaczy cyklu komoérkowego

Laureatami tegorocznej nagrody Nobla z dziedzi-
ny fizjologii i medycyny zostali — Amerykanin Le-
land Hartwell, dyrektor Fred Hutchison Cancer Cen-
ter w Seattle, Brytyjczycy — Paul Nurse, kierownik
Laboratorium Cyklu Komérkowego i dyrektor Impe-
rial Cancer Research Found (ICRF) w Londynie,
oraz Timothy Hunt, kierownik Laboratorium Kon-
troli Cyklu Komérkowego, takze w ICRF. Nagroda
tg, jak to uzasadnia Komitet Noblowski, zostaty uho-
norowane ich odkrycia ,,gtdwnych regulatoréw cy-
klu komorkowego”, poniewaz pozwalajg na zrozu-
mienie molekularnych mechanizméw kierujgcych
podziatami komaérkowymi.
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Leland Hartwell (ur. 1939) jest pionierem badan
cyklu komérkowego. Udowodnit on we wczesnych
latach 70-tych, ze cykl podziatowy prostej komorki
eukariotycznej drozdzy pozostaje pod $cista kon-
trolg wielu genéw. Do tego wniosku doprowadzita go
analiza otrzymanych w laboratorium mutantéw Sac-
charomyces cerevisiae (mutanty cdc — ang. cell-
division-cycle), charakteryzujacych sie okreslonymi
zaburzeniami w przebiegu cyklu. W efekcie zidenty-
fikowat ponad 100 gendéw, ktdre kontrolujaw komar-
kach S. cerevisiae cykl komérkowy. Dzi$§ wiadomo
juz, ze w komoérkach wyzszych organizméw eukario-
tycznych dziatajg geny homologiczne z genami wy-
krytymi w drozdzach badanych przez Hartwelfa.
Jemu tez zawdzieczamy wprowadzenie i uzasadnie-
nie pogladu o wspotzaleznosci wydarzen kontrolo-
wanych przez geny cdc podczas cyklu komdrkowe-
go. Klasyczne stato sie juz okreSlenie: punkt START
w fazie G 1. Oznacza ono moment, w ktérym nastepu-
je integracja zewnatrz- i wewnatrzkomdérkowych sy-
gnatdéw, umozliwiajacych skoordynowane rozpocze-
cie w komdrkach syntezy DNA, a takze dalszych faz
cyklu. Procesy zachodzgce w punkcie START kon-
troluje, wykryta przez Hartwelfa, kinaza seryno-
wo-treoninowa, kodowana w S. cerevisiae przez gen
CDC28, prototyp wykrytych nastepnie w innych or-
ganizmach kinaz tego typu. Inne wprowadzone w
1989 roku przez Hartwelfa okreslenie, to punkty
kontrolne cyklu, to znaczy momenty, w ktérych na-
stepuje jego zatrzymanie, gdy biatka regulatorowe
wykryjg jakiekolwiek nieprawidtowos$ci w proce-
sach komérkowych, (takie jak np. uszkodzenia DNA
w komérce po podawaniu lekdw czy depolimeryza-
cja mikrotubul). Wznowienie cyklu w komoérce moze
nastapi¢ dopiero po naprawieniu takich uszkodzen.
Poglad Hartwelfa wskazujacy, ze poczatek jednego
wydarzenia moze nastgpi¢ tylko po prawidtowym za-
koniczeniu wydarzenia poprzedniego, okazat sie bar-
dzo owocny w dalszych badaniach, utatwit bowiem
zrozumienie w jaki spos6b utrzymywana jest w ko-
morkach integralno$¢ genomu i niepowielanie zaist-
niatych btedéw.

Opisano juz wiele gendw kodujacych biatka
dziatajagce w okreslonych punktach kontrolnych.
Klasyczny przyktad stanowig biatka p53 i ATM, kté-
rych mutacje w wielu komérkach nowotworowych
wywotujg niestabilno$¢ genomu i przyczyniajg sie

do rozwoju nowotworéw. Prowadzone przez Har-
twelfa badania dotyczg w ostatnich latach mechani-
zmdw molekularnych, dzieki ktérym komaérki nowo-
tworowe uniezalezniajg sie od punktow kontrolnych
cyklu oraz nowych lekéw przeciwnowotworowych,
prowadzone przy uzyciu drozdzy, jako organizmu te-
stowego.

Paul Nurse (ur. 1949) jest badaczem, ktdremu za-
wdziecza sie wykrycie w komdrkach Schizosaccha-
romyces pombe genu cdc2, a w innych komérkach
eukariotycznych takze gendw homologicznych z
wykrytym przez Hartwelfa genem CDC28. Jak
dotad zidentyfikowano co najmniej 6 genéw ko-
dujacych te serynowo-treoninowe kinazy, nazywane
kinazami cdk (ang. cyclin dependent Kkinases).
Dziatajg one w réznych fazach cyklu, a ich substra-
tami sg biatka czynne w réznych procesach komor-
kowych, zwtaszcza regulacyjnych. O aktywnosci ki-
naz cdk decyduje, jak wykazaty miedzy innymi ba-
dania Nurse’a, ufosforylowanie w nich okres$lonych
reszt aminokwasowych. Badania lat ostatnich pro-
wadzone w laboratorium Nurse’a dotyczg moleku-
larnych mechanizmdéw odpowiedzialnych za inicja-
cje replikacji DNA oraz kontroli podziatu mejotycz-
nego i morfogenezy komérek.

Tim Hunt (ur. 1943) znany jest jako odkrywca w
komérkach morskich jezowcow cyklin, biatek synte-
tyzowanych i degradowanych w kazdym cyklu ko-
morkowym. Podstawowg funkcjg cyklin w komdrce
jest regulowanie aktywnos$ci kinaz cdk, a takze, jak
wykazano ostatnio, dziatania niektérych biatek nie-
enzymatycznych, takich jak np. receptory steroidéw.
Obecne badania Hunt’a dotyczg fizjologicznej roli
poszczegOlnych cyklin i aktywowanych przez nie ki-
naz w okre$lonych fazach cyklu. Duzo uwagi po-
Swieca on takze badaniom mechanizmoéw odpowie-
dzialnych za rozpoznawanie przez kompleksy kina-
zowo-cyklinowe biatek majgcych ulec fosforylacji, a
takze proteolitycznej degradacji cyklin w proteaso-
mie.

W ostatnich dziesieciu latach problemom cyklu
komorkowego i réznym aspektom jego regulacji po-
Swiecono w Postepach Biochemii wiele artykutéw*,
dlatego nie bede ich omawia¢ w obecnym opracowa-
niu, ukierunkowanym na przedstawienie informacji
o degradacji biatek bezposrednio uczestniczacych w
regulacji cyklu.

*Jakubowicz T (1991) Post Blochem 37: 9-18; Grzelakowska-Sztabert B (1992) Post Biochem 38: 98-107; Grzelakowska-Sztabert B
(1995) Post Biochem 41: 81-93; Widtak T (1997) Post Biochem 43: 85-90
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Il. Proteoliza biatek regulatorowych cyklu
komédrkowego — ubikwitynacja biatek i
ich degradacja w proteasomie

W komorkach eukariotycznych wiele biatek nie-
prawidtowych, atakze biatek regulatorowych o krot-
kim okresie péttrwania ulega degradacji w proteaso-
mie 26S — duzym, wielosktadnikowym kompleksie
biatkowym, charakteryzujgcym sie szerokim spek-
trum aktywnosci proteolitycznej. Degradowane w
proteasomie biatka i peptydy sg uprzednio wyznako-
wywane ubikwityng, matym (76 AA), powszechnie
wystepujgcym biatkiem globulamym. W kaskado-
wym, zachodzacym przy udziale ATP, procesie ubi-
kwitynacji biatek uczestniczg co najmniej trzy enzy-
my; enzym aktywujgcy ubikwityne (El), enzym
taczacy sie z zaktywowang ubikwityna ( E2) i prze-
noszacy ja na biatkowy substrat bgdZ bezpos$rednio,
badz tez czesciej w wyniku wspoétdziatania z ligaza
ubikwitynowg (E3) (Ryc. 1). Obecnie wiadomo, ze
ligazy ubikwitynowe stanowig kompleksy kilku (kil-
kunastu?) biatek uczestniczacych w precyzyjnym

dotaczenie ubikwityny wydaje sie byé niezbedne do
endocytozy niektorych biatek btonowych i tym sa-
mym moze wptywacé na integralno$é bton [2, 3],

Badania mechanizmu ubikwitynacji biatek oraz
struktury i funkcjonowania proteasomu datujg sie od
wczesnych lat 80-tych i sg nadal intensywnie rozwi-
jane ze wzgledu na biologiczne znaczenie precyzyj-
nej kontroli procesu degradacji biatek. Bardzo liczne
artykuty przeglagdowe omawiajg ten problem [4-9],
takze czasopisma polskie [10, 11].

Takze degradacja biatek uczestniczagcych w kon-
troli przebiegu kolejnych faz cyklu komdérkowego
nastepuje w proteasomie. W szczeg6lnosci dotyczy
to cyklin, inhibitordw kinaz biatkowych cdk, biatek
odpowiedzialnych za rozpoczecie syntezy DNA czy
tez za precyzyjng segregacje chromatyd podczas mi-
tozy itp. Rezultatem takiej nieodwracalnej degrada-
cji biatek regulatorowych cyklu jest ,,jednokierunko-
wos$¢” jego przebiegu.

Ostatni etap ubikwitynacji biatek uczestniczgcych
w regulacji cyklu komérkowego przeprowadzajg
dwa wielosktadnikowe kompleksy ligaz ubikwityno-

PROTEASOM 26S

Substrat

biatkowy 2
Substrat
biatkowy &NH,

Ryc. 1. Schemat ubikwitynacji biatek przed ich degradacjg w proteasomie 26S i udziat w tych procesach enzyméw - El (aktywujacego Ub), E2 (koniu-
gujacego) i E3 (ligazy ubikwitynowej). Przed wejsciem do proteasomu ubikwityng zostaje odtgczona, a biatka ulegajg w nim rozktadowi do

krotkich peptydéw.

rozpoznawaniu i wigzaniu biatkowych substratéw i
ich translokacji do proteasomu, w ktorym ulegajg de-
gradacji do krotkich peptydéw. Modyfikacja biatka
ubikwityngnie zawsze jednak musi prowadzi¢ do de-
gradacji do prostych peptydow [1]. Tak na przykitad
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wych — SCF i APC/C [12-15], dziatajgce w réznych
fazach cyklu komorkowego. Kompleks ligazy SCF
dziata od potowy fazy GI, poprzez faze S do potowy
fazy G2 i ubikwitynuje cykliny i inhibitory kinaz
cdk, a kompleks ligazy APC/C aktywny od potowy
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fazy G2, w mitozie i na poczatku fazy GI, dotgcza
ubikwityne przede wszystkim do cyklin mitotycz-
nych A i B oraz tzw. sekuryn, biatek bedacych inhibi-
torami mitozy (Ryc. 2). Nalezy zdawac sobie sprawe,
ze w komorkach wystepujg i inne kompleksy ligaz
ubikwitynowych, jednakze ich bezpos$redni udziat w
regulacji cyklu komdrkowego nie zostat wykazany.

Ubikwitynacja przez kompleks SCF

cykl
komérkowy

Ubikwitynacja przez kompleks APC /C

Omoéwienie budowy i dziatania komplekséw liga-
zowych SCF i APC/C iznaczenia degradacji ubikwi-
tynowanych przez nie biatek dla przebiegu cyklu ko-
morkowego stanowi tre$¢ tego opracowania.

I11. Ligaza ubikwitynowa SCF
I11-1. Budowa i regulacja dziatania

Biatko kodowane w komdrkach paczkujacych
drozdzy S. cerevisiae przez gen cdc53 jest podstawo-
wym sktadnikiem ligazy ubikwitynowej SCF (E3).
Wskazujg na to dane uzyskane w badaniach mecha-
nizmu degradacji biatka Siei, inhibitora cyklinozale-
znej kinazy CDC28 oraz cyklin Cln dziatajacych w
fazie Gl ich cyklu podziatowego [16-18] (Ryc. 3).
Biatko to, Cdc53, spetnia kryteria ligazy — tworzy
trojsktadnikowe kompleksy z substratami, ktore
majg podlegac proteolizie oraz z biatkiem E2 prze-
noszacym zaktywowangubikwityne i kodowanym w
S. cerevisiae przez gen cdc34. Dalsze badania wyka-
zaty, ze na tworzenie tego tréjsktadnikowego kom-
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pleksu, jego dziatanie i tym samym stabilno$¢ biatka
Siei i cyklin Cln ma wptyw ich ufosforylowanie,
przeprowadzane przez jedna z kinaz cyklinozale-
znych (np. CDC28, [19]). Zaproponowano wiec, aby
omawiany kompleks nazwa¢ PULC (ang. Phospho-
protein — Ubiquitin - Ligase — Complex), podkre-
$lajac tym samym znaczenie faktu, ze tylko ufosfory-

Ryc. 2. Cykl komérkowy. Zaznaczony udziat
ligaz SCF i APC/C w degradacji
biatek regulatorowych cyklu (z da-
nych 43 i 145).

lowane biatka sg substratami tej ligazy [20]. Nazwa
ta jednak nie przyjeta sie.

W kolejnych latach zidentyfikowano homologi
biatka Cdc53 wykrytego w S. cerevisiae w komor-
kach innych organizméw (Cullin w Caenorhabditis
elegans, [21]; Cul 1w komérkach ludzkich [22]).Wy-
kazano takze, ze istotnymi sktadnikami kompleksu li-
gazy SCF sa biatka zawierajace tzw. motyw F (ang.
F-box), zwane dalej biatkami Fbp (ang. F-box prote-
ins), odpowiedzialne za rozpoznawanie i wychwyty-
wanie biatek majgcych ulec ubikwitynacji [23-25]
oraz biatko Skp 1, ktérego rolg wydaje sie by¢
utatwienie wigzania biatlek Fbp z pozostatymi pod-
jednostkami kompleksu (Ryc. 3) [26-27],

Jako podstawowe jednostki omawianej ligazy
uwaza sie zatem trzy biatka — Skpl, kulling (Cul-
lin/Cdc53) i jedno z biatek z motywem ,,F-box"
(Fbp), ktdére zostang kolejno oméwione. Ich kom-
pleks przyjeto nazywa¢ kompleksem SCF (od
poczatkowych liter skiadnikow). Dodatkowym
sktadnikiem kompleksu SCF jest takze wykryte
ostatnio biatko RbxI/Hitl/Rocl [28-29].
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Ryc. 3. Ubikwitynacja cykliny Cln libiatka Siei w komérkach S. cerevisiae katalizowana przez ligaze SCF. W rozpoznaniu i wigzaniu ufosforylowa-
nych ClInl i Siei biorg udziat dwa rézne biatka (Grrl i Cdc4) z motywem ,,F-6ar”, zaznaczonym na rysunku jako F oraz domenami WD40 i

LRR (z danych 18 i 28, zmodyf.). Dalsze objasnienia w tekscie.

Kullina (CullinJd)/Cdc53 jest biatkiem
tworzacym jakby pomost (ang. scaffold), na ktorym
dochodzi do wspo6tdziatania z innymi podjednostka-
mi kompleksu. Obecno$¢ N-koncowej domeny w
czasteczce kulliny jest niezbedna do wigzania pod-
jednostki Skpl, natomiast C-koniec jej czasteczki
uczestniczy w wigzaniu enzymu E2 niosacego zakty-
wowang ubikwityne [30]. W interakcji E2 i kulliny
moze posredniczy¢ biatko RbxI/Rocl [28], ktéremu
przypisuje sie takze wptyw na autopoliubikwityna-
cje samego enzymu E2.

Podjednostkag Skpl jest matym biatkiem wyste-
pujgcym w kompleksach ligaz ubikwitynowych
wszystkich komdérek eukariotycznych [26]. Od-
dziatuje ono z biatkami Fbp, takimi jak np. biatka
Cdc4 i Grrl w komérkach drozdzy (Ryc. 3) czy tez
Skp2 w komoérkach ludzkich. Ostatnio przedstawio-
no strukture krystaliczng kompleksu podjednostek
Skpl i Skp2 [31].

Integralnym sktadnikiem kompleksu ligazy SCF
jest takze jedno z biatek Fbp, ktére charakteryzuje
obecnosé okoto 40 aminokwasowej sekwencji na-
zwanej ,,F-box” i opisanej po raz pierwszy w cyklinie
F [26]). Wsp6lIng cecha biatek Fbp jest fakt wigzania
przez nie biatek (na og6t uprzednio ufosforylowa-
nych) majacych ulec ubikwitynacji, r6znig sie za$
one obecnoscig specyficznych domen aminokwaso-
wych odpowiedzialnych za interakcje biatko-biatko,

38

takich jak WD40 (ang. WD40 repeats [32]) czy tez
powtdrzenia leucynowe LRR [33]. Charakterystyke
domen strukturalnych w poznanych dotychczas
biatkach Fbp przedstawiono w pracy przegladowej
[25]. Obecnos¢ biatek Fbp stwierdzono praktycznie
we wszystkich badanych organizmach: 15 w komdr-
kach S. cerevisiae, 215 w C. elegcins, w komadrkach
ssakéw wystepuje ich prawdopodobnie kilkaset
[34]. Powszechno$¢ i liczebnos¢ wystepowania
biatek Fbp sugeruje, ze kompleks SCF moze ubikwi-
tynowac i skierowywaé w komoérce na droge degra-
dacji setki r6znych biatek.

Od wykrycia sktadnikéw kompleksu ligazy SCF
uptyneto niewiele lat, ale juz pojawiajg sie doniesie-
nia o regulacji ekspresji gendéw kodujgcych poszcze-
golne biatka tworzace jego podjednostki. | tak w
2000 r. doniesiono, ze protoonkogen c-Myc, biatko
modulujace ekspresje wielu genéw uczestniczacych
w regulacji cyklu komoérkowego [35-37], moze row-
niez promowac zalezng od ubikwityny proteolize
biatek. W mysich fibroblastach c-Myc aktywuje bo-
wiem ekspresje genu cul 1, kodujgcego kulline,
gtowng podjednostke kompleksu ligazy SCF [38],
Natomiast biatko supresorowe PTEN (fosfataza
PIP3), hamuje rozpoczecie fazy S w mysich komér-
kach embrionalnych, poniewaz wpiywa na stabil-
no$¢ biatka p27, inhibitora kinaz cdk. Nadekspresja
biatka PTEN, a wiec w efekcie hamowanie aktywno-
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$ci kinazy PI (P1-3 kinazy) wywotuje spadek ekspresji
genu kodujgcego biatko Skp2 zawierajgce motyw
F-box, ktore to rozpoznaje i wigze inhibitor p27 [39],
Nie obserwowano za$ wptywu nadekspresji PTEN na
geny kodujace inne podjednostki kompleksu SCF.

I11-2. Substraty ligazy SCF

Jak juz wspomniano, w komorkach S. cerevisiae
kompleks SCF ubikwitynuje przede wszystkim cy-
kliny ClIn, dziatajgce w fazie G 1, oraz inhibitor kinaz
cdk — biatko Siei [18, 40, 41]. Ryc. 3 przedstawia
schematycznie kompleksy SCF uczestniczgce w ubi-
kwitynacji i degradacji ufosforylowanych biatek
Siei i CInl. W rozpoznaniu i wigzaniu tych biatek
biorg udziat dwa rézne biatka Fbp kodowane odpo-
wiednio przez geny cdc4 i Grrl. Substratami ligazy
SCF w komdrkach drozdzy sa takze: biatko Farl, in-
hibitor kinaz cdk, biatko Cdc6/Cdcl8 konieczne do
rozpoczecia syntezy DNA (ang. DNA replication
factor) oraz kinaza Swel/Weel inaktywujgca kinaze
cdk, ktorej aktywnos$¢ jest niezbedna dla przebiegu
mitozy. Te biatkowe substraty rozpoznajg i wigza ta-
kie biatka Fbpjak Cdc4 ibiatko Met30 [13]. Ubikwi-
tynowane i prawdopodobnie degradowane w prote-
asomie sg takze biatka Cdc34 i Grrl.

W komoérkach ludzkich ligaza SCF jest niezbedna
dla degradacji cyklin D i E, inhibitoréw kinaz cdk -
biatek p27 i prawdopodobnie takze p57 i p21 (rodzi-
na inhibitorow CIP/KIP) oraz czynnika transkryp-
cyjnego E2F-1. Najwiecej badan dotyczy ubikwity-
nacji i degradacji cykliny E bedacej podjednostkare-
gulatorowg kinazy cdk2 oraz biatka p27, dzieki cze-
mu ich wzajemne relacje sg dzi$ w znacznym stopniu
poznane. Natomiast pozostaje do wyjasnienia, czy
sama kinaza cdk2 réwniez ulega degradacji w prote-
asomie.

I11-2.1. Cyklina E i inhibitory kinaz cdk z rodziny
CIP/KIP

Cyklina E (pozytywny regulator cyklu) ulega sil-
nej ekspresji na granicy faz G1 i S i promuje wow-
czas, dzieki zaktywowaniu kinazy cdk2, rozpoczecie
replikacji DNA. Zmiany wewngtrzkomdérkowego
poziomu cykliny E sg nie tylko wynikiem periodycz-
nych zmian intensywnos$ci transkrypcji kodujacego
genu, lecz réwniez precyzyjnie kontrolowanej prote-
olizy. Zbyt niski poziom cykliny E zatrzymuje ko-
morki w fazie GI, nadmiernie wysoki powoduje za$
przedwczesne wejscie ich w faze S, niestabilnos$¢ ge-
nomu, amoze tez prowadzi¢ do transformacji nowo-
tworowej [42]. Udziat ligazy SCF w ubikwitynacji i
degradacji cykliny E zwigzanej z kinaza cdk2 jak i
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formie wolnej wydaje sie niewatpliwy [34, 43, 44].
Ustalenie natomiast, ktore z biatek Fbp rozpoznaje i
wigze cykline E i czy jej ufosforylowanie jest nie-
zbedne w tym procesie jest ciggle przedmiotem in-
tensywnych badan i wielu kontrowersji. Do niedaw-
na uwazano, ze cykling E (a takze p27) rozpoznaje
biatko Skp2 [34, 43, 45]. Opublikowane w pazdzier-
niku 2001 badania dokumentujg jednak, ze to nie
Skp2, ainne biatko Fbp, nazwane w komérkach ludz-
kich biatkiem hcdc4 [46] badz Fbw7 [47], a w ko-
morkach Drosophila melanogaster biatkiem Archi-
pelago (Ago, [48]) jest odpowiedzialne za wychwy-
tywanie i degradacje cykliny E (Ryc. 4). Przynajm-
niej w odniesieniu do biatka Ago wiadomo, ze po-
ziom jego ekspresji zmienia si¢ w ciggu cyklu, co
wydaje sie przemawiaé za periodycznoscig degrada-
cji cykliny E. Jakie sg proby wyttumaczenia odmien-
nych pogladéw na temat udziatu biatka SKP2 w de-
gradacji cykliny E? Biorac pod uwage fakt, ze w my-
sich komorkach bez genu Skp2 cyklina E jednak nie
ulega degradacji [34] sugerowany jest poSredni
wptyw biatka SKP2 na degradacje cykliny E [48]. W
komdrkach, w ktérych brak jest biatka Skp2, moze
mie¢ miejsce wzrost poziomu biatka p27 i w konse-
kwencji zahamowanie aktywnosci kinazy cdk2/cy-
klina E. Nie dochodzitoby wéwczas do autofosfory-
lacji cykliny E (bedacej w kompleksie z kinazg cdk?2)
irozpoznaniajej przez biatko hcdc4/Fbw7/Ago. Inna
mozliwo$¢ zaktada, ze do interakcji cykliny E z
biatkiem adaptorowym SKP2 potrzebne sg jeszcze
inne, niezidentyfikowane do dzi$ biatka [49].

Panuje zgodno$¢é pogladdw co do tego, ze ufosfo-
rylowanie treoniny w pozycji 380 w czasteczce cy-
kliny E bedacej bedgcej w kompleksie z kinazg cdk2
[34, 43, 45], aby¢ moze takze itreoniny 62 [46], jest
konieczne do jej rozpoznania przez odpowiednie
biatko Fbp. Nie jest jeszcze natomiast definitywnie
wyjasnione, czy fosforylacja jest takze niezbedna
przy ubikwitynacji i degradacji wolnej, nie zwigza-
nej z kinazg cdk2, cykliny E [34]. Pelni ona takze
istotne funkcje regulacyjne jako na przyktad aktywa-
tor receptoréw estrogenowych.

Rownie intensywnie jak degradacja cykliny E ba-
dana jest proteoliza biatka p27 (rodzina CIP/KIP),
inhibitora kinaz cdk dziatajgcych we wszystkich fa-
zach cyklu komdérkowego, przede wszystkim za$ ki-
nazy cdk2 skompleksowanej z cykling E. Ekspresje
genu p27 regulujg liczne czynniki wzrostu, przy
czym czynniki mitogenne wywotujg spadek jego
ekspresji, natomiast czynniki powodujgce rdznico-
wanie komdrek lub hamujace ich wzrost sg odpowie-
dzialne za wzrost ekspresji genu p27 i ilosci biatka
p27 w komdrce [50]. Poziom mRNAPp27 nie zmienia
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Proteasom 26S

Ryc. 4. Schemat ubikwitynacji cykliny E i
biatka p27, inhibitora kinaz cdk.
W rozpoznaniu i wigzaniu ufosfo-
rylowanych cykliny E i p27 biorg
udziat dwa rézne biatka z moty-
wem ,iF-box” (Skp2 i h/Cdc4/Ago/
Fbw7). Na schemacie umieszczono
tez biatko Cksl, ktérego udziat w
modulacji dziatania ligazy SCF na
degradacjg biatka p27 jest ostatnio
postulowany. Zaznaczono réwniez
hamujace dziatanie p27 na kinaza
cdk2/cyklinak i vice versa (w opar-
ciu 0 44 i49).

sie znaczgco podczas cyklu komoérkowego. Tak wiec
wewnatrzkomoérkowy poziom biatka p27 regulowa-
ny jest poprzez intensywno$¢ translacji mRNA [51,
52] i zwtaszcza, jak sie sgdzijuz od 1995 roku, przez
Scisle kontrolowang jego proteolize [53]. Gwattow-
ny spadek poziomu biatka p27 ma miejsce po wyjs-
ciu komoérek z fazy spoczynkowej GO i wtgczeniu sig
ich do cyklu oraz podczas fazy G, przed rozpocze-
ciem syntezy DNA. Ubikwitynacje biatka p27 prze-
prowadza ligaza SCF, a biatkiem Fbp rozpo-
znajagcym p27 jest tu Skp2 [54-56].

Podobnie jak wiekszo$¢ biatek ubikwitynowa-
nych przy udziale ligazy SCF, biatko p27 przed roz-
poznaniem przez biatko Fbp (Skp2) musi zostac
ufosforylowane. Wydaje sie juz dzi$ dobrze udoku-
mentowane, ze w czgsteczce p27 fosforylacji ulega
treonina w pozycji 187, a gtowng kinazg fosfory-
lujgca p27 jest kinaza cdk2/cyklina E [50, 57], nie
wyklucza sie tez dziatania kinazy cdk l/cyklina A
[55, 58]. Wiosng 2001 roku doniesiono, ze do efek-
tywnej ubikwitynacji i degradacji p27 konieczne jest
jeszcze jedno biatko, tzw. biatko Cksl [59, 60].
Biatko to zalicza sie do znanej juz od wielu lat rodzi-
ny biatek Sucl/Cks, wigzacych sie zwieloma kinaza-
mi cdk [61, 62], a ktdrych dziatanie jako regulatoréw
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cyklu pozostawato dotychczas nieznane. Publikowa-
ne ostatnio wyniki wyjasniajg, ze biatko Cksl (ale
nie inne biatka z tej rodziny) wigze sie z biatkiem
adaptorowym Skp2 i zwieksza znaczgco jego zdol-
nos$¢ rozpoznawania i wigzania ufosforylowanego
p27. Komentatorzy w Science piszg nawet obrazowo,
ze Cksl jest whasciwym czynnikiem, ktdry ,,pocigga
za spust” i wywotuje degradacje p27 [63], Rézne sa
obecnie spekulacje o sposobach modulacji przez
Cksl efektywnosci dziatania SCF, a zwtaszcza
dziatania biatka Skp2. Przypuszcza sie, ze dotgcze-
nie go mogtoby wywotywac¢ zmiany allosteryczne w
Skp2, stabilizowac interakcje pomiedzy Skp2 i p27
lub tez utatwiaé wiasciwe umiejscowienie p27 w
kompleksie ligazy SCF [63]. Ktore z tych przypusz-
czen jest prawdziwe pokazg prawdopodobnie dalsze
badania.

Komdrki nowotworowe charakteryzuje na ogét
niski poziom biatka p27, (np. [64-66]), co wynika,
jak sie wydaje, z wysokiej wewngtrzkomorkowej ak-
tywnos$ci proteolitycznej [47]. Przynajmniej w ko-
morkach nowotworu jamy ustnej (ang. oral squ-
amous cell carcinoma ) obserwuje sie zbiezno$¢ wy-
stepowania niskiego poziomu biatka p27 i zwiekszo-
nej ilosci biatka adaptorowego Skp2 [68].
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Stosunkowo mniej niz o p27 wiadomo o mechani-
zmach degradacji innych inhibitorow kinaz cdk —
biatek p57 ip21, takze z rodziny CIP/KIP. Wysunieto
sugestie, ze biatko p57 ulega¢ moze proteolizie w
proteasomie, poniewaz w osteoblastach (stymulowa-
nych do proliferacji przez TGF-(3) nie nastepuje spa-
dek jego poziomu po traktowaniu ich laktastatyng
(inhibitorem dziatania proteasomu) [69]. Podobnie,
laktastatyna stabilizuje biatko p21 w ludzkich ko-
morkach nowotworu jelita grubego, RKO i HCT 116
[70, 71], wykrywane sg tez w nich ubikwitynowane
pochodne p21 [72], Dane te wskazujg na prawdopo-
dobienstwo degradacji p21 w proteasomie. Przy-
puszcza sie, ze w ubikwitynacji p21 bierze udziat li-
gaza SCF, poniewaz biatko p21 nagromadza sie w
komdrkach (nowotwor jelita grubego RKO oraz
ludzkie keratynocyty), do ktérych wprowadzono nu-
kleotydy antysensowne w stosunku do gendéw ko-
dujacych podjednostki tej ligazy - takie jak kullina
oraz biatka Skpl i Skp2 [73]. W Swietle powyzszych
obserwacji nie jest zrozumiaty fakt, ze do degradacji
p21 w proteasomie nie jest niezbednajego uprzednia
ubikwitynacja [71]. Nie wiadomo wiec czym mozna
ttumaczy¢ zalezno$é degradacji p21 od obecnosci
SCF. Czy p21 jest kolejnym, podobnie jak dekarbok-
sylaza ornitynowa [74, 75], przyktadem nieubikwi-
tynowanego biatka degradowanego w proteasomie
wykazg dalsze badania. Juz teraz wiadomo, ze inte-
rakcje p21z innymi biatkami itworzenie z nimi wie-
losktadnikowych komplekséw wyraznie moduluja
jego stabilno$é. Skompleksowanie p21 z kinazami
cdk sprzyja jego degradacji, natomiast z jadrowym
antygenem proliferujgcych komérek (PCNA) ochra-
nia przed rozktadem w proteasomie [76].

111-2.2. Cyklina D i inhibitory kinaz cdk z rodziny INK

Cykliny D (pozytywne regulatory cyklu) akty-
wuja kinazy cdk4/6 dzialajace w komérkach
bedgcych w fazie G 1cyklu isgprzede wszystkim od-
powiedzialne za fosforylacje biatka supresorowego
Rb. W konsekwencji tego nastepuje uwolnienie
czynnika transkrypcyjnego E2F-1, a to umozliwia
jego dziatanie jako regulatora transkrypcji wielu ge-
néw. Ponadto, kompleksy kinaz cdk4/6 dziatajg tez
nieenzymatycznie wychwytujac i tworzac wie-
losktadnikowe kompleksy z inhibitorem p27, dzieki
czemu moze dziata¢ kinaza cdk2/cyklina E [77].

Wewngatrzkomérkowy poziom cyklin D, zwtasz-
cza DI i D3, regulowany jest na poziomie transkryp-
cji (zwtaszcza przez rézne mitogeny [78]), jak réw-
niez przez proteolize zalezng od ubikwityny i prote-
asomu. Juz w 1996 roku zasugerowano, ze to wtasnie
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obnizona degradacja cyklin D (wystepujgca pomimo
braku amplifikacji genéw kodujgcych cykliny D
i/lub zwiekszenia poziomu odpowiednich mRNA
[79]) moze by¢ przyczyng nadmiernej ich akumula-
cji w komérkach raka macicy SK-UT. Wydaje sie
obecnie udowodnione, ze ubikwitynacje cyklin DI i
D3 przeprowadza ligaza SCF [80, 81], a poziom
biatka adaptorowego Skp2 decyduje o intensywnosci
ich degradacji w proteasomie [80, 82], Fosforylacja
treoniny 286 w czgsteczce cykliny DI przez kinaze
syntazy glikogenowej 3a [83, 84], wywotuje prze-
mieszczenie cykliny D 1zjadra do cytoplazmy, na te-
renie ktérej zostaje ubikwitynowana. Zwigzanie cy-
kliny DI z kinazgcdk4 sprzyja jej dalszej fosforyla-
cji i ubikwitynacji, chociaz modyfikacji poprzez
dotgczenie ubikwityny moze takze ulega¢ nie-
zwigzana z kinazami cdk i nieufosforylowana cykli-
na DI [84, 85]. Sugeruje sig, ze moze to by¢ jednym
ze sposobéw usuwania cykliny DI w okres$lonych
momentach cyklu komdrkowego iregulowania tym
samym stopnia ufosforylowania biatka supresorowe-
go Rb. Poznanie szlakéw prowadzacych do ubikwi-
tynacji i degradacji wolnej cykliny DI moze by¢ po-
mocne w podejmowaniu dziatah eliminujgcych efek-
ty nadekspresji cykliny DI wystepujgcej w licznych
nowotworach [85],

Badania stabilnosci biatkowych inhibitorow Kki-
naz cdk z rodziny INK i dziatajgcych w poczatko-
wych fazach cyklu sg nieliczne. Jak dotad, jedynie
ubikwitynacja biatka pl9, ktérego najwyzszy po-
ziom obserwuje sie w komoérkach bedacych w fazie S
[86], wydaje sie dobrze udokumentowana. W komar-
kach ludzkich (ang. osteosarcoma celi line U-2-0S)
wykazano bowiem pojawianie siejego pochodnych z
kilkoma resztami ubikwityny [87]. Nieznana jest
jeszcze ligaza ubikwitynowa biorgca udziat w ubi-
kwitynacji p19, lecz niewatpliwa jest stymulacja
tego procesu w obecnosci kinazy cdk. Wydaje sie to
wskazywac¢ na fosforylacje biatka p 19 przed proteo-
liza.

111-2.3. Czynnik transkrypcyjny E2F-1

W proteasomie ulega tez degradacji czynnik tran-
skrypcyjny E2F-1, aktywny przede wszystkim w ko-
morkach wkraczajgcych w faze S oraz w komorkach
bedacychjuz w fazie S. Reguluje on ekspresje genow
kodujgcych biatka konieczne do rozpoczecia syntezy
DNA [88, 89]. Ubikwitynacje czynnika E2F-1 (na-
stepujgcg po odtgczeniu od ufosforylowanego biatka
supresorowego pRb i/lub pokrewnych mu biatek
p 107 i p130, [90, 93]), przeprowadza ligaza SCF
wspoétdziatajgca z biatkiem adaptorowym Skp2 [94],
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Obserwuje sie nawet czasowg zhiezno$¢ wysokiego
poziomu biatka Skp2 w komérkach bedacych w fazie
S, aintensywngproteolizg czynnika E2F-1 w komér-
kach znajdujgcych sie na granicy faz SiG2. Brakjest
jak dotad danych wskazujgcych czy do rozpoznania i
wigzania E2F-1 przez biatko Skp2 niezbedne jest
jego ufosforylowanie, jak to na og6t obserwowano w
przypadku biatek ubikwitynowanych przez ligaze
SCF [89]. Sa takze sugestie, ze degradacja E2F-1 w
proteasomie nie jest jedyng drogg jego proteolizy.
Swiadczy¢ o tym moze brak nagromadzania sie
czynnika E2F-1 w komérkach nie zawierajgcych
genu kodujgcego biatko adaptorowe Skp2 [34].

IV. Ligaza ubikwitynowa APC/C
IV-1. Budowa i regulacja dziatania

Drugim kompleksem ligazowym, ktory jest istot-
ny dla przebiegu cyklu komérkowego jest kompleks
APC/C (ang. Anaphase — Promoting — Complex /
Cyclosome), na ktory skitada sie w komaorkach dro-
zdzy kilkanascie, a w komdrkach wyzszych organi-
zmodw eukariotycznych prawdopodobnie 10 podjed-
nostek [95,96]. Statymi skiadnikami kompleksu
APC/C sg biatka APC2 i APC11 (Ryc. 5), homolo-
giczne z kulling oraz biatkiem RbxI/Rocl w oma-
wianej juz ligazie SCF [98, 99]. Biatko APC2 jest

Cdc208
[ UDI
' gm:/t Y/

podjednostkg podstawowag, do ktorej dotgczaja sie
inne podjednostki, biatko APC11 za$ poSredniczy,
jak sie sagdzi, w interakcjach APC z odpowiednim en-
zymem E2, przenoszacym zaktywowang ubikwity-
ne. Pomimo tego, ze o wystepowaniu w komadrkach
kompleksu ligazy APC/C wiadomo juz od 1995 roku
[100], znaczenie funkcjonalne wiekszo$ci pozo-
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statych podjednostek nie jest nadal wyjasnione. Zi-
dentyfikowano w nich natomiast liczne sekwencje
aminokwasowe (np. motywy WD40, WD7, TPR),
ktore wskazujg na mozliwos$ci wystgpienia okreslo-
nych oddziatywan biatko-biatko [95, 96].

Regulacja funkcjonowania ligazy APC/C naste-
puje przede wszystkim poprzez dotaczanie okreslo-
nych podjednostek regulatorowych — biatek
Cdc20/Fizzy Ilub Cdhl/Hctl/Fizzy-re/afé¢/, obec-
nych, jak sie uwaza, we wszystkich komoérkach euka-
riotycznych [101-104]. W komérkach drozdzy liczba
biatek regulatorowych jest prawdopodobnie wiek-
sza. Wydaje sie, ze petnig one funkcje analogiczne
jak biatka Fbp w ligazie SCF, nie wystepuje w nich
jednak charakterystyczny motyw ,,F-box,\ Charakte-
ryzuje je natomiast obecno$¢ siedmiu domen WD,
ale nie wiadomo czy wtasnie poprzez te sekwencje
dochodzi¢ moze do rozpoznania i wigzania biatek
majacych ulec ubikwitynacji.

W réznych fazach cyklu wystepujg r6zne kom-
pleksy ligazy APC/C, co wynika, miedzy innymi, z
réznej ekspresji biatek regulatorowych podczas cy-
klu. Kompleks ligazy APC/C z biatkiem regulatoro-
wym Cdc20, obecny w komérkach bedacych w mito-
zie, ubikwitynuje biatka podczas metafazy i na
poczatku anafazy, natomiast kompleks ligazy APC/C
z biatkiem regulatorowym Cdhl rozpoczyna
dziatanie w anafazie i kofnczy w fazie G1 nastepnego

Cdc 16, Cdc 27

Cdc 23, Apc 1

ApC 5’ GdC 26 Ryc. 5. Schemat budowy kompleksu li-
ApC 9, Doc 1 gazy APC/C. W ramce wymie-
ApC 4p niono biatka, ktére moga brac

udziat w tworzeniu kompleksu
tej ligazy (w oparciu 0 95 i 96).

cyklu (Ryc. 5). Ufosforylowanie zaréwno komplek-
su APC, jak i biatek regulatorowych, jest istotne dla
dziatania ligazy APC/C. Fosforylacji podjednostek
APC/C dokonuja gtéwnie te kinazy cdk, ktére zaczy-
najg by¢ aktywne w komdrkach bedacych w fazie G2
i stajg sie w petni aktywne w komérkach podczas mi-
tozy [105-107]. W procesie tym uczestniczg takze
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tzw. kinazy Polo ([108], np. kinaza kodowana w ko-
moérkach drozdzy przez gen cdcb), a takze kinaza
biatkowa A [109]. Fosforylacja moze zaréwno akty-
wowaé ligaze APC/C, jak i hamowa¢ jej dziatanie.
Przypuszczalnie mozna to wigza¢ z r6znym umiej-
scowieniem w kompleksie ufosforylowanych reszt
aminokwasowych, ktére, jak dotad, nie zostaty jesz-
cze zidentyfikowane [96]. Przypuszcza sie takze, ze
biatko Sue 1, promujgce fosforylacje takich regulato-
réw cyklu jak fosfataza cdc25 czy kinaza Wee 1[61,
62], moze bra¢ udziat w fosforylacji APC/C, stano-
wigc by¢ moze tgcznik pomiedzy kinazami edk i
kompleksem APC/C [95].

Réwniez biatka regulatorowe Cdc20 i Cdhl sa
fosforylowane, prawdopodobnie przez kinazy cdk.
Sadzi sie, ze fosforylacja Cdc20 nie jest jednak ko-
nieczna, by biatko to aktywowato APC/C [102, 103,
110]. Natomiast w przypadku biatka Cdhl wykaza-
no, ze ufosforylowanie go przez kinazy cdkl i cdk2
znosi jego zdolno$¢ do taczenia sie z ligazg APC/C
[106, 111-113]. Reaktywacje Cdhl przeprowadza
fosfataza, kodowana w drozdzach S. cerevisiae przez
gen cdcl4. Homologiczne biatko zostato takze wy-
kryte w komdrkach kregowcow [113]. Fosfataza
Cdcl4 obecnajest wjaderku [114], w kompleksie ze
specyficznym inhibitorem, biatkiem Cfil/Netl [115,
116]. Jak doniesiono ostatnio, uwolnienie fosfatazy
Cdcl4 z kompleksu z inhibitorem Cfil/Netl i jej
translokacja do cytoplazmy wymaga wspoétdziatania
wielu biatek [117]. Regulacja aktywnos$ci kompleksu
APC/C przez fosforylacje jest zatem, jak wida¢, bar-
dzo ztozona iw tym opracowaniu zostata tylko zasy-
gnalizowana.

IV-2. Substraty ligazy APC

W odrdznieniu od ligazy SCF ligaza APC/C
dotgcza ubikwityne do niewielu substratow i doko-
nuje tego wspdtdziatajac nie zjednym, lecz zdwoma
biatkami E2, w zaleznosci od momentu, w ktorym
dziata i od rodzaju biatkowego substratu [96]. Biatka
bedace substratami APC/C charakteryzuje obecnos¢
tzw. boksu destrukcyjnego, sekwencji aminokwaso-
wej opisanej po raz pierwszy w cyklinach mitotycz-
nych na poczatku lat dziewieédziesigtych [118, 119].
Jest on niezbedny, jak sie powszechnie sadzi, do roz-
poznania przez ligaze APC/C i okre$lone biatko E2
biatka majgcego ulec degradacji. Mutacje w boksie
destrukcyjnym lub tez brak tej sekwencji aminokwa-
sowej wywotujg stabilizacje biatek i zatrzymanie
procesow, w ktérych uczestniczg. Wydaje sie takze,
ze sekwencja aminokwasowa KEN wystepujgca w
niektorych biatkach, moze by¢ réwniez konieczna do
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ich rozpoznania i ubikwitynacji przez ligaze APC/C
skompleksowang z biatkiem regulatorowym Cdhl
[120].

Ligaza APC/C ubikwitynuje przede wszystkim
biatka bezposrednio zaangazowane w przebieg mito-
zy, takie jak inhibitor anafazy irozdziatu chromatyd
(Pdsl/Cut2), czy tez cykliny A i B stanowigce pod-
jednostki regulatorowe kinaz cdkl i cdk2, ktore
dziatajg gtownie podczas mitozy. Przy jej udziale de-
gradowane sg réwniez jej wiasne biatka regulatoro-
we — biatko Cdc20 i kinaza Polo!Cdc5 (pod koniec
anafazy w fazie GI), biatko Asel wigzace sie z mi-
krotubulami, niezbedne dla prawidtowego funkcjo-
nowania wrzeciona mitotycznego [121], a takze ge-
minina uczestniczgca w regulacji syntezy DNA.

1V-2.1. Biatka Pdsl/Cut2

Gtownym substratem ubikwitynowanym przez li-
gaze APC/C jest biatko bedace inhibitorem rozpocze-
cia anafazy i nazwane biatkiem Pdsl w S . cerevisiae
[107, 122, 123] i Cut2 w S. pombe [124, 125], Homo-
logi tego biatka zidentyfikowano dotychczas takze w
komérkach Drosophila melanogaster (biatko Pimple
[126]) i komorkach kregowcow (biatko PTTG [127,
128]). Zalicza sigje do tzw. sekuryn [128], biatek nie-
zbednych do utrzymywania stabilnosci chromoso-
moéw. Obecnos$¢ ich uniemozliwia bowiem przed-
wczesny rozdziat chromatyd. W komorkach S. cerevi-
siae sekuryna Pdsl jest degradowana w okresie po-
miedzy metafazga anafazg, po ubikwitynacji przez li-
gaze APC/C wspébtdziatajaca z biatkiem regulatoro-
wym Cdc20 [130] (Ryc. 6). Natomiast w komadrkach
ludzkich moze takze w procesie tym uczestniczy¢ dru-
gie biatko regulatorowe, Cdhl [128].

Jednakze to nie sekuryna Pdsl jest czynnikiem
spajajacym chromatydy. Za sparowanie chromatyd
odpowiedzialne sg inne biatka, tzw. kohezyny [131],
kodowane w komdrkach drozdzy przez co najmniej 6
genow (geny Smc i Scc). O degradacji kohezyn decy-
dujg separyny, biatka Espl w S. cerevisiae [132, 133]
iCutlwS. pombe [125]. W okresie przed rozdziatem
chromatyd separyny sa nieaktywne, gdyz s3
zwigzane w kompleksie z sekuryng Pdsl [133, 134],
Degradacja Pdsl uwalnia separyny z kompleksu,
ktére w niewyjasniony jeszcze sposéb, powoduja od-
dysocjowanie od chromatyd kohezyn (zwtaszcza ko-
hezyny Scc 1[134]), co sprawia, ze moze nastgpi¢ ich
rozdzielenie. Czy separyny, ktorych struktura nie
przypomina znanych proteaz, majg aktywnos¢ prote-
olityczng pozostaje do wyjasnienia [135, 136]. W
Swietle powyzszych danych degradacje Pdsl mozna
wiec traktowac jako niezbedny warunek do tego,
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Ryc. 6. Udziat ligazy APC/C w ubikwitynacji biatek podczas mitozy. Zaznaczono rézne biatka regulatorowe (Cdc20/FZY i Cdhl/Hctl/FZR) biorace
udziat w rozpoznawaniu okreslonych substratow oraz rézne kinazy fosforylujgce podjednostki kompleksu (z danych 96).

azeby doszto do rozdziatu chromatyd, nie za$ jako
czynnik bezposrednio wywotujacy ten proces.

Rozdziat chromatyd i zapoczatkowanie anafazy,
bedace wynikiem ciggu przemian, w ktoérych uczest-
niczy ligaza APC/C, sa dziataniami nieodwracalny-
mi. Ich precyzyjne wykonanie decyduje zatem w du-
zej mierze o utrzymaniu stabilnosci genomu w
dzielgcych sie komdrkach. Sg one precyzyjnie moni-
torowane przez ,mechanizm nadzorczy” (ang. surve-
illance), nazwany punktem kontrolnym powstawa-
nia wrzeciona podzialowego. Aktywacja tego me-
chanizmu*, nastepujgca np. przy niewtasciwym
utozeniu chromatyd, powoduje zahamowanie
dziatania ligazy APC/C przez okres$lone grupy biatek
i blokuje przebieg mitozy [135, 137].

1V-2.2. Cykliny mitotyczne

Fakt, ze degradacja cyklin mitotycznych A i B,
stanowigcych podjednostki regulatorowe kinaz cdk2
i cdkl, ktére dziatajg przede wszystkim w komér-
kach bedacych w mitozie, zalezy od ubikwityny i za-
chodzi w mitozie, znany jest juz od ponad 10 lat
(patrz [138]). W cyklinach tych po raz pierwszy zi-
dentyfikowano tzw. boks destrukcyjny, sekwencje
dziewieciu aminokwaséw w N-koncu czgsteczki
[118]. Pewne niewielkie r6znice w rodzaju amino-

*Grzelakowska-Sztabert B. (2002) Post Biol Kom 29: 157-175.
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kwaséw wystepujgce w boksach destrukcyjnych cy-
klin A i B przyczyniajg sie, by¢ moze, do wczes$niej-
szej degradacji cykliny A niz cykliny B podczas mi-
tozy [139, 140]. Poczatek degradacji cykliny A przy-
pada na poczatek mitozy, koniec za$ przed rozpocze-
ciem anafazy (przed segregacjg chromatyd). Rozktad
cykliny B ma miejsce w pdzniejszych stadiach mito-
zy i przynajmniej w komoérkach ssakow trwa az do
poczatku fazy S [142].

Panuje zgodnos$¢ co do tego, ze ubikwitynacje cy-
klin mitotycznych przeprowadza ligaza APC/C. Na-
tomiast udziat poszczegdlnych podjednostek regula-
torowych w rozpoznaniu i interakcji z okreslonymi
cyklinami nie jest jeszcze definitywnie wyjasniony
[96]. W komdrkach drozdzy jedna z cyklin B (Clb5),
ubikwitynowana jest przez kompleks APC/Cdc20,
inne za$ cykliny B (Clb3 i CIb2), przez kompleks
APC/Cdhl [143], W komorkach wyzszych organi-
zmoOw eukariotycznych w ubikwitynacji cykliny A
uczestniczyé moze ligaza APC/C we wspétdziataniu
zaréwno z Cdc20, jak i Cdhl, zas cykliny B przede
wszystkim Cdhl (Ryc. 6) [140]. W biatku Cdhl wy-
kazano ostatnio nawet obecno$¢ okreslonej domeny
aminokwasowej, odpowiedzialnej zajego interakcje
z cyklinami [144]. Spowodowany degradacja cyklin
mitotycznych spadek aktywnosci odpowiednich ki-
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naz cdk jest niezbedny do zakonczenia przez komér-
ki mitozy i rozpoczecia przez nie fazy GI.

Odkrycie sekwencyjnosci proteolizy cyklin pod-
czas mitozy i tym samym selektywnego wytgczania
aktywnosci okres$lonych kinaz cdk, jak rowniez fakt
regulowania przez kinazy cdk aktywnosci ligazy
APC/C, sag niezmiernie istotne dla zrozumienia
ztozonych mechanizmoéw decydujacych o zakoncze-
niu cyklu podziatowego.

1V-2.3. Geminina

Jednym z intensywniej badanych ostatnio substra-
tow ligazy APC jest geminina, mate jadrowe biatko
wykryte w wielu komérkach eukariotycznych, w tym
w komérkach ludzkich [145], Bierze ona udziat w re-
gulacji rozpoczecia syntezy DNA w fazie S i hamuje
formowanie kompleksu prereplikacyjnego (pre-RC).
Kompleks ten tworzy wiele biatek, w tym dotgczane
w okres$lonej kolejnosci biatka ORC (ang. origin
recognition complex), biatko Cdc6/18 oraz zespot
biatek MCM (ang. minichromosomes maintenance).
W zlozonym procesie powstawania kompleksu
pre-RC, geminina wspotdziata z biatkiem Ctdl
[146-148] i uniemozliwia rozpoczecie replikacji
DNA w niewtasciwych momentach cyklu (ang. ori-
gin rejiring). Najwyzszy poziom gemininy majg ko-
morki we wczesnych stadiach mitozy, degradacja zas
tego inhibitora, zalezna od ubikwityny i ligazy
APC/C, nastepuje p6zniej, w okresie pomiedzy me-
tafazg a anafazg. W badaniach tych uczestniczy ze-
spot tegorocznego noblisty, prof. Nurse’a [146, 147],

V. Ligaza VBC-CUL2

Ligazg ubikwitynowa ,,spokrewniong” zar6wno z
ligaza SCF jak i APC wydaje sie by¢ kompleks
biatkowy nazwany VBC-CUL2, w ktorym jedng z
podjednostek jest biatko kodowane przez gen supre-
sorowy VF1L. Tworzg go kullina 2, elongina B/C
(analog Skpl w ligazie SCF), biatko Rbxl| oraz
wspomniane juz biatko pVHL [29, 149-151]. Biatko
pVHL funkcjonuje prawdopodobnie w sposéb po-
dobny jak biatka adaptorowe z motywem ,,F-box”, a
W jego czasteczce wystepuje pokrewna ,,F-box” do-
mena SOCS [152]. Dotychczas jedynym znanym
biatkiem wigzacym sie z pVHL i ubikwitynowanym
przez ligaze VBC-CULZ2 sg czynniki transkrypcyjne
HIF-la i HIF-IR, uczestniczace w regulacji ekspre-
sji genéw indukowanych w komoérkach podczas nie-
dotlenienia, np. czynnik wzrostu komdrek endote-
lialnych, VEGF [153, 154], W wyniku braku biatka
pVHL lub w obecnosci jego zmutowanych form, sy-
tuacji wystepujgcej w chorobie von Hippel-Lindau
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(VHL), dochodzi do zaburzenia dziatania omawianej
ligazy i w efekcie do konstytutywnej ekspresji HIF i
aktywacji transkrypcji gendw kodujacych VEGF.
Sprzyja to procesom angiogenezy i powstawaniu no-
wotwordw, zwitaszcza nowotworéw nerek [155]. Su-
gerowany tez jest, ale nie udowodniony, udziat liga-
zy VBC-CUL2 w ubikwitynacji biatek niezbednych
dla zakonczenia przez komorki cyklu podziatowego
[152]. Sugestia ta usprawiedliwia, moim zdaniem,
umieszczenie ligazy VBC-CUL2 w niniejszym opra-
cowaniu.

V1. Uwagi koncowe

W artykule omdwiono udziat intensywnie badanej
w ostatnich latach proteolizy biatek bezposrednio
uczestniczacych w progresji cyklu komoérkowego. Z
pewnoscig w opracowaniu tym uwzgledniono nie
wszystkie biatka istotne dla prawidtowego przebiegu
cyklu. Tak np. nie przedyskutowano nielicznych da-
nych tyczacych fosfatazy Cdc25, gtéwnego aktywa-
tora kinaz cdk. Ostatnio doniesiono, ze ojej stabilno-
$ci decyduje intensywno$¢ ubikwitynacji [156], nie
zidentyfikowano jednak dotgd ligazy przeprowa-
dzajacej ten proces. Nalezy tez pamieta¢, ze proteoli-
za wielu innych biatek, w tym kodowanych przez
geny supresorowe, jest rOwniez niezmiernie istotna
dla przebiegu cyklu.
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Batracylin (BAT) — potential of anticancer drug

KRYSTYNA DZIERZBICKAL JAROStAW KAWULA?2 ALEKSAN-

DER M. KOtODZIEJCZYK3

Spis tresci:

. Wstep

Il. Batracylina (BAT) — 8-aminoizoindolo[l,2-b]-chinazo-
lino-12(10//)-on

I1l1. Rola A-acetylowania w procesie metabolizmu batracyli-
ny

IV. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa BAT ijej analogéw

V. Podsumowanie

W ykaz stosowanych skrotow: ABAT — A-acetylo-batracylina
(A-acetylo-BAT); ATP — adenozyno-5’-trifosforan; BAT —
batracylina (8-aminoizoindolo[ 1,2-b]-chinazolino-12(10H)-
on); colon — nowotwor okreznicy; Cy 233 — cis-platyna 233;
CYP3A — klasa cytochromow P450; HL-60 — ludzka promie-
locytowa biataczka (human promyelocytic leukemia); HPLC —
wysokosprawna chromatografia cieczowa; LD30— 50% dawka
$miertelna (ang. 50% lethal dose)-, MDP — muramylodipeptyd
(A-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamina); NAT1 —
A-acetylotransferaza 1, NAT2 — A-acetylotransferaza 2; NCI
— Narodowy Instytut Przeciwnowotworowy w USA (National
Cancer Institute, Bethesda, USA); nor-MDP — nor-muramylo-
dipeptyd (A-acetylo-nor-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamina);
MS — spektroskopia masowa; OAT — O-acetylotransferaza;
Pane 03 — nowotwor trzustki 03; rewertant — mutant odzy-
skujacy cechy szczepu poprzedniego; SMZ — sulfametiazyna;
TLC — chromatografia cienkowarstwowa; topo Il — topoizo-
meraza Il; UDS — nieprawidlowa synteza DNA, synteza
stuzaca naprawie uszkodzen DNA dajagca w efekcie biedny
DNA prowadzac do $mierci komorki nowotworowej, nie jest
zwigzana z cyklem komérkowym (ang. unscheduled DNA syn-
thesis)-, UDPGT — urydynodifosfoglukuronozylotransferaza
(ang. uridine diphospho-glucuronosyl transferase)’, VM-26 —
tenipozyd.
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. Wstep

Mimo wielu stosowanych chemioterapeutykow
nadal brakuje skutecznych lekéw w walce z wynisz-
czajaca, prowadzacg czesto do Smierci chorobg no-
wotworowg. Wiekszo$¢ stosowanych do tego celu le-
kéw wykazuje wysoka toksyczno$¢ przejawiajaca
sie licznymi objawami niepozgdanymi lub wywotuje
reakcje nadwrazliwosci. Powazng wadg stosowa-
nych lekéw jest czeste wystepowanie zjawiska opor-
nosci wielolekowej. Komérki nowotworowe moga
wykazywaé nadprodukcje biatka powodujgcego
opornos$¢ na leki, co sprawia, iz transport hydrofobo-
wych lekow poza komorke zachodzi z takg samg
szybkoscig jak ich dyfuzja do wnetrza komdrki. Wy-
réznia sie kilka nadrodzin biatek transportujgcych
przez btony, najliczniejszg z nich jest nadrodzina
ABC, ktorej nazwa pochodzi od angielskiej nazwy
ATP binding cassette czyli kaseta wigzgca adenozy-
no-5’-trifosforanu (ATP), sg one ATPazami zawie-
rajagcymi charakterystyczng domene wigzacg ATP
[1]. Biatko odpowiedzialne za opornos$é¢ na leki moze
transportowac¢ bardzo réznorodne hydrofobowe far-
maceutyki, nabycie opornosci najeden z nich powo-
duje, ze wiele innych jest réwniez nieskutecznych.
Nieznane sg dotychczas leki, ktére dziatatyby selek-
tywnie w oparciu o réznice w sekwencji nukleoty-
déw spowodowane mutacjami. Poszukuje sie wiec
ciggle nowych lekéw lub modyfikuje sie juz ist-
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niejace. Za celowoscig tej drugiej drogi przemawiajg
wyniki osiggniete w terapii choréb zakaznych dzigki
wprowadzaniu nowych pochodnych sulfonamidu
czy penicylin. Chemiczna modyfikacja czasteczki
znanego leku moze prowadzié¢ do uzyskania prepara-
téw o zupeinie nowych cechach, korzystnych z kli-
nicznego punktu widzenia. Jako przyktady mogg
stuzyé potsyntetyczne penicyliny, pochodne cefalo-
sporyny C, czy rifamycyny.

W wielu laboratoriach, w réznych czesciach swia-
ta prowadzi sie badania majgce na celu uzyskanie te-
rapeutykéw dziatajacych w spos6éb bezpieczny lub
przynajmniej mato szkodliwy dla pacjenta. Jednym z
takich potencjalnych lekéw poddawanym wszech-
stronnym badaniom jest batracylina (BAT), zwigzek,
ktory przeszedt pomys$inie testy in vitro, a obecnie
jest intensywnie sprawdzany in vivo. Kontynuujac w
naszym laboratorium program otrzymywania koniu-
gatow muramylodipeptydu (MDP) oraz nor-mura-
mylodipeptydu (nor-MDP), znanych immunomodu-
latoréw, ze zwigzkami o aktywnos$ci przeciwnowo-
tworowej [2-4] przeprowadziliSmy synteze potgczen
wigzaniem amidowym czasteczki MDP oraz
nor-MDP z batracyling lub pochodnymi batracyliny.
Naszym zdaniem taka modyfikacja nie tylko powin-
na zwiekszy¢ rozpuszczalnos$é batracyliny w wodzie,
ale i korzystnie zmienic¢ jej aktywnos$¢ biologiczna.

Il. Batracylina — 8-aminoizo-
indolo[l,2-b]-chinazolino-12(10//)-on

Zwigzki zawierajgce skondensowane pierscienie
tetracykliczne dihydrochinazoliny (Wzér 1) zostaty
zsyntezowane juz w 1912 roku przez S. Gabrie la
[5], ale dopiero w 1978 roku M.J.Kabbe [6]
otrzymatl 8-amino-pochodng tego zwigzku, Kktéra
pdzniej nazwana zostata batracyling (BAT) (Wzér
I1). Batracylina jest heterocykliczng, nierozpusz-
czalng w wodzie aming, wyselekcjonowang podczas
realizacji Development Therapeutics Program of the

National Cancer Institute (NCI, Bethesda, USA)..

Zwigzek ten wykazuje silng aktywnos$¢ przeciwno-
wotworowg w licznych badaniach in vitro i in vivo.
Batracylina jest aktywna przeciwnowotworowo in
vivo przeciw mysiej biataczce P-388. Jest to obser-
wacja szczegdlnie godna uwagi poniewaz biataczke
P-388 charakteryzuje opornos¢ na wiekszo$¢ stoso-
wanych lekéw takich, jak adriamycyna, cis-platyna i
metotreksat [7,8], BAT jest takze aktywna we wcze-
snym i zaawansowanym stadium rozwoju nowotwo-
ru okreznicy 38 (Colon 38) [7]. Okazato sie, ze do-
ustne podawanie BAT skutecznie likwiduje takze
inne mysie lite nowotwory, np: raka trzustki (Pane
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03), nowotwér okreznicy (Colon 51) i dojrzaty rak
watroby 129. BAT nie jest aktywna w przypadku
czerniaka B 16, raka CD8F1 sutka, biataczki L1210,
nowotworu ptuc Lewisa oraz ludzkiego raka MX-1
sutka. Podskérne podawanie BAT dziata na nowo-
twor okreznicy (Colon 9) i raka trzustki (Panc 03),
ale nie wykazuje dziatania na raka sutka 16/C [7].
Wyniki przesiewowych badan in vivo przeprowadzo-
nych na myszach otrzymano podczas podawania
BAT doustnie lub wewngatrzotrzewnowo. Lepsze re-

o]

Wzér I. 1zoindolo[l,2-b]-chinazolino-12(10//)-on

zultaty uzyskano przez podawanie wewnatrzotrzew-
nowe. Dawki BAT wydtuzajgce czas przezycia w
trakcie leczenia mysich nowotworéw sg wysokie i
wynoszg od 400-800 mg/kg. Po podaniu BAT obser-
wowano opdzniong neurotoksyczno$¢, watrobowa
toksyczno$¢ i znaczng utrate wagi organizmu gospo-

9
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Wzér Il. Batracylina (BAT) — 8-aminoizoindolo[l,2-b]-chinazol-
ino-12(10//)-on

darza. Objawy tejednak ustepowaty po pewnym cza-
sie. Mimo, iz BAT byta nieaktywna in vitro na ko-
moérki  nowotworowe  pochodzenia ludzkiego
(H-125, CX-1, HCT-8, HCT-116), a wykazywala je-
dynie cytotoksyczno$é na wyselekcjonowane mysie
lite nowotwory, weszta w 1988 roku do toksykolo-
gicznych badan w National Cancer Institute (Bet-
hesda, USA) na duzych zwierzetach [9]. W trakcie
badan stwierdzono, ze w $rodowisku kwasnym na-
stepuje odwracalna hydroliza BAT, przy czym ob-
serwowano otwieranie heterocyklicznego pierscie-
nia (Schemat 1). Produkt otwarcia pierscienia nie zo -
stat zidentyfikowany w osoczu krwi myszy po poda-
niu BAT, nie mozna jednak wykluczy¢, ze to on
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Schemat 1. Odwracalna hydroliza BAT w $rodowisku kwasnym

przyczynia sie do podwyzszenia aktywnosci prze-
ciwnowotworowej BAT szczegdblnie w tych przypad-
kach, w ktorych preparat byt podawany wewnatrzo-
trzewnowe [10].

I1l. Rola 7V-acetylowania w procesie metaboli-
zmu batracyliny

Zaobserwowano duze réznice w dziataniu BAT u
myszy, szczuréw i psow [11]. Jedna dziesigta doust-
nej dawki LD 10myszy (1855 mg/kg) byta $miertelna
dla szczurow, podczas gdy psy byty mniej wrazliwe
na te substancje niz myszy. Przy podawaniu szczu-
rom 2.2 mg/kg dziennie przez 9 dni obserwowano
nerkowg, zotgdkowo-jelitowg i jgdrowa toksycz-
no$¢. Te duzg wrazliwo$¢ szczuro6w na BAT tgczono
z wysokim stezeniem A-acetylo-metabolitu BAT w
osoczu. Przyczyng zaobserwowanej réznicy jest inna
aktywnos$é A-acetylotransferazy (NAT, czynnik ace-

CH;CONH

Wzér 111. A-Acetylo-batracylina (ABAT)

tylujacy) u myszy i szczuréw. Podanie takiej samej
dawki BAT wywotuje 9-krotnie wieksze stezenie
yV-acetylo-batracyliny (ABAT) (Wzér Ill) u szczu-
row niz u myszy. Niska wrazliwo$¢ psow na toksycz-
ne dziatanie BAT wynika z tego, ze u pséw aktyw-
no$¢ Y-acetylotransferazy jest wyjatkowo niska. To-
lerujg one dwukrotnie wyzszg, niz myszy, dawke
BAT [12-15]. Zr6znicowanie zdolnoS$ci poszczegdl-
nych organizmoéw do acetylowania aminowych aro-
matycznych lekéw jest dobrze znana [16, 17]. Poli-
morfizm aktywnos$ci /V-acetylotransferazy/0 -acety-
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lotransferazy (NAT/OAT) r6znych organizméw, w
tym ludzkiego byt intensywnie badany. Zidentyfiko-
wane zostaty dwa enzymy NATI i NAT2, odpowie-
dzialne za A-acetylowanie i 0-acetylowanie amin
aromatycznych. Wykazano, ze mozna wyrdznic¢ or-
ganizmy szybko i powoli acetylujgce substraty [17],
Role A-acetylowania w genotoksycznos$ci czyli zdol-
nosci uszkadzania komdérkowego materiatu gene-
tycznego polegajacego na kowalencyjnym tgczeniu
sie z DNA, heterocyklicznej aminy, jakg jest BAT,
badano z udziatem szczepOw Salmonella typhimu-
rium zmodyfikowanych tak, ze nastepowato zaha-
mowanie ich wzrostu w nieobecnosci histydyny. Za-
obserwowano zalezno$¢é pomiedzy aktywnoscig bak-
teryjnej A-acetylotransferazy a mutagennym dziata-
niem BAT. Szczepy bakterii Salmonella typhimu-
rium (YG 1012 i YG 1024) z wiekszg zdolnoscig do
iY-acetylowania BAT okazaty sie bardziej wrazliwe
na mutagenne dziatanie leku w poréwnaniu ze szcze-
pami Salmonella typhimurium (TA 98/1.8-DNP6 i
TA 1538/1.8-DNP6), u ktérych wystepuje brak zdol-
nosci do A-acetylowania BAT. Liczba rewertan-
tow/nmol BAT itworzenie A-acetylo-BAT byty 50-
razy wieksze u YG 1024 w poréwnaniu do TA 98.
Podobng odpowiedz obserwowano w przypadku
szczepbébw YG 1012 i TA 1538. Sprawdzano réwniez
wiasnosci mutagenne BAT w stosunku do cytosolo-
wych hepatocytéw komoérek szczurdw i myszy. I11os¢é
powstajgcej A-acetylo-BAT (ABAT) byta 6-krotnie
wieksza w hepatocytach szczurzych (F-344) niz w
hepatocytach mysich [18, 19], W badaniach in vivo
obserwowano zwiekszone wydzielanie komoérkowej
dehydrogenazy mleczanowej EC 1.1.1.27 w hepato-
cytach komorek szczurzych osobnikéw meskich w
poréwnaniu z osobnikami zenskimi w obecnosci
deksametazonu, ktére malato po podaniu troleando-
mycyny. Wyniki te sugeruja, ze CYP3A posredniczy
w tworzeniu cytotoksycznego produktu. Natomiast
nieobecnos¢ w Srodowisku czerwieni fenolowej,
substratu UDPGT (UDP-glukuronozylotransferazy),
powodowato redukowanie wiasnos$ci cytotoksycz-
nych BAT. Mozna wysuna¢ wniosek, ze duza role w
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biotransformacji BAT odgrywa nie tylko NAT, ale
rowniez cytochrom P450 czy UDPGT. Produkty tych
przemian moga wptywac na cytotoksycznos¢ i muta-
genne dziatanie batracyliny [19].

W roku 1999 podjeto badania nad ludzkim me-
tabolizmem batracyliny. Ludzka watroba produkuje
dwie rézne /V-acetylotransferazy (NAT1 i NAT2).
NAT ljest wolnym acetylatorem, podczas gdy NAT2
zalicza sie do acetylatoré6w szybkich. Do badan,
oprocz batracyliny, wtaczono sulfametiazyne (SM2Z)
— substrat NAT2, oraz kwas /*-aminobenzoesowy

O

Wzér IV. 8-aza-BAT

(PABA) — substrat NAT1. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw stwierdzono, ze BAT jest podobnie
acetylowana jak sulfametiazyna, co sugeruje, ze
BAT jest substratem ludzkiej NAT2 [20], Ten ,szyb-
ki acetylator” z duzym prawdopodobienstwem moze
powodowac wieksze niepozadane dziatanie toksycz-
ne w organizmie po podaniu tego zwigzku.

IV. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa BAT i
jej analogow

Nieoczekiwana toksyczno$¢ BAT dla szczurdw
spowodowata, ze National Cancer Institute postano-
wit wstrzymacé dalsze badania z udziatem BAT [12].
Ale nie mozna byto przeoczy¢ faktu, ze BAT dziata
skutecznie w przypadkach nowotworu okreznicy 38
(Colon 38), ktéry jest nowotworem najczesciej wy-
stepujacym u ludzi, ijak do tej pory nie ma skutecz-
nych lekédw jego zwalczania. Podczas ostatniej deka-
dy wykryto tylko kilka zwigzkéw wykazujgcych
duzg aktywnos$¢ przeciw temu nowotworowi, miedzy
innymi: analogéw benzopiranowych, np. flawono-
wych pochodnych kwasu octowego czy cis-platyny
233 [21]. Zachecito to badaczy do syntezy analogow
BAT w nadziei otrzymania zwigzku o lepszych para-
metrach farmakologicznych, w leczeniu nowotworu
okreznicy. W roznych osrodkach akademickich i fir-
mach farmaceutycznych Europy i Stanéw Zjedno-
czonych, zsyntetyzowano kilkadziesigt analogdéw
BAT w poszukiwaniu analogéw rozpuszczalnych w
wodzie, o przedtuzonym czasie dziatania, obnizonej
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toksycznosci i podwyzszonej aktywnos$ci. Badania
nad zaleznos$cig aktywnosci biologicznej BAT od jej
struktury chemicznej wykazaty, ze modyfikacje che-
miczne czasteczki, tak jej pierscienia dihydrochina-
zoliny, jak i grupy aminowej, a takze wprowadzenie
dodatkowych ugrupowan, znacznie wptywaja na ak-
tywnos$¢ biologiczng i spektrum dziatania pochod-
nych BAT. Meegalla i wsp. [22] zsyntezowali
8-deaminobatracyline (Wzér 1) i 8-aza-batracyline,
ktére wykazywaty obnizong toksyczno$¢ oraz
zwigzek i jego analogi, w ktérych pierScien

Swte

izoindolo[2,1-a]-benzimidazolo-12( 10M)-on

6-cztonowy zostat zastgpiony 5-cztonowym czyli
benzimidazolowym (Wz6r IV). Niekt6re z tych ana-
logow okazaty sie inhibitorami topoizoinerazy Il
(topo II) i indukowaty UDS w szczurzych hepatocy-
tach. Zaréwno 8-deamino-BAT, jak i 8-aza-BAT
wykazujg aktywno$¢ jako inhibitory topoizoinerazy
Il, aw przeciwiefAstwie do BAT nie indukujg syntezy
DNA zwigzanej z procesami naprawczymi czyli syn-
tezy, ktora nie jest zwigzana z cyklem komdérkowym
(UDS). Te analogi wykazujg mniejszg cytotoksycz-
nos$¢ niz BAT, wykazujg takze mniejszg ostrg tok-
sycznos$¢ in vivo. L u o iwsp. [23] zsyntezowali serie
analogéw BAT, ktérych wtasnosci badano w hamo-
waniu biataczki HL-60 i indukowaniu topoizomera-
zy Il. Wszystkie zwigzki zwolng grupg aminowg wy-
kazaty aktywnos$¢ w obu testach, co sugeruje, ze me-
taboliczne reakcje substytucji moga prowadzi¢ do
powstawania zwigzkow o pozgdanej aktywnosci bio-
logicznej. Dowodzi to faktu, ze mechanizm aktyw-
nosci przeciwnowotworowej batracyliny nie opiera
sie wyltgcznie na oddziatywaniu z kompleksem
DNA-topoizomeraza Il.

W literaturze opisano kilka metod otrzymania
BAT. Pierwsza metoda zaproponowana przez H .J.
Kabbe [6] polega na kondensacji 2,5-diamino-
benzyloaminy z bezwodnikiem ftalowym. W 1990
roku [24] przedstawiono synteze BAT opartg na wy-
korzystaniu 4-(acetyloamino)-fenylokarbaminianu
etylu, ktéry w reakcji ftatimidometylowania wg.
Czerniaka-Einhorna i kwasnej hydrolizy grup
ochronnych: acetylowej i uretanowej, a nastepnie
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zalkalizowaniu amoniakiem daje batracyline. Trze-
cig z metod otrzymywania BAT jest redukcja 8-nit-
roizoindolo-[l,2-b]-chinazolino-12(10//)-onu w lo-
dowatym kwasie octowym za pomocg wodoru w
obecnosci katalizatora jakim jest pallad na weglu
(Pd/C) [22].

Opatentowana w 1988 roku BAT [25] jest
zwigzkiem nierozpuszczalnym w wodzie i stabo roz-
puszczalnym w roztworach stabych kwasow, co
uniemozliwia jej doustne podawanie. W 1990 roku
ukazat sie patent [26] firmowany przez Bayera na po-
chodne BAT zawierajagce reszty aminokwasoéw ipep-
tydéw. Takie pochodne byty rozpuszczalne w wo-
dzie, bardzo stabilne w wodnym buforowym roztwo-
rze (pH 4-10), ale szybko ulegaty degradacji do BAT
w wyniku dziatania peptydaz — enzymdéw obecnych
w ludzkim osoczu. W 1992 roku ukazat sie kolejny
patent [27] na pochodne BAT zawierajgce pierscien
cukrowy fukozy. W 1996 i 1998 roku zsyntetyzowa-
no cala serie zwigzkoéw, potaczen cytostatykéw (dau-
norubicyna, metotreksat, etopozyd, taksol, dauno-
mycyna, itd.) w tym batracyliny, z weglowodanami
oraz z tiokarbonylowymi aminokwasami [28, 29].
Analogi te wykazujag dobrg rozpuszczalno$é¢ w wo-
dzie i wysokg aktywnos$¢ cytostatyczng, czesto skie-
rowang wytgcznie na komorki nowotworowe.

V. Podsumowanie

Batracylina (BAT) zostala wyselekcjonowana
przez National Céncer Institute (NCI, Bethesda,
USA) w 1978 roku jako efekt programu poszukiwan
nowych lek6w chemioterapii. Zwiazek ten w bada-
niach in vivo u myszy okazat sie bardzo aktywny
przeciw nowotworowi okreznicy 38 (Colon 38),
trudnemu do wyleczenia przez znane leki przeciwno-
wotworowe. Wprost niewiarygodne wydawaty sie
rezultaty leczenia tym preparatem, poniewaz dwie
zaledwie doustne dawki pozwolity na catkowite wy-
leczenie testowanych myszy. Dlatego firma Bayer
AG wystgpita z wnioskiem o opatentowanie batracy-
linyjuz w roku 1988. Okazata sie ona skuteczna row-
niez w leczeniu mysiej biataczki P-388, bardzo opor-
nej na stosowane antracyklinowe leki, takie jak dok-
sorubicyna, metotreksat czy cis-platyna. Mechanizm
dziatania BAT nie jest jeszcze jasny. Wiadomo juz,
ze jest ona inhibitorem topoizomerazy Il i indukuje
UDS, w nieproliferujacych komoérkach. Staba roz-
puszczalnos¢ BAT w wodzie, jej ogo6lna toksycz-
nos¢, szczegdblnie u szczuréw, przy koniecznosci sto-
sowania wysokich dawek ogranicza jej przydatnos¢
jako chemioterapeutyka. Wazng role w toksycznosci
BAT odgrywa jej metabolizm. Za pomocg HPLC,
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TLC i analizy MS zidentyfikowano A-acetylo-BAT
jako gtéwny metabolit. POzZniej stwierdzono, ze
A-acetylacja jest pierwszym etapem metabolizmu
BAT w organizmie. U szczur6w obserwowano za-
rowno wiekszg toksycznosé BAT, jak i znacznie wie-
ksze nagromadzenie w ich organizmach A-acetylo-
BAT niz u myszy przy podawaniu doustnym takiej
samej dawki BAT. Wydaje sie prawdopodobne, ze
BAT moze okazaé sie wysoce toksyczna takze u lu-
dzi, z tego powodu w NCI zaprzestano dalszych ba-
dan BAT, a podjeto prace syntetyczne prowadzace
do otrzymaniajej analogéw o lepszych wtasnosciach
terapeutycznych. Wiele z nich jest chronione paten-
tami. Ochrona patentowa, trwajgca 20 lat, pozwala
jednak na przeprowadzenie badan klinicznych, opra-
cowanie formy leku ijego wprowadzenie na rynek.
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Mechanizm aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB
przez czynnik martwicy nowotworu (TNF)

Mechanism of NFkB activation by tumor necrosis factor

(TNF)
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Wykaz stosowanych skrétow: ABIN — inhibitor aktywacji
NFkB wigzacy A20 (ang. A20-binding inhibitor of NFkB ac-
tivation), AP-1 —-czynnik transkrypcyjny-1(ang. activatorpro-
tein-!), ARD — domena powto6rzen ankirynowych (ang. anky-
rin repeat domain), CAPK — kinaza aktywowana ceramidem
(ang. ceramide-activatedprotein kinase), CAPP — fosfataza ak-
tywowana ceramidem (ang. Ceramide-activated protein pho-
sphatase), c-IAP — komorkowe biatko hamujgce apoptoze
(ang. cellular inhibitor ofapoptosis protein), DAG — diacylo-
glicerol, DD — domena $mierci (ang. death domain), ERK —
kinaza regulowana czynnikami pozakomorkowymi (ang. extra-
cellular signal-regulated kinase), FADD/MORT — biatko po-
siadajace domene $mierci zwiazane z receptorem Fas/mediator
$mierci indukowanej przez receptor (ang. Fas-associating pro-
tein with death domain /mediator ofreceptor-induced toxicity),
FAN — czynnik zwigzany z aktywacjg obojetnej SMazy (ang.
factor associated with neutral SMase activation), ICAM —
czasteczka adhezji miedzykomoérkowej (ang. intercellular adhe-
sion molecule), 1IKAP — biatko zasocjowane z kompleksem
IKK (ang. IKK complex-associated protein), 1kB — inhibitor
kB, IKK — Kkinaza 1kB, IL — interleukina, LPS — lipopolisa-
charyd, MADD — biatko aktywujagce MAPK posiadajace do-
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mene $mierci (ang. MAPK-activating death domain protein),
MAPK — kinaza biatka aktywowanego przez mitogeny (ang.
Mitogen-activated protein kinase), MAPKAPK-2 — Kkinaza
biatka zasocjowanego z MAPK 2 (ang. MAPK-associatedprote-
in kinase-2), MAP2K — kinaza kinazy MAP , MEKK — kinaza
kinazy MAPK/ERK (ang. MAPK/ERK kinase kinase),
NAK/TBK1— kinaza aktywujgca NFKB/kinaza wigzaca TRAF
(ang. NFKB-activating kinase/TRAF-binding kinase),
NEMO/IKKyY/IKKAPI/FIP3 —  podstawowy  regulator
NFKB/kinaza kB vy/biatko zasocjowane 2z kompleksem
IKK/biatko reagujace z biatkiem 14,7K (ang. NFkB essential re-
gulator/IkB kinase y/IKK-associated protein 1/14.7K-interac-
tingprotein), NFkB — czynnikjadrowy kB (ang. nuclearfactor
kB), NIK — kinaza indukujgca NFkB (ang. NEtcB-inducing ki-
nase), NLS — sekwencja translokacyjna do jagdra komérkowego
(ang. nuclear localization signal), PC-PLC — fosfatydylocholi-
no-specyficzna fosfolipaza C, PEST — sekwencja bogata w
reszty proliny, kwasu glutaminowego, seryny i treoniny, PI1-3K
— 3-kinaza fosfatydyloinozytolu, PKB/Akt — kinaza biatkowa
B, PKC — kinaza biatkowa C, PKR — kinaza biatkowa aktywo-
wana przez dwuniciowe RNA, PMA — octan mirystynianu for-
bolu (ang. phorbol myristate acetate), RAIDD/CRADD —
biatko zwigzane z RIP homologiczne do Ich-1/CED3 posia-
dajace domene $mierci/adaptor kaspaz i RIP posiadajacy dome-
ne $mierci (ang. RIP-associated Ich-1/CED3 homologousprote-
in with death domain!caspase and RIP adaptor with death do-
main), Rei — onkogen indyczego wirusa wywotujgcego siatko-
wico-srodbtonkowice (reticuloendotheliosis), RHD — sekwen-
cja homologii do biatka Rel (ang. Rel homology domain). RIP —
biatko oddziatujgce z receptorem (ang. receptor-interacting
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protein), SAPK/JNK — kinaza aktywowana przez czynniki
stresowe / kinaza konca aminowego biatka c-Jun (ang.
Stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase), SCD
— domena klastra serynowego (ang. serine cluster domain),
SMaza — sfingomielinaza, TACE — enzym konwertujacy
TNFa (ang. TNF-alpha-converting enzyme), TANK/I-TRAF —
aktywator NFKB zwigzany z czynnikiem z rodziny TRAF/inhi-
bitor biatek TRAF (ang. TRAF family member-associated NF kB
activator/inhibitor of TRAF), TNF — czynnik martwicy nowo-
tworu (ang. tumor necrosisfactor), TNFR — receptor d'a TNF
(ang. TNF receptor), TR.ADD — biatko, posiadajgce domene
$mierci, oddziatujace z receptorem TNF (ang. TNF receptor-as-
sociated protein with a death domain), TRAF — czynnik
zwigzany z TNFR (ang. TNF receptor-associated factor),
TTRAP — biatko zwigzane z TRAF i receptorem TNF (ang.
TRAF and TNF receptor-associatedprotein), Ub — ubikwityna.

I. Wstep

Czynnik martwicy nowotworu (TNF) jest cyto-
king regulujaca reakcje zapalng i odpornoSciowa.
Poprzez wptyw na liczne procesy metaboliczne, TNF
jest zdolny do regulacji réznorodnych funkcji komo-
rek m. in. wydzielania substancji immunomodu-
lujgcych, proliferacji i réznicowania. Wydzielanie
lokalne TNF modyfikuje przebieg procesu zapalne-
go toczacego sie w narzadach. Przejawami systemo-
wego dziatania TNF w reakcji odpornosciowej sa m.
in. indukcja gorgczki, utrata apetytu, wzrost poziomu
biatek ostrej fazy w osoczu.

TNF jest produkowany przez makrofagi, a takze
inne komdrki prawidtowe i nowotworowe aktywo-
wane przez czynniki infekcyjne (np. lipopolisacha-
ryd bakteryjny, wirusy) oraz cytokiny prozapalne
[1]. TNF wykazuje aktywnos¢ biologiczng zaréwno
w formie btonowej, jak irozpuszczalnej, ktorg stano-
wi trimer ztozony z identycznych czasteczek TNF.
Forma rozpuszczalna powstaje wskutek dziatania
metaloproteinazy TACE (ang. TNF-alpha-conver-
ting enzyme) na forme btonowa TNF iuwolnieniajej
czes$ci odpowiadajgcej segmentowi zewngtrzkomaor-
kowemu [1, 2].

Cechg charakterystyczng TNF jest plejotropowy
charakter jego dziatania. Plejotropia TNF wynika ze
zdolnosci receptoréw TNF do uruchamiania wielu
$ciezek sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej, a w kon-
sekwencji aktywacji roznorodnych czynnikéw' tran-
skrypcyjnych wptywajgcych na ekspresje wielu ge-
néw. Plejotropie dziatania TNF poteguje obecnosé
receptorbw TNF prawdopodobnie na wszystkich
jadrzastych komoérkach, ktére wskutek swojego
zréznicowania w odmienny sposéb moga reagowac
na obecnos$¢ tej cytokiny.

Efekty dziatania TNF sg niekiedy przeciwstawne.
Na przyktad TNF indukuje $mieré komérek, ale
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zdolny jest réwniez do pobudzenia ich proliferacji i
wywotania opornosci na apoptoze. TNF hamuje
krwiotworzenie, ale takze wzmaga ekspresje hemo-
poetycznych czynnikéw wzrostu. TNF pobudza re-
akcje zapalng, ale w jej pézniejszych etapach jg wy-
hamowuje [3]. Wydaje sie zatem, ze przeciwstawne
niekiedy dziatania cytokiny, indukujgcej uszkodze-
nia komédrek i tkanek, ajednoczes$nie pobudzajgcej
mechanizmy naprawcze, ostatecznie pozwalajg na
przezwyciezenie urazu wywotanego pojawieniem
sie czynnika indukujgcego stan zapalny.

Nieprawidtowe wydzielanie TNF przyczynia sie
do rozwoju wielu choréb takich jak m. in. wstrzas
septyczny, posta¢ mézgowa malarii, choroba prze-
szczep przeciwko gospodarzowi (GVHD), stward-
nienie rozsiane, cukrzyca, reumatoidalne zapalenie
niedokrwisto$¢, zapalenie mies$nia ser-
cowego [1]. U chorych na nowotwory, zaréwno nie-
dobor, jak i nadprodukcja TNF moga przyczyniac sie
do powstawania nieprawidtowej odpowiedzi immu-
nologicznej ustroju i do przy$pieszenia tworzenia
przerzutow [4], Nadmierne przewlekte wydzielanie
TNF moze prowadzi¢ do zmian metabolizmu organi-
zmu, a w konsekwencji do jego wyniszczenia — ka-
cheksji nowotworowej [10-12]. TNF moze réwniez
wptywaé hamujgco na wzrost nowotworéw poprzez
bezposrednie dziatanie cytotoksyczne oraz aktywa-
cje komdrek uktadu odpornosciowego [5-9],

stawow,

Il. Receptory TNF i kompleks receptorowy

W warunkach niskiego pFl czynnik martwicy no-
wotworu moze wptywaé na funkcje komorki bez po-
Srednictwa specyficznych receptorow. W obrebie tri-
meru TNF dochodzi bowiem do zmian konformacyj-
nych polegajgcych na odstonieciu hydrofobowych
reszt aminokwasowych (przede wszystkim tryptofa-
nu), co pozwala na wbudowanie trimeru w btone ko-
morkowa w postaci kanatu jonowego [13]. W warun-
kach fizjologicznych TNF oddziatuje na komorki za
posrednictwem specyficznych receptorow dwoch ty-
péw obecnych niemal na wszystkich komérkach
jadrzastych ssakow [14, 15]: TNFR1 o masie 55 kDa
[16, 17] i TNFR2 o masie 75 kDa [18, 19]. O ich
wspo6lnym pochodzeniu $wiadczy podobienistwo se-
kwencji aminokwasowej segmentéw zewngatrzko-
morkowych receptoréw, identycznej w 28%. Seg-
menty pozakomorkowe receptorow TNF sg zbudo-
wane z 4 domen bogatych w cysteine [20], zaanga-
zowanych w wigzanie liganda. Podobnie, jak w przy-
padku liganda, réwniez receptory TNF funkcjonujg
w postaci trimerow ztozonych =z identycznych
czasteczek receptora TNFR1 Ilub TNFR2. Wazng
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cechg receptora
TNFR1 jest ich zdolno$¢ do samo-asocjacji, czyli
zjawiska wigzania czasteczek receptoréow niezale-
znego od obecnosci TNF. Samo-asocjacja segmen-
tow zewnatrzkomérkowych TNFR1 uniemozliwia
samo-asocjacje tzw. domen $mierci (DD, ang. death
domains), znajdujacych sie w cze$ci wewnatrzko-
moérkowej receptora  TNFR1. Asocjacja domen
$mierci prowadzi do uruchomienia kaskady sygnali-
zacyjnej apoptozy. Dlatego samo-asocjacja segmen-
tow zewngtrzkomdérkowych TNFR1 chroni komorke
przed spontaniczng, niezalezng od liganda, indukcjg
sygnatu prowadzacego do $mierci apoptotycznej
[21].

W obrebie segmentu pozakomérkowego, w rejo-
nie tagczacym domeny bogate w cysteine z fragmen-
tem transbtonowym, znajdujg sie miejsca rozpozna-
wane przez proteaze TACE, zdolng do odcinania cze-
§ci czasteczki TNF, stanowigcej rozpuszczalng for-
me receptora [21].

Poniewaz wieksza cze$¢ sygnatdw docierajacych
do receptoré6w TNF ulega transdukcji za posrednic-
twem receptora TNFR1, a duza czesé efektéw biolo-
gicznych wynikajgcych z pobudzenia TNFR2 pokry-
wa sie z funkcjami receptora TNFR1, samodzielna
rola receptora TNFR2 w transdukcji sygnatu stata sie
kwestig dyskusyjna. W 1993 roku Tartaglia i
Goeddel zaproponowali hipoteze “przekazywa-
nia liganda” (ang. ligandpassing), wyjasniajaca me-
chanizm wspotdziatania dwoch receptoréw TNF.
Wedtug tej hipotezy TNFR2 jest zdolny do urucho-
mienia sygnalizacji wewnatrzkomo6rkowej tylko
pewnych, specyficznych dla tego receptora funkcji.
Natomiast aktywnos$ci uruchamiane zaréwno przez
TNFR2, jak i TNFR1 sg efektem zewngtrzkomdrko-
wego wspotdziatania receptorow. Receptor TNFR2
wykazujacy wysokie powinowactwo do TNF jest bo-
wiem zdolny do wychwytywania liganda (szczegdl-
nie w niskich dawkach cytokiny) i przekazywania go
(ang. ligandpassing) na powierzchni komorki recep-
torowi TNFR1 [22]. Stwierdzono, ze TNFR1 przeka-
zuje sygnat indukowany przez rozpuszczalng forme
TNF, podczas gdy TNFR2 stanowi receptor specy-
ficzny dla formy btonowej TNF [23]. Dalsze badania
wykazaty mozliwo$é kooperacji obu receptoréw nie
tylko na poziomie zewngtrzkomodorkowym (przekazy-
wanie liganda), ale iwewnatrzkomoérkowym — dzie-
ki biatkom adaptorowym.

Zwiagzanie trimerycznego liganda przez cze$¢
zewngtrzkomdrkowg receptora TNF powoduje aso-
cjacje domen wewngtrzkomdrkowych niezbedng do
rozpoczecia transdukcji sygnatu [24]. Inicjacja sy-
gnalizacji receptoréw dla TNF wigze sie z etapem

segmentow pozakomoérkowych
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aktywacji .enzyméw efektorowych za posrednic-
twem tzw. biatek adaptorowych wigzacych sie z do-
meng wewnatrzkomérkowa receptora. Biatka adap-
torowe najczesciej nie wykazujg aktywnosci enzy-
matycznej, majg natomiast zdolno$é do asocjacji
miedzy sobg tworzac kompleks czasteczek uczest-
niczacych w sygnalizacji réznych efektéw w zale-
znosci od enzymu, z ktdrym sie zwigzg. Biatka adap-
torowe wigzace sie z receptorami TNF naleza do
dwoch rodzin biatek adaptorowych: 1. biatek zawie-
rajacych tzw. domene $mierci (DD, ang. death doma-
in). TRADD (ang. TNF receptor-associated death
domainprotein) [25], RIP (ang. receptor-interacting
protein) [26], FADD/MORT1 (ang. Fas-associated
death domain protein / mediator ofreceptor-induced
t_oxicity) [27, 28], RAIDD/CRADD (ang. RIP-asso-
ciated Ich-1/CED3 homologous protein with death
domain / caspase and RIP adaptor with death doma-
in) [29, 30], MADD (ang. MAP-kinase activating
death domain protein) [31]; 2. biatek zawierajgcych
domene TRAF (ang. TNF receptor-associated fac-
tors) [32]. Domena $mierci zostata wykryta w 1993
roku jako 80-aminokwasowy odcinek obecny w cze-
§ci cytoplazmatycznej receptora TNFR1 i Fas [33,
34], zaangazowany w transdukcje sygnatu pro-
wadzgcego do Smierci komérki [35]. Domena DD
stanowi z jednej strony sekwencje adaptorowg dla
biatek asocjujgcych, a z drugiej jest przekaznikiem
zmian konformacyjnych. Domeny DD biatek adapto-
rowych mogga ze sobg asocjowac, co sprzyja inicjacji
i amplifikacji sygnatu. Asocjacja domen DD opiera
sie prawdopodobnie na wzajemnych oddziatywa-
niach elektrostatycznych, poniewaz rejon ten tworzg
utozone przeciwréwnolegle amfipatyczne a-helisy
bogate w reszty aminokwasowe o charakterze zar6w-
no kwasnym (kwas asparaginowy, glutamina), jak i
zasadowym (arginina i lizyna) [36], Biatka nalezgce
do rodziny TRAF wykazujg obecnos¢ na koncu kar-
boksylowym homologicznej domeny TRAF, dzieki
ktorej sg w stanie asocjowac zaro6wno z receptorami
rodziny TNFR, jak i pomiedzy sobg [32]. S one za-
angazowane w transdukcje sygnatu zardwno
TNFR1, jak i TNFR2 [32, 37-41]. Poza biatkami na-
lezacymi do dwdch opisanych grup zidentyfikowano
jeszcze jedno biatko adaptorowe, nazwane FAN. Nie
posiada ono domen DD i TRAF iprzytacza sie do re-
ceptora TNFR1 powyzej domeny $mierci [42].
Pierwszym biatkiem adaptorowym przytgcza-
jagcym sie do receptora TNFR1 po zwigzaniu TNF jest
TRADD, ktére wigze sie za posrednictwem swojej do-
meny DD do domeny $mierci receptora stanowigc
platforme adaptorowg dla innych biatek biorgcych
udziat w sygnalizacji TNF: FADD, RIP i TRAF2 [25,
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37-39, 41]. Natomiast z receptorem TNFR2 asocjuje
bezposrednio biatko TRAF2, a po$rednio TRAFI
tworzgce heterodimer z biatkiem TRAF2 [32, 37].
Biatka TRAF mogg takze asocjowac z czgsteczkami
zaangazowanymi w sygnalizacje receptora TNFR1,
TRADD i RIP [38, 39]. W ten sposdb zwigzanie TNF
do jego receptoréw powoduje utworzenie ztozonego
kompleksu receptorowego, co umozliwia inicjacje
wielu szlakow transdukcji sygnatu.

I1l. Gldwne szlaki sygnalizacji TNF

Najwazniejsze szlaki sygnalizacji wewngtrzko-
mdrkowej (Ryc. 1) uruchamiane przez receptory

i

pso pes 1 kB Ub

NFkB

wskutek zwigzania TNF prowadzg do apoptozy oraz
aktywacji czynnikow transkrypcyjnych, ktére regu-
lujg ekspresje genow kodujgcych biatka zaanga-
zowane w przebieg reakcji zapalnej oraz w ochrone
komorki przed S$miercig. Sg to przede wszystkim
czynniki NFkB oraz AP-1. Szlaki sygnalizacji
wewngtrzkomaérkowej uruchamiane przez TNF roz-
poczynajg sie od interakcji pomiedzy receptorami a
biatkami adaptorowymi. Kolejnym etapem jest prze-
kazanie sygnatu od biatek adaptorowych do biatek
efektorowych.

Indukcja apoptozy nastepuje po stymulacji recep-
tora TNFR1, z ktérym asocjuja kolejno przy udziale
domen S$mierci biatka TRADD i FADD [28, 39].

ps0 p6s

Iranskrypcja

r
pS0_p6s '_>

JADRO

Ryc. 1. Szlaki sygnalizacji inicjowane przez pobudzenie receptorow TNF prowadzace do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. Zastosowane
oznaczenia i skroty: — — aktywacja,— |— inhibicja, prostokaty biate — biatka adaptorowe posiadajagce domene $mierci, szeSciokaty —
biatka adaptorowe nalezace do rodziny TRAF, elipsy ciemne — biatka o aktywnosci enzymatycznej, elipsy jasne — biatka regulatorowe, elip-
sy biate — substraty enzymoéw, prostokaty jasne — wtdrne przekazniki, oémiokaty — inhibitory. Stosowane skroty: ABIN — inhibitor aktywa-
cji NFKB wigzacy A20, aSMaza — sfingomielinaza kwasna, CAPK — kinaza aktywowana ceramidem, CAPP — fosfataza aktywowana cera-
midem, DAG — diacyloglicerol, ERK — kinaza regulowana czynnikami pozakomérkowymi, FADD — biatko posiadajgce domeng $mierci
zwiazane z receptorem Fas, FAN — czynnik zwigzany z aktywacjg obojetnej SMazy, IkB — inhibitor kB, IKK — kinaza IkB, MADD —
biatko aktywujace MAPK posiadajgce domeng $mierci, MEKKI — kinaza kinazy MAPK/ERK 1, mTNF — btonowa forma TNF, NAK — ki-
naza aktywujaca NFkB, NEMO — podstawowy regulator NFKB/kinaza IkB y, NFkB — czynnik jadrowy kB, NIK — kinaza indukujgca
NFkB, nSMaza — sfingomielinaza obojetna, P — grupa fosforanowa, p38 — kinaza biatka aktywowanego przez mitogeny o masie czgstecz-
kowej 38 kDa, PC - fosfatydylocholina, PC-PLC — fosfatydylocholino-specyficzna fosfolipaza C, PKB — kinaza biatkowa B, PKC — kinaza
biatkowa C, PLC — fosfolipaza C, RAIDD — biatko zwigzane z RIP homologiczne do Ich-1/CED3 posiadajagce domene $mierci, RIP —
biatko oddziatujace z receptorem, SAPK — kinaza aktywowana przez czynniki stresowe / kinaza korica aminowego biatka c-Jun, SM — sfin-
gomielina, TANK - aktywator NFkB zwigzany z czynnikiem z rodziny TRAF, TNF — czynnik martwicy nowotworu, TNFR — receptor dia
TNF, TRADD — biatko, posiadajace domene $mierci, oddziatujace z receptorem TNF, TRAF — czynnik zwigzany z TNFR, TTRAP — biatko

zwiazane z TRAF ireceptorem TNF, Ub — ubikwityna.
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Droga alternatywnag jest asocjacja z TNFR1 biatka
TRADD, a nastepnie RIP i RAIDD [26, 30], W
dalszg sygnalizacje procesu zaangazowana jest ka-
skada enzyméw z rodziny proteaz cysteinowych
zwanych kaspazami (ang. caspases — cysteinyl-
aspartate-syecific-proteinases) [43], przeprowadza-
jacych ciecie proteolityczne substratéw za resztg
kwasu asparaginowego. Prekursory kaspaz wigzg sie
z biatkami regulatorowymi powyzej wiasnego miej-
sca aktywnego za posrednictwem sekwencji DED
(ang. death effector domain) lub CARD (ang. caspa-
se recruitment domain), wykazujgcych podobie-
nstwo strukturalne do domen DD [44-46].

Poza szlakiem aktywacji kaspaz aktywowane sg
inne szlaki sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej. Juz
w kilka minut po zwigzaniu liganda z receptorem
TNFR1 fosfatydylocholino-specyficzna fosfolipaza
C (PC-PLC) katalizuje hydrolize fosfatydylocholiny
do diacyloglicerolu, ktéry jest aktywatorem kinazy
biatkowej C i kwasnej sfingomielinazy (aSMaza).
Zlokalizowana w lizosomach kwasna sfingomielina-
za podobnie jak znajdujgca sie w btonie komdrkowej
obojetna sfingomielinaza (nSMaza) hydrolizuje sfin-
gomieline do ceramidéw, wtdrnych przekaZznikéw
wielu odpowiedzi komérkowych [47]. Aktywacja
obu rodzajow sfingomielinaz zachodzi z udziatem
réznych biatek adaptorowych. W proces aktywacji
nSMazy zaangazowane jest biatko adaptorowe FAN,
ktdre wigze sie z sekwencjg zlokalizowanej powyzej
domeny DD receptora TNFR1, okreslangjako dome-
na aktywujgca obojetng sfingomielinaze (ang. NSD
— neutral sphingomyelinase-activating domain)
[42, 48]. W aktywacje kwasnej sfingomielinazy za-
angazowana jest domena DD receptora oraz biatka
adaptorowe TRADD i FADD [49, 50]. Ceramidy z
kolei aktywujg swoistg grupe kinaz CAPK (ang.
ceramide-activated protein kinase) i fosfataz biatko-
wych CAPP (ang. ceramide-activated protein pho-
sphatases) [51]. Innymi biatkami, ktére przypusz-
czalnie moga by¢ aktywowane przez ceramidy sg: ki-
naza biatkowa C  JNK i kaspazy [50].

TNF moze wptywaé na aktywacje kaskady kinaz
MAP, rowniez inne szlaki sygnalizacji inicjowane
pobudzeniem receptoréw TNF moga regulowac te
kaskade sygnalizacyjng. Kaskady MAP skiadajg sie
z 3 elementéw: serynowo-treoninowej kinazy MAP
(MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), ki-
nazy fosforylujacej kinaze MAP (MAP2K) iseryno-
wo-treoninowej kinazy fosforylujagcej MAP2K
(MAP3K). Obecnie znane sg u ssakéw 3 kaskady ki-
naz MAP petnigce inne funkcje, ale krzyzujgce sie na
roznych poziomach, aktywowane przez receptory
TNF: SAPK/INK, p38 MAPK i ERK. SAPK/JNK to
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kaskada kinaz aktywowana przez czynniki stresowe
(ang. stress-activated protein kinase / c-Jun N-term-
inal kinase), uczestniczaca w regulacji ekspresji ge-
néw poprzez aktywacje czynnikéw transkrypcyj-
nych takich jak: AP-1 (poprzez aktywacje biatka
c-Jun), ATF2, Elk-1, CREB [3]. Aktywacja tej ka-
skady przez TNF odbywa sie za posrednictwem
biatek adaptorowych TRAF2 i RIP [52, 53], Istniejg
takze przestanki o zaangazowaniu w sygnalizacje
tego szlaku niedawno zidentyfikowanego biatka
adaptorowego MADD wigzacego sie z domeng DD
receptora TNFR1 [31] i ceramidu powstajacego po
aktywacji kwasnej sfingomielinazy [54]. Kaskada
p38 MAPK uczestniczy w regulacji szeregu gendéw
zwigzanych z reakcjg zapalng poprzez aktywacje
czynnikoéw transkrypcyjnych (ATF2) i enzymow cy-
tosolowych (fosfolipaza A2, MAPKAPK?2). Podob-
nie jak w przypadku SAPK1/INK, aktywacja p38
MAPK odbywa sie za poSrednictwem biatek adapto-
rowych RIP i TRAF2 [3]. Kaskada ERK (ang. extra-
cellular signal-regulated kinase) jest zaangazowana
w procesy réznicowania i reakcji zapalnej. Substra-
tami sa czynniki transkrypcyjne (Elk-1) i enzymy cy-
tosolowe (fosfolipaza A2). Podobnie jak w przypad-
ku kinaz SAPK1/INK, w aktywacje ERK/MAP jest
zaangazowane biatko MADD wchodzace w skiad
kompleksu sygnalizacyjnego TNFR1 [31].

IV. Czynnik transkrypcyjny NFkB

Czynnik transkrypcyjny NFkB jest wspolnym ele-
mentem licznych szlakéw sygnalizacji wewnatrzko-
moérkowej. Do jego aktywacji dochodzi w wyniku
bezposredniego oddziatywania patogendéw bakteryj-
nych z receptorami komérkowymi lub po stymulacji
przez cytokiny. Aktywacja NFkB jest jednym z naj-
istotniejszych procesdéw indukowanych przez TNF.
Prowadzi bowiem do aktywacji transkrypcji ponad
100 gendw, ktére zaangazowane sg w proces reakcji
zapalnej, proliferacji, réznicowania oraz ochrony
komorki przed apoptozag. Ich produkty to m. in.
czasteczki adhezyjne ICAM, chemokiny (np. IL-8),
cyklooksygenaza IlI, indukowalna syntaza tlenku
azotu, biatka ochronne (A20, manganowa dysmutaza
ponadtlenkowa).

Cechg charakterystyczng biatek NFkB jest wyste-
powanie ich nieaktywnej formy cytoplazmatycznej
w postaci kompleksu z biatkami inhibitorowymi z
rodziny IkB. Biatka IkB maskuja sekwencje translo-
kacyjna do jadra komérkowego (NLS, ang. nuclear
localization signal) uniemozliwiajagc tym samym
translokacjeNFKB dojagdra komoérkowego. Stymula-
cja receptorow komorkowych przez czynniki takie,
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jak TNF, IL-1 lub LPS prowadzi do uwolnienia
NFkB przez IkB, co umozliwia translokacje czynni-
ka do jadra komérkowego. Dzieki temu, ze aktywa-
cja czynnikéw transkrypcyjnych NFkB nie wymaga
syntezy biatka, mozliwa jest szybka i efektywna ak-
tywacja genéw docelowych.

IV-t. Rodzina NFkB

Czynnik transkrypcyjny NFkB zostatl pierwotnie
zidentyfikowany jako biatko wykazujgce powino-
wactwo do sekwencji GGGACTTCC obecnej w rejo-
nie enhancerowym genu kodujgcego lekki tancuch
immunoglobulinowy (lg) w limfocytach B [55]. Se-
kwencje kB wykryto nastepnie w rejonach regulato-
rowych wielu innych genéw zwigzanych z reakcja
zapalng (IL-6, TNF, limfotoksyna), apoptoza (Myc,
p53, Rbl), adhezja komoérek (ELAMI, VCAMI,
ICAM1), réznicowaniem (IL-2, IFN-a, IFN-p) [56],
NFkB wystepuje w postaci dimeru, w sktad ktérego
u ssakéw moga wchodzi¢ podjednostki: p65/RelA,
p50, p52, c-Rel, RelB. Cechg wsp6lng biatek NFkB
jest znajdujgca sie na korncu aminowym 300-amino-
kwasowa domena RHD (ang. Rei homology domain).
W obrebie domeny RHD znajduje sie miejsce
wigzgce z DNA, sekwencje odpowiedzialne za dime-
ryzacje, jadrowa sekwencja translokacyjna (NLS) i
miejsce wigzgce dla inhibitora 1kB [57].

Zdolno$¢ biatek NFkB do regulacji transkrypcji
wynika z obecnosci w ich kohAcu karboksylowym
tzw. domeny transaktywujgcej. Takg domene zawie-
rajag: p65/ReiA, c-Rel i RelB [58]. Podjednostki p50 i
p52 w przeciwienstwie do pozostatych biatek NFkB
nie zawierajg domeny transaktywujgcej ijako homo-
dimery nie sg w stanie uczestniczyé w regulacji tran-
skrypcji. Dimery o réznym skladzie mogg zatem
dziata¢ jako aktywatory lub represory transkrypcji
gendéw z motywem kB. Co wiecej, rézne dimery
NFkB moga preferencyjnie rozpoznawa¢ okreslone
sekwencje kB. Transaktywacja genu przez NFkB
moze by¢ takze wzmacniana lub blokowana przez
inne czynniki wigzace sie z DNA w pozycji cis
wzgledem miejsc kB [58],

IV-2. Rodzina IkB

U ssakéw zidentyfikowano 6 rodzajéow inhibito-
row NFkB: 1kBcx, 1kBi3, IkBc, IkBy, 1kB5 oraz Bcl-3
[657]. Strukturalng cechg charakterystyczng dla
biatek 1kB jest domena powtorzen ankirynowych
(ARD, ang. gnkyrin repeat domain), sktadajgca sie z
6-7 sasiadujgcych ze sobg powtoOrzenn o diugosci
30-33 aminokwas6w. Domena ARD odpowiada za
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interakcje z czasteczkg NFkB. Jak wykazata analiza
krystalograficzna struktury kompleksu NFkB/IkB
[59], tworzy ona cylinder z piecioma petlami wysu-
nietymi poza rdzen ztozony z upakowanych w formie
stosu a-helis. Petle pomiedzy powt6rzeniami zawie-
rajg reszty aminokwasowe odpowiedzialne za specy-
ficzne wigzanie dimerdw NFkB. Inhibitorowe
dziatanie IkB zwigzane jest ze zmiang konformacji
podjednostki p65 po zwigzaniu inhibitora, co dopro-
wadza do zastoniecia kluczowych dla wigzania z
DNA reszt aminokwasowych [57].

Domena SRD (ang. signal receiving domain)
sktadajgca sie z reszt aminokwasowych zaangazowa-
nych w procesie fosforylacji i ubikwitynacji
czasteczki inhibitora znajduje sie N-terminainie
wzgledem domeny ARD. Bogata w reszty amino-
kwasowe proliny, kwasu glutaminowego, seryny i
treoniny sekwencja PEST wystepuje C-terminalnie
wzgledem domeny ARD. Za gtdwng funkcje se-
kwencji PEST przez dtugi czas uwazano jej udziat w
regulacji okresu péttrwania biatka, taka role wykaza-
no bowiem dla podobnych sekwencji w przypadku
innych biatek [60]. Jak wykazata jednak analiza bio-
chemiczna C-terminalny fragment tej sekwencji ra-
zem z domeng ARD uczestniczy takze w stabilizacji
kompleksu NFkB/IkB [61].

Dalsze badania nad szlakiem sygnalizacyjnym
NFkB wykazaly, ze syntetyzowany w cytoplazmie
IkB moze przemieszczac sie do jadra komorkowego,
gdzie asocjujgc z podjednostkami p50 i p65/RelA
NFkB moze usuwac czynnik transkrypcyjny z se-
kwencji promotorowych doprowadzajagc do zakon-
czenia transkrypcji [62, 63]. W rezultacie caty kom-
pleks NFkB/IkB przemieszcza sie zpowrotem do cy-
toplazmy [64], Czasteczka IkB jest zatem w stanie
kontrolowac¢ aktywno$¢ NFkB na zasadzie sprzeze-
nia zwrotnego prowadzac zjednej strony do aktywa-
cji, a z drugiej do hamowania transkrypcji genéw
kontrolowanych przez ten czynnik transkrypcyjny
[59].

V, Aktywacja czynnika transkrypcyjnego
NFkB przez TNF

Czynnik transkrypcyjny NFkB jest aktywowany
w odpowiedzi na stymulacje komorki przez TNF
dzieki transdukcji sygnatu wiodgcego kilkoma ko-
operujacymi ze sobg szlakami. Na podstawie zgro-
madzonej wiedzy mozna zatozy¢, ze do efektywnej
aktywacji NFkB niezbedne sg co najmniej dwa zda-
rzenia: degradacja IkB umozliwiajgca translokacje
czynnika do jadra i wigzanie do DNA oraz uzyskanie
aktywnos$ci transaktywacyjnej co najmniej jednej
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podjednostki dimeru (najczesciej p65/RelA) dzieki
jej fosforylacji.

Szlak prowadzgacy do degradacji kB zostat dosy¢
dobrze poznany. Moze on by¢ inicjowany przez po-
budzenie receptorow TNF obu typdw. Rozpoczyna
sie od opisanych wczeéniej interakcji pomiedzy
biatkami kompleksu receptorowego. Zwigzanie li-
ganda z receptorem TNFR2 prowadzi do bezposred-
niej asocjacji biatka adaptorowego TRAF2, najcze-
§ciej wystepujacego w formie heterodimeru z
biatkiem TRAFI [37]. Z kolei stymulacja receptora
TNFR1 indukuje oddziatywanie z biatkiem TRADD,
azajego posrednictwem z RIR Biatko RIP nastepnie
asocjuje z TRAF2 [38-40]. Wydawato sie wiec, ze
adaptor TRAF2 stanowi element weztowy, zaanga-
zowany w sygnalizacje obu receptoréw TNF i sku-
piajacy sygnat aktywujacy NFkB. Wniosku tego nie
potwierdzity jednak wyniki badan z myszami nie po-
siadajacymi genéw kodujacych biatka RIP i TRAF2.
Okazato sie bowiem, ze brak biatka RIP skutkuje de-
fektem aktywacji NFkB, natomiast brak biatka
TRAF2 tylko nieznacznie ostabia aktywacje NFkB
[65, 66]. TRAF2 nie wydaje sie wiec niezbedny dla
mobilizacji tego czynnika transkrypcyjnego. TRAF2
oddziatuje z pierwszym elementem szlaku sygnali-
zacji catkowicie specyficznym dla NFkB: kinazg
NIK (ang. NFKB-mducing kinase) [53, 67]. Do akty-
wacji NIK dochodzi prawdopodobnie w wyniku
wstepnej fosforylacji w rejonie N-terminalnym kina-
zy, ktéra doprowadza do jej czeSciowej aktywacji i

{ TRAF1

nieaktywng kinazg NIK wskazujg jednak, ze jej
obecno$¢ nie jest niezbedna dla aktywacji NFkB
przez TNF [69, 70]. Substratem kinazy NIK sg kina-
zy inhibitora kB, okre$lane jako IKKa (ang. jkB kin-
ase a), zidentyfikowana pierwotnie jako kinaza
CHUK o nieznanej wtedy funkcji [71-73] oraz IKKp
(ang. IkB kinase p) [74, 75], NIK preferencyjnie fos-
foryluje Serl?6 w czasteczce IKKa, moze réwniez
fosforylowaé IKKp [76]. Kinaza IKKp wydaje sie
by¢ bardziej istotna dla aktywacji NFkB w odpowie-
dzi na TNF iinne cytokiny prozapalne, podczas gdy
IKKa steruje transkrypcja zaleznych od NFkB ge-
néw w czasie rozwoju embrionalnego — wykazaty
to badania na komérkach myszy o fenotypie IKKa
-[- i IKKp -/- [77-79]. Obie homologiczne kinazy
IKK zawierajg charakterystyczny dla MAP2K mo-
tyw petli aktywacyjnej (SxxxS). Moga tworzy¢ za-
réowno homo-, jak i heterodimery z tym, ze aktyw-
no$¢ wobec IkB wykazuja tylko heterodimery. W
proces tworzenia heterodimeréw zaangazowany jest
motyw zamka leucynowego obecny w obu kinazach,
natomiast motyw helisa-petla-helisa bierze prawdo-
podobnie udziat we wzajemnych oddziatywaniach z
innymi biatkami w ramach makromolekularnego
kompleksu o masie czgsteczkowej ok. 800 kDa, zwa-
nego sygnatosomem (ang. signalosome) (Ryc. 2)
[73, 75, 80]. W skiad tego kompleksu, poza IKKa ip
oraz NIK, wchodzi rowniez biatko NEMO/IKKYy/
IKKAPL1/FIP-3 (ang. NFkB essential modulator/IKB
kinase y/IKK-associatedprotein 1/14.7K-interacting

Ryc. 2. Schemat kompleksu sygnalosomu. Zastosowane skroty: IKAP — biatko zasocjowane z kompleksem IKK, IKK — kinaza 1kB, MEKKI — Ki-
naza kinazy MAPK/ERK 1, NEMO — podstawowy regulator NFKB/kinaza 1kB y, NIK — kinaza indukujaca NFkB, RIP — biatko od-

dziatujace z receptorem, TRAF — czynnik zwigzany z TNFR.

umozliwia autofosforylacje kluczowych reszt ami-
nokwasowych. Kinaza NIK jest wspélnym mediato-
rem sygnalizacji receptorow szeregu cytokin, oprdcz
TNF-R1 takze IL-1RI, Fas, CD30, CD40, IL-17R za-
chodzacej z udziatem biatek z grupy TRAF [53, 67,
68]. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach z
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protein 3). Delecje zardwno w czeséci N-, jak i C-ter-
minalnej tego biatka blokujg aktywacje czynnika
NFkB pod wptywem TNF i innych stymulatoréw
(IL-1, LPS, PMA) [81-84]. NEMO zawieram, in. za-
mek leucynowy, za pomoca ktérego prawdopodob-
nie taczy aktywatory z kompleksem IKK. Domeny

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002



C-terminalne dimeru NEMO oddziatujg z domena
wewnetrzng (ang. intermediate domain) dimeru RIP.
Wymuszona przez RIP dimeryzacja NEMO
wywotuje z kolei oddziatywanie domen N-terminal-
nych NEMO z C-terminalnymi domenami SCD (ang.
serine cluster domain) IKKa i IKKp, ktérych N-ter-
minalne domeny kinazowe oddziatlujgc za sobg
tworza dimer. Prowadzi to do oligomeryzacji catego
kompleksu IKK, fosforylacji Serl77i Ser18 w petli T
IKKp, skutkiem czego jest aktywacja IKK [78, 85,
86]. Dane te sg sprzeczne z wynikami opisanymi w
jednej z pierwszych prac identyfikujagcych NEMO,
nazywane przez autoréw FIP-3 [83]. W pracy tej
FIP-3 opisywane jestjako inhibitor aktywacji NFkB,
ktory hamuje aktywacje poprzez wigzanie sie z
czagsteczkami RIP i NIK. Sugeruje sie, ze poza regu-
lacjg i koordynacjg aktywnosci IKK, NEMO jest
biatkiem strukturalnym (ang. scaffold protein).

W skiadzie sygnatosomu zidentyfikowano ponad-
to inne biatko strukturalne, nazwane IKAP (ang.
IKK-complex-associated protein) [87]. Wydaje sie
jednak, ze w przeciwienstwie do NEMO obecnos$¢
IKAP nie jest konieczna dla prawidtowego dziatania
kompleksu. IKAP moze wystepowa¢ w kompleksie z
innymi biatkami, regulowaé inne czynniki tran-
skrypcyjne, ajego zablokowanie przy pomocy oligo-
nukleotydéw antysensownych nie ma wptywu na ak-
tywacje NFkB [88].

Niedawno odkryto kolejng kinaze serynowo-tre-
oninowg IKK-i zdolng do fosforylacji IkBcl Nie jest
ona jednak aktywowana przez znane stymulatory
NFkB, co rodzi watpliwosci co do jej fizjologiczne-
go znaczenia dla aktywacji tego czynnika transkryp-
cyjnego [89]. Homologiczna z |IKK Kkinaza
NAK/TBK1 (ang. NFviB-gctivating kinase/TRAF-
binding kinase), ktéra tworzy kompleks z
TANK/I-TRAF oraz TRAF2, moze by¢ mediatorem
aktywacji NFkB przez TRAF2, 5 6 oraz TANK/
I-TRAF. Wydaje sie ona dziata¢ powyzej kompleksu
IKK, przyczyniajac sie do aktywacji IKKp iurucha-
miajagc mechanizm dodatniego sprzezenia zwrotnego
powodujgcego wzmocnienie tej aktywacji. Nie jest
jednak niezbedna dla aktywacji NFkB przez TNF,
IL-1 i CD40, w zwigzku z czym wydaje sie by¢
elementem innego szlaku sygnalizacji [90, 91].

Do zaktywowanego kompleksu kinaz IkB
przytgcza sie nastepnie inhibitor IkBoi, ktéry ulega
fosforylacji w miejscu Ser3 i Ser3% katalizowanej
przez heterodimer IKKa/IKKp. Fosforylacja inhibi-
tora prowadzi nastepnie do jego ubikwitynacji przez
ligaze ubikwityny E3 i degradacji z udziatem prote-
asomu 26S. Uwolniony czynnik transkrypcyjny
NFkB przemieszcza sie do jadra komérkowego,
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gdzie wigze sie do sekwencji promotorowych kon-
trolowanych przez siebie gendéw [92].

W ostatnim czasie wykazano, ze w proces aktywa-
cji NFkB indukowanej przez TNF zaangazowana
jest 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI1-3K, ang. pho-
sphatidylinositol 3-kinase). Produkty lipidowe po-
wstajgce na skutek jej dziatania z lipidowych sub-
stratow btonowych dziatajgjako wtérne przekazniki,
ktére  aktywuja kinaze serynowo-treoninowa
PKB/Akt. Kinaza ta fosforyluje IKK-a w pozycji
Thr32 Mutacja punktowa w obrebie tej reszty amino-
kwasowej hamuje zaréwno proces fosforylacji przez
kinaze PKB/AKkt, jak i proces aktywacji NFkB. Do-
Swiadczenia z zastosowaniem zmutowanych czgste-
czek kinaz PKB/AKt i NIK wykazaty, ze obie kinazy
sg niezbedne do efektywnej aktywacji czynnika tran-
skrypcyjnego w komdrkach HelLa i Me 180 [93]. Z
kolei wyniki innych dosSwiadczen, przeprowadzo-
nych na komdrkach $rédbtonka z uzyciem inhibito-
row PI-3K, poddajg w watpliwos$¢ udziat kinazy
PKB/Akt aktywowanej przez TNF w procesie mobi-
lizacji czynnika transkrypcyjnego NFkB [94],

Postuluje sie rowniez mozliwo$¢ aktywacji NFkB
za poSrednictwem kinaz z grupy MAPK. NajczesSciej
podkres$lany jest udziat MEKKI (ang. MAPK/ERK
kinase kinase 1) [95-97]. MEKKI zostata wykryta w
aktywnym kompleksie sygnatosomu. Stwierdzono,
ze preferencyjnie stymuluje aktywno$¢ kinazy IKKp
[97, 98], w wyniku czego fosforylacji i degradacji
ulega IkBoc [95, 96]. Szlak MEKKI jest komplemen-
tarny wobec opisanego powyzej szlaku NIK. Media-
torem aktywacji MEKKI wydaje sie by¢ TRAF2. W
procesie tym kluczowa jest domena efektorowa
TRAF2 zawierajgca palce cynkowe i RING [99].
Wyniki przeprowadzonych ostatnio eksperymentéw
z makrofagami i fibroblastami myszy z nieaktywnym
genem MEKKI negujg jednak kluczowe znaczenie
tej kinazy w szlaku NFkB [100]. Oprécz MEKKI o
udziat w procesie aktywacji kinaz IKKa i p (w wyni-
ku czego dochodzi do fosforylacji iKBa) podejrze-
wane sgrowniez MEKK2 iMEKK3 [101]. Niektorzy
autorzy sugerujg ponadto zaangazowanie kaskad
MAPK p38 i ERK w indukcji aktywnos$ci transakty-
wacyjnej sktadnika p65 [102, 103].

Pojawiajg sie réwniez liczne doniesienia o innych
szlakach aktywacji NFkB, m. in. éciezce niezaleznej
od TRADD i TRAF2, azaleznej od IRAK (ang. ijiter-
leukin 1 receptor-associated kinase), kinazy kluczo-
wej w gtownym szlaku aktywacji NFkB przez recep-
tor IL-1. W przeciwienstwie do sygnalizacji IL-1, w
szlaku zaleznym od TNF-R1 niezbedna jest aktyw-
no$¢ enzymatyczna tej kinazy [104], Postuluje sie
réwniez udziat kinazy biatkowej CX/x w aktywacji
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NFkB [105]. Poniewaz jest ona uruchamiana przez
mediatory lipidowe, m. in. produkty dziatania PI-3K,
wydaje sie, ze moze stanowi¢ element szlaku
P1-3K-PKB/Akt. W odpowiedzi na TNF kinaza
biatkowa C moze by¢ takze aktywowana przez fosfo-
lipaze C zalezng od fosfatydylocholiny. Aktywnosé
PKC prowadzi do wzrostu aktywnosci transaktywa-
cyjnej NFkB, ale nie ma wptywu na degradacje
IkBog translokacje jgdrowg NFkB ijego wigzanie do
DNA [106]. Rowniez kinaza PKR (kinaza biatkowa
aktywowana przez dwuniciowe RNA) moze by¢ za-
angazowana w aktywacje NFkB najprawdopodob-
niej wskutek interakcji z IKK[3 [107].

Wspomniany wzrost aktywnos$ci transaktywacyj-
nej NFKkB w odpowiedzi na pobudzenie receptorow
TNF polega na fosforylacji specyficznych reszt sery-
ny w domenie transaktywacyjnej; dotychczas ziden-
tyfikowano fosforylacje Ser529 p65/RelA i Serdil
c-Rel [108, 109],

Regulacja poszczegélnych etapdw mobilizacji
NFkB jest skomplikowana, a dane o tych procesach
tylko fragmentaryczne. Ws$rod genéw odpowiedzi
wczesnej, ktérych transkrypcje aktywuje NFkB w
odpowiedzi na TNF, sg m. in. geny kodujgce biatka
protekcyjne, chronigce komdrki przed apoptozg, np.
A20. Biatko A20 wydaje sig by¢ waznym negatyw-
nym regulatorem aktywnos$ci NFkB w odpowiedzi
na TNF [110]. Regulacja ta zachodzi prawdopodob-
nie dzieki bezposredniej interakcji pomiedzy N-ter-
minalng domeng A20 a TRAF2 [111] oraz pomiedzy
C-terminalng domeng A20 a biatkiem ABIN (ang.
A20-binding inhibitor of NF-kB activation). Biatko
A20 peini wowczas prawdopodobnie role biatka
adaptorowego taczgcego TRAF2 z biatkiem ABIN,
ktére negatywnie reguluje dziatanie domeny transak-
tywacyjnej NFkB [112]. A20 nie ma natomiast
wptywu ani na translokacje czynnika NFkB dojadra,
ani najego wigzanie do DN A. Wydaje sie, ze inhibi-
torowe dziatanie ukiadu A20-ABIN interferuje nie
ze szlakiem aktywacji NFkB zaleznym od NIK i
IKK, lecz z innym szlakiem zaleznym od RIP i
TRAF2, prowadzagcym do wzrostu aktywnosci trans-
aktywacyjnej NFkB [112]. Jednakze niedawna praca
Zhanga iwspotpracownikéw sugeruje, ze biatko
A20 moze takze regulowaé szlak prowadzacy do ak-
tywacji NFkB za posrednictwem kompleksu IKK:
A20 moze bowiem regulowac¢ poziom NEMO, ktory
z kolei wptywa na aktywacje czynnika transkrypcyj-
nego [113].

Pod kontrolg NFkB znajdujg sie rowniez geny
TRAF 1i TRAF2 [114]. Aktywno$é NFkB po induk-
cji przez TNF moze by¢ regulowana przez TRAFI,
przy czym sugerowany jest zaréwno negatywny, jak i
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pozytywny wpiyw tego biatka na aktywno$¢ NFkB
[115, 116]. Niedawno zidentyfikowano nieznane
dotagd biatko TTRAP (ang. TRAF and TNF recep-
tor-associated protein), ktdre moze wptywacé ha-
mujaco na mobilizacje czynnika transkrypcyjnego
NFkB przez TNFR2. Regulacja ta zachodzi prawdo-
podobnie poprzez interakcje TTRAP z biatkami ad-
aptorowymi typu TRAF [117].

V1. Znaczenie NFkB w terapii nowotworéow,
choréb wirusowych i stanéw zapalnych

W zwigzku z rolg, jakg NFkB odgrywa w regulacji
apoptozy oraz proceséw zapalnych istotne stato sie
zbadanie jego znaczenia w patogenezie choréb, w
ktére zaangazowane sgte procesy. Pozwolitoby to na
podjecie prob specyficznego hamowania lub akty-
wowania tego czynnika w trakcie terapii. Okazato
sie, ze zmiany w regulacji aktywnos$ci NFkB moga
mie¢ udziat w patogenezie schorzen takich jak: ast-
ma, reumatoidalne zapalenie stawow, choroba Croh-
na, wrzodziejgce zapalenie okreznicy, miazdzyca,
choroba Alzheimera, liczne nowotwory [118J. Do tej
pory istniejg rozbieznosci dotyczace roli NFkB w in-
dukcji procesu apoptozy. W przypadku chordb neu-
rodegeneracyjnych, np. choroby Alzheimera stwier-
dzono fakt nasilenia proceséw degeneracyjnych
zwigzany ze spadkiem aktywnos$ci NFkB, co wska-
zywatoby na protekcyjng role tego czynnika. Z dru-
giej strony zaobserwowano efekt ochronny salicyla-
noéw w tej chorobie, ktore dziataja z kolei jako inhibi-
tory procesu aktywacji NFkB, co wskazywatoby na
proapoptotyczng role tego czynnika. Nie ma jeszcze
takze dowoddw stwierdzajgcych jednoznacznie czy
jest to czynnik dziatajacy protekcyjnie, czy proapop-
totycznie podczas procesu onkogenezy. Istnieja na-
tomiast dowody $wiadczace o zaangazowaniu NFkB
w kontroli cyklu komérkowego, co moze mie¢ zna-
czenie w regulacji proliferacji komérki nowotworo-
wej [56].

Zaréwno badania prowadzone na modelach ko-
morkowych in vitro [119, 120], jak i in vivo na my-
szach z nieczynnym genem podjednostki p65/RelA
[121] wykazaty zaangazowanie NFkB w ochrone ko-
morki przed apoptozg indukowang przez rézne czyn-
niki, w tym TNF, co moze wskazywa¢ na wspélny
element wielu szlakow sygnalizacji wykorzystywa-
ny przez komoérke do indukcji mechanizmdéw
ochronnych [56].

Wykazano, ze pod kontrolg NFkB znajdujg sie
geny kodujace inhibitory apoptozy: c-1AP i i C-1AP2,
a zalezny od NFkB proces hamowania apoptozy in-
dukowanej przez TNF odbywa sie na poziomie akty-
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wacji kaspazy-8 [114]. Inne biatka protekcyjne, kt6-
rych ekspresja jest zalezna od NFkB to wspomniane
juz biatko A20 oraz manganowa dysmutaza ponad-
tlenkowa [122, 123]. Wobec ztozono$ci aparatu
ochronnego komorki obserwuje sie obecno$¢ zarow-
no NFicB-zaleznych, jak i NFicB-niezaleznych me-
chanizmoéw chronigcych komdrke przed apoptozag
[124].

Pomimo nie do konca poznanej funkcji regulacyj-
nej NFKB w procesie apoptozy, jest on niewatpliwie
zaangazowany w mechanizmow
ochronnych komdrki, co jest elementem zupetnie
niepozadanym w terapii nowotwordéw. Jest to o tyle
istotne, ze sama chemioterapia czy radioterapia
wywotuje aktywacje NFkB, a wiec moze indukowaé
oporno$¢ komérek nowotworowych. Wspomaganie
terapii podawaniem IkBoc nieulegajgcego fosforyla-
cji i degradacji (mutacje kluczowych reszt Ser2 i
Ser3) zwiekszato skuteczno$¢ chemioterapii i apop-
tozy pod wptywem TNF w przypadku nowotworu
krtani u myszy SCID [125]. Innym inhibitorem
NFKkB, ktéry probowano zastosowac w terapii nowo-
tworow mysich byty antysensowne oligonukleotydy
skierowane przeciwko podjednostce p65 NFKB. Ich
zastosowanie wyraznie obnizato zdolnosci komorek
nowotworowych do przylegania, proliferacji i two-
rzenia przerzutéow [126]. Do zahamowania $ciezki
NFkB prébowrano takze wykorzystaé inhibitory pro-
teasoméw. Limfocyty chorych na przewTeklg
biataczke leukocytarng traktowane inhibitorem pro-
teasomu MG 132 lub laktacystyng ulegaty apoptozie
[127]. W innych badaniach nowotworéw myszy inhi-
bitory proteasomow okazaty sie takze skutecznymi
lekami przeciwnowotworowymi w przypadku raka
okreznicy i chtoniaka Burkitta. Na przykiad u my-
szy-nosicieli chtoniaka Burkitta, ktorym podano
maty hydrofobowy peptyd Z-LLF-CHO stwierdzono
znamienng statystycznie regresje guza i opOznienie
w jego wzroScie siegajace 42% [128].

Czynnik NFkB jako mediator odpowiedzi zapal-
nej mozna takze traktowac jako potencjalny cel w te-
rapii np. reumatoidalnego zapalenia stawow ichorob
jelit o podiozu zapalnym. Niedawno wykryto, ze po-
wszechnie stosowane leki przeciwzapalne, takie jak
aspiryna czy salicylan sodowy hamujg aktywnos$¢
IKKp zaburzajagc w ten sposéb aktywacje NFkB
[129]. Podobne dziatanie wykazuje inny niesterydo-
wy lek przeciwzapalny sulfasalazyna, hamujaca fos-
forylacje IkBoc po stymulacji TNF [130], Hamowa-
nie aktywnos$ci IKKp zaobserwowano rdwniez w
wyniku dziatania prostaglandyny Al. Jej powstanie
jest katalizowane przez cyklooksygenaze 2, ktérej
ekspresje reguluje NFkB; w tym przypadku mamy
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wiec do czynienia z negatywnym
zwrotnym [131].

Czes$¢ wirusdw zawiera w sekwencjach promoto-
rowych niektérych gendw miejsca wigzania NFkB.
Zalezny od aktywacji NFkB proces ekspresji tych
genow prowadzi do namnazania wirusa, co potwier-
dzity badania prowadzone na zmutowanych sekwen-
cjach kB. Podjeto wiec préby konstrukcji antysen-
sownych wzgledem sekwencji kB oligonukleoty-
dow, ktore mogtyby by¢ wykorzystywane w terapii
skierowanej przeciwko HIV-1, herpeswirusom, wi-
rusowi grypy [132].

Z terapeutycznego punktu widzenia istotne wyda-
je sie potrzebne jeszcze lepsze zrozumienie procesu
regulacji szlaku NFkB, ktére umozliwi wprowadze-
nie nowych lekéw hamujacych aktywacje tego szla-
ku. Obecne proby modulacji farmakologicznej napo-
tykajg na trudnos$ci zwigzane z niewystarczajaca spe-
cyficznos$cig stosowanych inhibitorow NFkB. Nale-
zy jednak pamietaé, ze istotnym ograniczeniem dla
stosowania lekéw blokujgcych aktywacje NFkB po-
zostanie ryzyko obnizenia odporno$ci wrodzonej, a
w konsekwencji wieksza podatnosé na infekcje
[118].
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Zwierzece Kinazy tyrozynowe

Animal protein tyrosine kinases

JOANNA TROJANEK

Spis tresci:
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1. Receptorowe kinazy tyrozynowe

I11. Niereceptorowe kinazy tyrozynowe

IV. Udziat biatkowych kinaz tyrozynowych w procesie prze-
kazywania sygnatow

V. Onkogenny charakter biatkowych kinaz tyrozynowych

VI. Inhibitory kinaz tyrozynowych i ich potencjalne zasto-
sowanie w terapii

VIl.Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: R — receptor; EGF — czynnik
wzrostu naskérka (ang. Epidermal Growth Factor)’, FGF —
czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor);
HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (ang.Hepatocyte Growth
Factor)', IGF-1— insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insu-
lin-like Growth Factor-1)', PDGF a, [3— czynnik wzrostu po-
chodzacy z ptytek krwi, typu a iP (ang. Platelet Derived Growth
Factor)', VEGF — czynnik wzrostu komoérek nabtonka naczyn
(ang. Vascular Endothelial Cell Growth Factor); PTK — typo-
we, biatkowe kinazy tyrozynowe (ang. Protein Tyrosine Kina-
se)', SH2, SH3 — domeny homologiczne do kinazy Src (ang. Src
Homology Domain)', c-Src — komoérkowa kinaza Src (ang. cel-
lular kinase Src):v-Src — wirusowa kinaza Src (ang. virus Kki-
nase Src).

. Wstep

Odwracalna tyrozyny w
biatkach petni wazng funkcje w regulacji r6znorod-
nych proceséw fizjologicznych w organizmach eu-
kariotycznych. Fosforylacja tyrozyny uczestniczy w
kaskadach przekazywania sygnatéw umozliwiajac
kontrole wzrostu i réznicowania sie komérek w od-
powiedzi na dziatanie hormonéw, cytokin i czynni-
kéw wzrostu. Kontroluje ona prawidtowy przebieg
proceséw mitozy i apoptozy, zapewniajgc utrzymy-
wanie stanu homeostazy w komdrkach [1].

fosforylacja reszt

Dr; Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5a,
02-106 Warszawa, tel. 659 70 72 wew. 5717, e-mail: joan-
na@ ibb.waw.pl
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tial application in therapy

VIl.Concluding remarks

Analiza sekwencji genomu cztowieka wykazata,
ze w tym genomie znajduje sie 106 gendw, przypusz-
czalnie kodujacych biatkowe kinazy tyrozynowe
(The Human Genome, Science 2001).

Ze wzgledu na lokalizacje i petnione w komoérce
funkcje kinazy tyrozynowe mozna podzieli¢ na kina-
zy receptorowe i niereceptorowe.

Il. Receptorowe kinazy tyrozynowe

Zasadniczg rolg wiekszosci receptorowych kinaz
tyrozynowych jest rozpoznawanie i wigzanie czynni-
kéw wzrostu. Struktura i funkcja receptoréw czynni-
kow wzrostu byta juz wczes$niej obszernie omawiana
m. in. kilkakrotnie w ,,Postepach Biochemii” [2, 3]
oraz innych pracach [4]. W tym artykule przedsta-
wiono wiec jedynie zaktualizowane dane dotyczgce
tego tematu.

Typowe receptorowe kinazy tyrozynowe (RPTKs,
ang. Receptor Protein Tyrosine Kinases) sg biatkami
btonowymi. Mozna w nich wyréznié nastepujace ele-
menty skiadowe; domene zewnatrzkomdrkowa, do-
mene transbtonowga, domene tgcznikowsg, cytopla-
zmatyczng domene zawierajgcg kinaze tyrozynowg
oraz fragment C-koncowy.

Domena zewnatrzkomorkowa — jest to domena
N-koncowa, w sktad ktérej wchodzi od 500 do 850
reszt aminokwasowych. W obrebie tej domeny znaj-
duje sie miejsce wigzgce ligand. Zar6wno sekwencja
aminokwasowa, jak i struktura trzeciorzedowa tej
domeny sg bardzo zréznicowane, co zwigzane jest z
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rozpoznawaniem i wigzaniem rdéznigcych sie bu-
dowg ligandéw oraz odmiennymi funkcjami fizjolo-
gicznymi, jakie petnig poszczegdlne czasteczki re-
ceptorowe zaliczane do tej rodziny kinaz.

W skiad domeny transbtonowej wchodzi okoto
22-26 reszt aminokwasowych, z ktérych wiekszos$é
stanowig aminokwasy o charakterze hydrofobowym.

Sekwencja domeny tacznikowej, oddzielajgcej
domene kinazy tyrozynowej od powierzchni btony
komdérkowej ma dtugos$¢ od 41 do 50 aminokwasow.

tancuchach bocznych, co zapewnia duzg elastycz-
no$¢ konformacyjng tej domeny [5].

Ze wzgledu na réznice w budowie domeny
zewnatrzkomoérkowej receptora, kinazy tyrozynowe
tej grupy zostaty podzielone na 16 odrebnych rodzin
(Ryc. 1). Ponadto wyrézniono kilka indywidualnych
typéw, nie nalezgcych do zadnej z rodzin receptoro-
wych kinaz tyrozynowych [1, 6]

Przytaczenie ligandu do zewnatrzkomoérkowej do-
meny receptora indukuje dimeryzacje receptoréw.

HE
3 g g 5 g 8 e 5 g 5 g 5 g B8

&

&
v

o6&
Vo9
§ R

58 e 5 5 o 5 g i g

EGFR FDGFR FLT1 INSR

Domeny katalityczne

71 Regiony bogate w cysteine
U Domeny
immunoglobulinopodobne

Domena czynnika VIII

Modut v/ksztatcie pastoratu

NGFR FGFR EPH AXL HE RET HGFR ROR RYK DDR MuSK KLG

Powtdrzenia EGF-podobne

Powtdrzenia fibronektyny 111
Motywy bogate w leucyne

Fragment kwasny

Powtorzenia kadheryny

Ryc. 1. Rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych (Schemat wg. Hunter 1998, modyfikowany).

Do dnia dzisiejszego nie zostata doswiadczalnie wy-
kazana rola, jakg domena tgcznikowa petni w przeka-
zywaniu sygnatéw przez btone plazmatyczng.

Cytoplazmatyczna domena posiadajgca aktyw-
no$é kinazy tyrozynowej jest najistotniejszg domeng
dla procesu przekazywania sygnatéw. Kinazy tyro-
zynowe wyrdzniajg sie¢ wysokim stopniem homolo-
gii sekwencji w obrebie tej domeny.

Domena C-koficowa — charakteryzuje sie duzym
stopniem zmienno$ci zaréwno pod wzgledem dtugo-
$ci sekwencji (70-200 aminokwaséw), jak i struktury
trzeciorzedowej. Region ten zbudowany jest gtéwnie
z reszt aminokwasowych o charakterze hydrofobo-
wym i bogaty w reszty aminokwasowe o krétkich

POSTEPY BIOCHEMII 48( 1), 2002

Dimeryzacja receptoréw jest mechanizmem pozwa-
lajagcym na przeniesienie sygnatu zmiany konforrna-
cyjnej z domeny zewngtrzkomdrkowej do domeny
cytoplazmatycznej bez zmian w strukturze domeny
transbtonowej [7]. W wyniku auto- i transfosforyla-
cji jednej lub kilku reszt tyrozynowych w katalitycz-
nych domenach cytoplazmatycznych receptordw,
ktére po dimeryzacji znajdujg sie blisko siebie, enzy-
my te zdolne sg do fosforylacji specyficznych sub-
stratéw, co zapoczatkowuje szlak przekazywania sy-
gnatow w komaérce [1]. Mechanizm aktywacji recep-
tora poprzez jego dimeryzacje ma charakter uniwer-
salny i cechuje wszystkie klasy receptoréw czynni-
kéw wzrostu [4].
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I11. Niereceptorowe kinazy tyrozynowe

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe stanowig gru-
pe enzymoéw, ktérych wspolng cechajest brak dome-
ny zewnatrzkomaérkowej. Niektére z tych enzyméw
(np. c-Src) moga by¢ zwigzane z btong komdrkowg
poprzez asocjacje z innymi biatkami wystepujgcymi
w btonie komdrkowej. Wiekszos$¢ niereceptorowych
PTK wystepuje wytacznie w cytoplazmie, ale niekto6-
re znich mogag wystepowaé zar6wno w cytoplazmie,
jak i w jadrze (c-Abl). Do dzisiaj poznano okoto 36
niereceptorowych kinaz tyrozynowych tworzgcych
oddzielne rodziny [8], co ilustruje Ryc. 2.

la aktywnos$ci komdrkowego biatka c-Src przez auto-
inhibicje, zachodzaca w wyniku wigzania domeny
SH2 do ufosforylowanej Tyr w C-koAicowym regio-
nie enzymu (Tyr 527), co uniemozliwia tgczenie Kki-
nazy z substratem. Biatko v-Src jest produktem genu,
biorgcego udziat w transformacji nowotworowej ko-
morek przez wirus sarkomy Rous’a (RSV). v-Src nie
jest zdolny do autoinhibicji, gdyz biatko wirusowe w
pozycji 527 zamiast tyrozyny posiada fenyloalanine.
W konsekwencji, v-Src jest enzymem konstytutyw-
nie aktywnym, nie podlegajagcym procesom regula-
cyjnym. Nieograniczona fosforylacja substratow
przez aktywne biatko v-Src pobudza komorki do nie-

Rodziny Budowa (rodzaje domen)
SK3 SH2
&IC(c- Sie) mir
C*k R27777aN\\N\N\\\\\\ g
TSt (o 877NN\
PH
Dtk(T ec) E ::}W/"“\\\\\\\\\— w m w m
ADI(e-A>Q NN\ /et
Jak (Jaki) ' _M“..__..,.‘{\\\\“\\\\"
Ach e AN EEN

Ryc. 2. Rodziny niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Schemat wg. Hunter, 1998, modyfikowany).

Najlepiej poznangjest rodzina kinaz Src, w skitad
ktorej wchodzi dziewie¢ spokrewnionych ze sobg ki-
naz niereceptorowych. Kinazy rodziny Src uczest-
niczag w szlakach przewodzenia sygnatéw w komor-
ce, kontrolujac wzrost ir6znicowanie komoérek w od-
powiedzi na aktywacje receptorow czynnikéw wzro-
stu i cytokin. Najwcze$niej poznanym przedstawi-
cielem tej rodziny jest biatko Src, ktore zostato opi-
sane wczesniej w ,,Postepach Biochemii” [9]. W ko-
morce eukariotycznej biatko to moze wystepowacé w
dwoch formach, jako biatko wirusowe (v-Src, ang.
virus-Src) oraz jako biatko komoérkowe (c-Src, ang.
cellular-Src). Obie te formy charakteryzuje wysoka
homologia sekwencji aminokwaséw. Jedynie na
C-koncu, 19 aminokwaséw obecnych w c-Src,
zastgpionych jest przez 12 innych aminokwasow w
v-Src [10]. Zasadnicza r6znicgjest natomiast kontro-
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ustannej proliferacji, wywotujagc powstanie nowo-
tworu, jest wiec onkogenem [11].

Biatko c-Src (oznaczane wcze$niej pp60csrc) na
N-koncu zawiera region zbudowany z 9 -12 amino-
kwasow, do ktérego przytgczony jest kwas mirysty-
lowy (Ryc. 2). Za posrednictwem tego kwasu biatko
Src zakotwiczone jest w bionie cytoplazmatycznej
komorki. W sekwencji N-koncowej tego biatka wy-
rézni¢ mozna réwniez obszar 40-70 aminokwaséw,
unikalny dla kazdej z kinaz nalezgcych do tej rodzi-
ny, ktéry okresla ich odrebne witasciwosci.

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe odznaczajg
sie wystepowaniem charakterystycznych domen, co
umozliwia przenoszenie sygnatéw (Ryc. 2). Sg to
przede wszystkim domeny SH2 i SH3 (SH, ang. Src
Homology Domain), zbudowane z okoto 50-100 ami-
nokwasow. Domena SH2 w biatku c-Src wigze sie do
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sekwencji: [P-Tyr]-E-E-I, czyli rozpoznaje ona P-ty-

rozyne w krotkich peptydowych sekwencjach naj-

czesciej od 1do 5 aminokwaséw, potozone za fosfo-
rylowang resztg tyrozyny P-Tyr [12]. Natomiast do-

mena SH3 jest globulama domeng zbudowang z

okoto 60 reszt aminokwasowych, ktéra specyficznie

rozpoznaje siedmioaminokwasowe sekwencje boga-

te w proline [13].

Kolejng domeng wystepujagca w niereceptoro-
wych kinazach tyrozynowych jest domena wyka-
zujaca homologie do plekstryny (PH, ang. Pleckstrin
Homology Domain). Wystepuje ona réwniez w wielu
kinazach biatkowych serynowo/treoninowych, sub-
stratach kinaz biatkowych, izoformach fosfolipazy
C, biatkach regulacyjnych matych GTP-az oraz
biatkach cytoszkieletowych. Domena PH posiada
strukture globulamg sktadajgcg sie z 120 aminokwa-
sow i wigze swoiscie czasteczki fosfolipidéw. Zbu-
dowana jest ona z dwdch siedmioskretnych, piono-
wych struktur p oraz C-koncowej amfipatycznej
a-helisy [13]. Domena PH moze oddziatywa¢ jako
zalezna od fosfolipidow domena wigzgca kinazy do
btony cytoplazmatycznej [1].

W poszczeg6lnych typach niereceptorowych Ki-
naz tyrozynowych, wystepuja takze charakterystycz-
ne dla tych kinaz inne domeny [1]. W rodzinie kinaz
Abl sa to: domena wigzaca DNA i domena wigzaca
aktyne. Natomiast kinazy Jak posiadajg dwie dome-
ny katalityczne: jedng witasciwg i drugg czesciowo
homologiczng do domeny katalitycznej. Dla rodziny
Ack charakterystyczna jest domena wigzgca czynnik
Cdc-42 [8] (Ryc. 2)

W procesach przekazywania sygnatu w komdérce
docelowej opisane powyzej domeny (SH2, SH3, PH)
rozpoznaja i wigzg sie do réznorodnych biatek.
Biatka te mozna podzieli¢ na cztery grupy, w zale-
znos$ci od petnionych przez nie funkcji:

— enzymy: kinazy tyrozynowe (np. Src, Abl, Zap70,
Syk), fosfataza tyrozynowa (Shp), fosfolipaza
fosfoinozytolu (PLCy), kinaza fosfoinozytolu
(P1-3 pl 80), aktywator Ras GTP-azy (GAP);

— biatka adaptorowe (Shc, Nck, Crk, Slap, Grb 2,
Gap 1);

— biatka ,,zakotwiczajgce” (ang. docking proteins)
(IRS, p130 Cas, Chl);

— biatka stmkturalne (aneksyna, ezryna, winkulina,
talina, tenystyna, p80/85, katheryny, integryny)

(']

IVV. Udziat biatkowych kinaz tyrozynowych w
procesie przekazywania sygnatow

Nadrzedng funkcjg fosforylacji tyrozyny jest
przekazywanie sygnatow w komoérce. Receptorowe
kinazy tyrozynowe majg wiele miejsc autofosforyla-
cji i w stanie aktywnym wigzg dostepne biatka za-
wierajgce domene SH2 lub PTB (*).

| tak receptor PDGFp moze jednoczes$nie wigzac
osiem biatek zawierajagcych domeny SH2: kinazy z
rodziny Src, wiekszg podjednostke regulatorowg
pll1O kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (P1-3k), fosfoli-
paze C (PLCyl), biatko aktywujace GTPaze (GAP),
fosfataze tyrozynowga Shp2 (Syp), negatywny regu-
lator (Slap), biatka adaptorowe Nck oraz Grb2 [6]
(Ryc. 3).

Przekazywanie sygnatéw za posrednictwem
biatka Grb2 wystepuje zar6wno przez receptory typu
PDGFb, jak i EGF. Biatko Grb2 posiadajgce cen-
tralng domene SH2, otoczong dwoma domenami
SH3 jest konstytutywnie zwigzane za poSrednic-
twem domen SH3 z biatkiem efektorowym SOS [14],
SOS jest czynnikiem wymieniajagcym GDP na GTP
(ang. GTP — exchange factor) dla Ras — matego
biatka G zwigzanego z btong. SOS aktywuje Ras
przez wymiane nukleotydu GDP na GTP. Biatko Ras
aktywuje nastepnie kaskade kinaz MAP. Po zwigza-
niu z Ras kompleks Grb2/SOS jest przenoszony do
btony, gdzie domena PH biatka SOS moze od-
dziatywac z fosfolipidami btony plazmatycznej, sta-
bilizujac jego wigzanie z btong (Ryc. 3). Kompleks
Grb2/SOS powstaje réwniez pod wpltywem sy-
gnatéw pochodzacych od transhtonowych i binar-
nych czynnikéw wzrostu, onkogennych kinaz tyro-
zynowych (np. v-Src), NGF, receptora insuliny oraz
pod wptywem utworzenia kompleksu integryny z bi-
narnym receptorem Fak. Ten system jest wykorzy-
stywany do odbierania sygnatéw ze srodowiska zew-
netrznego i umozliwia wiele réznorodnych rodzajow
odpowiedzi komorkowej [1].

Fosforylacja reszt tyrozyny w czgsteczce recepto-
ra czynnika wzrostu nerwu (NGFR) indukuje ekspre-
sje czynnikow transkrypcyjnych AP-1 i AP-2 (AP,
ang. Activator Protein) oraz genéw wczesnej odpo-
wiedzi komérkowej (NGFI — A, B, C) i genu VGF.
Indukowane przez NGF czynniki transkrypcyjne
biorg udziat w regulacji ekspresji genéw kodujacych
biatka zwigzane z procesami neurotransmisji i neuro-

(*) PTB jest domeng globulamg zbudowang z okoto 150-200 aminokwasow. Rozpoznaje ona od 1 do 8 reszt aminokwasowych
lezacych przed fosforylowana reszta tyrozyny, w zachowywanej ewolucyjnie sekwencji: N-P-X-[P-Tyr] [1; 14].
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modulacji. Istnieje kilka szlakéw przekazywania sy-
gnatu w komdrkach neuronalnych w odpowiedzi na
sygnat przytgczenia NGF, co zostato opisane w ,,Po-
stepach Biochemir [15].

Natomiast w szlaku Jak/STAT fosforylacja tyro-
zyny w biatku STAT przez kinaze Jak jest potrzebna

do dimeryzacji, a nastepnie translokacji dimeru
STAT do jadra i zwigzania z DNA [16].
dimer PDGF
q‘\\\ﬁ,‘/:s,\\\.va /: '?
Receptor PDGF B \// \V/
eceptor P B oL \Y/
o\ ',:.J: 1
PP eV It m by
Eli = ;
G I
. e-yne | Y116 —(p)
Erk(MAP kinase) -] oG

Nek = (P—17751 Y781 —{p)

(GAPI(P)-1v711 |

/.
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Shp2 =< P

o Y1009 —{p)
2t = |
P

Kinazy nalezgce do rodziny FGFR sg niezbedne
dla ograniczenia wzrostu chondrocytéw w procesie
rozwoju kosci [17]. Receptorowe kinazy tyrozynowe
rodzin VEGF oraz Tie sg konieczne dla prawidtowe-
go przebiegu procesu angiogenezy, zapewniajac sko-
ordynowany wzrost i réznicowanie komérek nabton-
kowych oraz miesni gtadkich potrzebnych dla zacho-
wania odpowiedniego ksztattu naczyn krwiono$nych
[18, 19],

Kinazy tyrozynowe majg takze wptyw na pra-
widtowe funkcjonowanie zréznicowanych komoé-
rek. Degranulacja komorek tucznych po zwigzaniu
kompleksu: antygen/przeciwciato przez powierzch-
niowe receptory Fc wymaga obecnos$ci kinaz tyro-
zynowych z rodziny Src. Aktywno$¢ kinazy c-Src
wptywa takze w decydujacy sposob na funkcje oste-
oklastow' w resorpcji kosci, zapobiegajagc wystapie-
niu procesu osteopetrozy czyli zahamowaniu re-
sorpcji kosci przez osteoklasty [20]. Ponadto, kina-
za c-Src uczestniczy w przenoszeniu sygnatéw od
pobudzonych receptoréw (takich, jak receptor anty-
genu komérek T, receptor antygenu komadrek B oraz
receptor o wysokim powinowactwie dla Igg) kom6-
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rek tucznych do cytozolu komorek efektorowych
odpowiedzi immunologicznej. Dodatkowo kinazy
biatkowe z tej rodziny asocjujg z biatkami po-
wierzchniowymi CD2, CD4, CD5 i CD28 komorek
uktadu krwiotworczego,
przesytania sygnatéw z innych receptoréw. Kinaza
c-Src jest aktywowana w wybranych typach komo-
rek krwiotwdrczych przez czynniki wzrostu oraz

co wzmacnia potencjat

5rc) blona koméekowa

domena
< sty
pl10 |
~185] PI3- kinaza

Ryc. 3. Przekazywanie sygnatu przez ki-
naze tyrozynowga receptora
PDGF (Schemat wg. Hunter
1998, modyfikowany).

czasteczki interleukiny-2 i interleukiny-3. Kinaza
c-Src jest takze odpowiedzialna za przeptyw infor-
macji wewnatrzkomérkowej generowanej w wyni-
ku aktywacji receptorowych kinaz tyrozynowych,
takich jak PDGFR i CSF-1R [8].

Biatkowe kinazy tyrozynowe uczestniczg réwniez
w transdukcji sygnatéw w ptytkach krwi w odpowie-
dzi na dziatanie zewngtrzkomérkowych stymulato-
réw’m. in. trombiny, ADP, kolagenu, czy tez czynni-
ka aktywujacego (PAF), co szerzej jest opisane w
»Postepach Biochemir [9].

Natomiast cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowg
Bmx, ktorej gen zidentyfikowano na chromosomie X
jest cztonkiem rodziny Btk/Emt/Tec/Txk. Duze ste-
zenia transkryptu genu BMX, znaleziono w komdr-
kach linii hematopoetycznych. Wydaje sig, ze Bmx
moze bra¢ udziat w transdukcji sygnatéw w komor-
kach hematopoetycznych, jak réwniez w komorkach
endokardialnych i nabtonkowych naczyn [21].

Podsumowujgc, fosforylacja reszt tyrozyny
spetnia wiele funkcji fizjologicznych tkankowo spe-
cyficznych, wuczestniczac w regulacji proceséw
wzrostu, rozwoju i réznicowania komorek.
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V. Onkogenny charakter biatkowych kinaz
tyrozynowych

W procesie nowotworowym uczestniczy wiele
pojedynczych szlakéw przekazywania sygnatow,
ktére niezaleznie od siebie zaburzajg regulacje pod-
stawowych procesow komoérkowych. | tak na
przyktad zaburzenie w szlaku sygnalnym biatka Ras
powoduje niekontrolowang proliferacje, w szlaku
retinoblastomy zmienia kontrole cyklu komérko-
wego, w szlaku biatka p53 powoduje apoptoze itd.
Zaburzone wspotdziatanie tych szlakow skiada sie
ostatecznie na rozwdj petnej, ztosliwej postaci raka
[22],

Receptorowe i niereceptorowe Kkinazy tyro-
zynowe oraz ich substraty w szlakach transdukcji sy-
gnatéw moga funkcjonowaé jako onkogeny. Jedna z
przyczyn, ktéra powoduje onkogennos$¢ kinaz tyro-
zynowych sg mutacje w proto-onkogenach je ko-
dujagcych. Na przykiad proto-onkogen c-ret (ko-
dujacy kinaze receptorowg, ktdra zawiera w domenie
zewnatrzkomdrkowej struktury podobne do kathery-
ny o nieznanym ligandzie) ulega mutacjom albo po-
woduje rearanzacje innych genow, w wyniku ktorych
powstajgcy produkt biatkowy powoduje kilka rodza-
jow endokrynnej neoplazji typu 2 (MEN2). Inny ro-
dzaj mutacji wystepuje miedzychromosomowo, jako
translokacja i fuzja sekwencji BCR (ang. Breakpoint
Cluster Region) z ludzkiego chromosomu 22 do frag-
mentu diugiego ramienia chromosomu 9, w ktérym
kodowana jest kinaza tyrozynowa c-ABL. Powstaje
chimeryczny gen BCR-ABL, ktérego produkt ma ak-
tywnos$¢ kinazy tyrozynowej o kilkakrotnie wyzszej
aktywnosci niz normalna kinaza c-Abl, co powoduje
transformacje fibroblastow i szybko postepujaca leu-
kemie (biataczke) u dorostych. Stwierdzono, ze wie-
le rodzajow biataczek jest spowodowanych translo-
kacjai fuzjg ré6znych fragmentéw chromosomdw. Na
przykiad wspomniany juz gen kinazy ABL taczy sie
z genem kodujgcym czynnik transkrypcyjny TEL z
chromosomu 12. Produkt tego chimerycznego genu
wykazuje zwiekszong aktywno$¢ kinazy tyrozyno-
wej ABL. Zidentyfikowano rowniez fuzje genu TEL
z kinazg receptorowa PDGFR[3 na chromosomie 5.
Produkt tego fuzyjnego biatka wykazuje zwigekszong
homodimeryzacje receptorow i aktywacje kinazy po
zwigzaniu liganda, co jest przyczyng transformacji
monocytéw w krwi iszpiku oraz zaburzen w normal-
nym rozwoju i produkcji komdrek krwi. Mutacje za-
chodzagce w domenach transbtonowych i zewnatrz-
komoérkowych kinaz receptorowych moga prowa-
dzi¢ do aktywacji kinaz niezaleznie od liganddw, co
stwierdzono u kinaz receptorowych wyizolowanych
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z wirusOw onkogennych. Ponadto, delecja czesci re-
gulatorowej kinaz tyrozynowych takze prowadzi do
onkogennej aktywacji tych enzymow [23].

Oprocz mutacji, kolejnym mechanizmem onko-
gennej aktywacji kinaz tyrozynowych jest tzw. za-
mkniecie w ,autokrynng petle wzrostu” (ang. auto-
crine growth loops). Zjawisko to wystepuje w przy-
padku anormalnej ekspresji lub nadekspresji typo-
wej kinazy tyrozynowej, ktéra zachodzi w obecnosci
asocjujacego z nig ligandu lub nadekspresji ligandu
w obecnosci normalnego receptora. Taki mechanizm
transformacji opisano dla EGFR, czynnika stymu-
lujacego proliferacje i réznicowanie komoérek pre-
kursorowych krwi (CSF-1R, ang. Colony Stimula-
ting Factor-1 Receptor), IGF-IR, MET (receptor
czynnika rozproszenia, nalezgcy do rodziny HGFR) i
PDGFR. Mechanizm ten jest przyczyng wielu form
glioblastomy oraz nowotwordw takich narzgdow
jak: pecherza moczowego, piersi, ptuc, prostaty i
zotadka. Szczegélnie zwiekszona ekspresja pro-
to-onkogenéw kinaz rodziny EGFR, tj. EGFR,
erbB-2 lub HER-2/NEU (skroty pochodza od nazwy
nowotworu, z ktérego zostat wyizolowany, np. erb
ang. erytroblastoma\ neu ang. neuroblastoma\ HER
— analog onkogenu neu u ludzi), erbB-3 lub erbB-4
jest przyczyng wielu nowotworow [23].

Trzeci rodzaj mechanizméw obejmuje takie zmia-
ny w regulacji kinaz tyrozynowych, ktére wptywaja
na ich aktywno$é. Sg to na przykiad mutacje w
biatkach petnigcych funkcje negatywnych regulato-
row szlakéw przekazywania sygnatéw, zarowno Ki-
naz, jak i fosfataz. W przypadku raka jelita grubego
obserwowano $rednio 15-krotnie wyzszg aktywnos$¢
kinazy Src w stosunku do aktywnosci w normalnych
komérkach. Rak ten, drugi pod wzgledem czestotli-
wosci wystepowania po raku ptuc, stanowi blisko
15% wszystkich nowotwordéw ztosliwych. W komér-
kach nowotworéw rozsianych (zto$liwych) aktyw-
nos$¢ Src wzrasta Srednio 90-krotnie. W tych komor-
kach wystepuje takze 5-krotna nadekspresja kinazy
Src. Przypuszcza sie, ze przyczyng tak drastycznie
zwiekszonej aktywnosci tej kinazy sg zaréwno zmia-
ny w regulacji aktywnos$ci, zwiekszona ekspresja,
jak i zmiany w samym biatku Src.

Dla szybkiego wzrostu guza i rozsiania komorek
nowotworowych ogromne znaczenie ma proces two-
rzenia naczyn krwionosnych. Tutaj takze wazng role
odgrywajg receptorowe kinazy tyrozynowe i ich li-
gandy jak np. nabtonkowy czynnik wzrostu naczyn -
VEGF. Oddziatuje on z dwoma typami receptoréw o
duzym powinowactwie do VEGF z wewnetrzna ak-
tywnoscig kinaz tyrozynowych: VEGFR-1/FLT-1
(ang. Fms-Like Tyrosine Kinase-1) i YEGFR-2/
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FLK-1 (ang. Fetal Liver Kinase-1) /KDR (ang. Kina-
se Insert Domain Containing Receptor) [23; 24],

VI. Inhibitory kinaz tyrozynowych i ich
potencjalne zastosowanie w terapii

W komoérkach wielu typow nowotworéw mozna
zaobserwowac zaburzenia przekazywania sygnatéw
mitogennych wskutek zmian aktywnosci kinaz tyro-
zynowych. Zmiany te moga by¢ przyczyng powsta-
wania nowotworéw, a takze niektérych choréb
umystowych, kardiologicznych i schorzen endokry-
nologicznych [25]. W zwigzku z tym biatkowe Kina-
zy tyrozynowe sg atrakcyjnym obiektem badan przy
poszukiwaniu czynnikdw terapeutycznych przeciw-
ko nowotworom i innym schorzeniom. Zagadnienia
te staty sie tematem dwdch kolejnych miedzynarodo-
wych konferencji organizowanych w Warszawie
przez prof. Davida Sugara {Inhibitors ofProtein Ki-
nases, 1998 i 2001). Materiaty z tych konferencji
opublikowano w ,,Pharmacology & Therapeutics”
oraz ,,Cellular & Molecular Biology Letters”.

Obecnie prowadzone sg intensywne badania do-
tyczace zastosowania farmakologicznego inhibito-
row kinaz tyrozynowych. W ciggu ostatnich pieciu
lat utworzono nowg klase strukturalnych inhibitoréw
kinazy tyrozynowej EGFR. Charakteryzujg sie one
wysoka skutecznoscig, specyficznoscig i aktywno-
§cig/« vitro i in vivo, ajednoczes$nie relatywnie mata
toksyczno$cia dla pacjentéw [26].

Wyrd6znia sie dwa rodzaje inhibitoréw stosowane
w terapii nowotwordow: inhibitory wigzace sie do
miejsca wigzania ATP w domenie katalitycznej kinaz
(np. genisteiny) iinhibitory hamujace aktywnos$¢ Ki-
naz tyrozynowych poprzez wigzanie sie do miejsca
wigzania substratu (np. tyrphostyny).

Wiekszo$¢ inhibitor6w nowej generacji dziata na
zasadzie wspo6tzawodnictwa z ATP w miejscu aktyw-
nym kinazy tyrozynowej. Nalezg do nich gtéwnie in-
hibitory dla receptoréw: EGFR, PDGFR, FGFR oraz
dla Src [27]. Inhibitory te wigzg sie do wysoko kon-
serwowanej sekwencji w ,,kieszeni” wigzacej nukle-
otydy w domenie katalitycznej. Specyficzne inhibi-
tory kinaz wykorzystujg pewng zmiennos$¢ sekwen-
cji wokot miejsca wigzania ATP, jak irdznice konfor-
macyjne miedzy forma aktywna i nieaktywna kinazy
[28].

Ostatnio odkryto klase inhibitoréw o duzym po-
winowactwie, ktére bardzo selektywnie i nieodwra-
calnie inaktywujg kinaze tyrozynowg EGFR poprzez
specyficzng, kowalencyjng modyfikacje cysteiny w
miejscu wigzgcym ATP. Istniejg dowody, ze zwigzki
te oddziatywuja w analogiczny sposob z erb B-2, ale

72

nie wptywaja na inne kinazy tyrozynowe zaréwno re-
ceptorowe, jak i cytozolowe [29].

Inng grupg inhibitoréw kinaz sg tyrphostyny, kté-
re dziataja m. in. na: Jak2, Src, p210Bcr Adl, IGF-IR,
EGFR, PDGFR. Poniewaz wymienione kinazy indu-
kujg szlaki sygnalne powstata koncepcja ,terapii
transdukcji sygnatowej” stosowanej w chorobach i
stanach zapalnych takich jak: rak, tuszczyca, posocz-
nica czy stwardnienie rozsiane [30].

W ciggu ostatnich kilku lat odkryto wiele, tatwo
whnikajagcych do komoérek inhibitorow kinaz biatko-
wych, ktore wykazujg relatywnie duzg specyficznos¢
do poszczeg6lnych kinaz. Sg wykorzystywane do
identyfikacji fizjologicznych substratéw kinaz, jak i
badania funkcji komo6rkowej tych kinaz [31].

Jedynym mechanizmem hamujgcym wzrost i roz-
przestrzenianie sie raka jest w przypadku wielu ro-
dzajéw nowotwordéw, zahamowanie tworzenia sie
naczyn krwionosnych, w tym takze naczynek wtoso-
watych, co jest wazne w procesie proliferacji komé-
rek rakowych. Na tej zasadzie dziata na przykitad in-
hibitor PTK 787/ZK 222584, bedacy specyficznym
inhibitorem kinazy VEGFR [32].

Wyjatkowo wysokie powinowactwo i specyficz-
no$¢ do niektérych kinaz tyrozynowych wykazano
dla serii inhibitoréw bedgcych pochodnymi 2-fenylo-
aminopirymidyn. Najbardziej obiecujgcy sposrdd
nich wydaje sie STI-571. Posiada on wysokie powi-
nowactwo do niereceptorowej kinazy tyrozynowej
Abl, natomiast nie wptywa na aktywnos$¢ kinaz sery-
nowo/treoninowych i wiekszosci receptorowych ki-
naz tyrozynowych (oprécz dwdéch kinaz receptoro-
wych — PDGF i c-kit). W testach klinicznych wyka-
zano skuteczno$¢ inhibitora STI-571 w leczeniu roz-
legtej biataczki szpiku kostnego, ktorej towarzyszy
wzmozona aktywacja kinazy Abl przy jednoczes$nie
niewielkich skutkach ubocznych [33]. Inhibitor ten
rozpoznaje i wigze sie do kinazy bedacej w nieak-
tywnej konformacji, w ktoérej miejsce aktywacyjne
(Tyr39) nie jest ufosforylowane, utrzymujgc enzym
w stanie nieaktywnym. Na podstawie powyzszych
wynikéw zasugerowano, ze zwigzki chemiczne, kté-
re wykorzystujg indywidualne mechanizmy inakty-
wacji dla konkretnych kinaz biatkowych wykazujg
zaréwno wyzsze powinowactwo, jak iwyzszg specy-
ficznos¢ [29].

VII. Uwagi koncowe
Biatkowe kinazy tyrozynowe petnig kluczowg

role w prawidtowym funkcjonowaniu komdérek
zwierzecych.

POSTEPY BIOCHEMII 48( 1), 2002



Réznorodnos$¢ budowy receptorowych kinaz tyro-
zynowych zapewnia selektywne i sprawne przekazy-
wanie sygnatéw czynnikéw wzrostu.

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe dzieki obec-
nosci domen SH2, SH3 i PH majg zdolno$¢ do wigza-
nia réznych biatek. Sg to biatka adaptorowe, zako-
twiczajgce, strukturalne i enzymatyczne. Wskazuje
to na ich szerokie wykorzystanie w procesach prze-
kazywania sygnatu, a tym samym podobnie jak w
przypadku kinaz receptorowych w procesach wzro-
stu, rozwoju iréznicowania komorek.

Zaburzenia w szlakach przekazywania sygnatéw
mogg prowadzi¢ do transformacji nowotworowej -
tak jak dzieje sie w przypadku mutacji proto-onkoge-
néw kodujacych kinazy tyrozynowe, co prowadzi do
réznego typu biataczek. Oprdécz mutacji, onkogenna
aktywacja kinaz tyrozynowych moze zachodzi¢ po-
przez anormalng ekspresje lub nadekspresje typowej
kinazy tyrozynowej lub tez nadekspresje ligandu
skutkujac roznymi formami nowotwordéw.

Ze wzgledu na udziat kinaz tyrozynowych w pro-
cesach transformacji nowotworowej wydaje sie by¢
pozadanym poszukiwanie nowych, specyficznych
inhibitorow tych enzymdw o znaczeniu klinicznym a
takze dalsze badanie budowy i funkcji enzymow od-
powiedzialnych za fosforylacje biatek.

Artykut otrzymano 11 pazdziernika 2001
Zaakceptowano do druku 2 stycznia 2002
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Roslinne kinazy biatkowe fosforylujace tyrozyne

Plant protein kinases phosphorylating tyrosine
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Spis tresci:
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IV. Rodzina kinaz LAMMER

V. Udziat kinaz o podwojnej specyficznosci w przekazywa-
niu sygnatow stresu

V1. Kinazy fosforylujgce tyrozyne w biatkach drozdzy

VI1l.Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: CDC — kinaza zalezna od cy-
klin (ang. Cyclin Dependent Kinase); CTR1 — Kkinaza seryno-
wo-treoninowa (ang. Constitutive Triple Response)’, DSK — Kki-
naza biatkowa o podwadjnej specyficznosci (ang. Dual Specifici-
ty Kinase)', EIN2 — biatko receptorowe btony jadrowej niewra-
zliwe na etylen (ang. Ethylene Insensitive)’, EREBP (ang. Ethy-
lene Response Element Binding Protein)’, ERS (ang. Ethylene
Response Sensor); ETR — receptor etylenu (ang. Edtylene
Receptor); MAPK — kinaza MAP (ang. Mitogen Activated Pro-
tein Kinase); MBP — biatko zasadowe mieliny (ang. Myelin
Basic Protein); MEK — kinaza fosforylujgca i aktywujgca ERK
(ang. Mitogen/Extracellular — Signal Regulated Kinase Kina-
se); MKK — kinaza kinazy MAP (ang. MAP Kinase Kinase);
MKKK — kinaza kinazy kinazy MAP (ang. MAP Kinase Kina-
se Kinase).

. Wstep

Badania fosforylacji biatek u roslin sg znacznie
mniej zaawansowane anizeli u zwierzat, dlatego tez
poczatkowo poszukiwano u ros$lin kinaz tyrozyno-
wych podobnych do znanych kinaz ze Swiata zwie-
rzecego. Ostatnie lata dostarczyty jednakze danych
molekularnych wykluczajacych obecnos$¢ u roslin
typowych kinaz tyrozynowych.

Jednocze$nie wykazano, ze zawarto$¢ fosfotyro-
zyny w biatkach komdrek tytoniu i kukurydzy jest

‘Mgr, Ar, 3prof. drhab.; Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Pa-
winskiego 5a, 02-106 Warszawa, tel. 658 47 06, e-mail: mu-
szynsk@ibb.waw.p
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ponad 10-krotnie wyzsza [1, 2] od iloSci wyste-
pujacej normalnie w komoérkach zwierzecych i po-
rownywalna z iloscig fosfotyrozyny w komoérkach
zwierzecych transformowanych nowotworowo [3].
Fakt ten Swiadczy o obecnos$ci w roslinach swoistych
kinaz biatkowych fosforylujgcych tyrozyne. Niniej-
szy artykut przedstawia aktualne wyniki badan do-
tyczgce tego problemu.

Il. Fosforylacja tyrozyny w biatkach
roslinnych

Badania wptywu fosforylacji tyrozyny na rozwdj
embrionéw kokosa (Cocos nucifera L.) wykazaty w
znakowanych [32P] hydrolizatach biatkowych obec-
no$¢ wszystkich trzech fosfoaminokwasow: P-Tyr,
P-Thr i P-Ser. Aktywno$¢ kinazy fosforylujacej
reszty tyrozyny identyfikowano przy uzyciu prze-
ciwciat monoklonalnych anty-P-Tyr oraz na podsta-
wie fosforylacji substratu RR-Src (fragment peptydu
kinazy tyrozynowej Src). Stwierdzono zmienny po-
ziom aktywnos$ci w zalezno$ci od stadium rozwojo-
wego zarodkéw [4],

Materiatem do badan nad identyfikacjg aktywno-
$ci kinaz fosforylujacych tyrozyne byty réwniez ko-
rzenie Catharantus roseus transformowane DNA
bakterii azotanowej (Agrobacterium rhizogenes) [5].
Badano ekstrakty komdérkowe frakcji cytosolowej i
btonowej. Stwierdzono obecnos$é kilku ufosforylo-
wanych biatek, opornych na dziatanie hydrolizy al-
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kalicznej, co Swiadczyto o obecnos$ci w tych biatkach
fosforylowanych reszt tyrozynowych i treonino-
wych. Biatka te reagowaty z przeciwciatami skiero-
wanymi przeciwko fosfotyrozynie.

Interesujgce badania przeprowadzono ostatnio na
fasoli (Phaseolus vulgaris), badajgc fosforylacje
profiliny [6]. Profiliny sg matymi biatkami ~15kD,
wystepujacymi powszechnie w komdrkach eukario-
tycznych, bedacymi waznym alergenem pytkowym u
roslin [7]. Stwierdzono wptyw profiliny na polime-
ryzacje aktyny podczas tworzenia filamentéw w cy-
toszkielecie [8]. Wydaje sie, ze profilina wptywa ta-
kze na metabolizm fosfoinozytoli i petni wazng funk-
cje w przekazywaniu sygnatow zarowno u zwierzat i
drozdzy, jak i u roslin. Zastosowanie metod elektro-
forezy dwukierunkowej i immunodetekcji pozwolito
na identyfikacje w brodawkach korzeniowych fasoli

§lin. Z opisanych prac wynika, ze w biatkach roslin-
nych zachodzi fosforylacja reszt tyrozyny i fosfory-
lowane sg takze substraty egzogenne, jak np. polime-
ry syntetyczne zawierajgce tyrozyne (poli Glu, Tyr)
oraz RR-Src. Jednakze wyniki wiekszo$ci badan
wskazujg, ze w biatkach endogennych, jak i wielu
egzogennych fosforylowane sg wszystkie trzy ami-
nokwasy, a nie wytgcznie tyrozyna. Pierwsze donie-
sienia o wystepowaniu kinaz o podwdjnej specyficz-
nosci DSKs (ang. Dual-Specificity Protein Kinases)
pochodzg z 1992r. [10]. Doniesienia te wzbudzity
poczatkowo wiele watpliwosci wérod badaczy kinaz
biatkowych. Dopiero badania molekularne wyka-
zujace, ze enzymy te cechuje mozaikowa struktura
sekwencji zawierajgca zarbwno motywy charaktery-
styczne dla kinaz serynowo-treoninowych, jak ityro-
zynowych (Ryc. 1) pozwolity na zdefiniowanie tej

HRD LR/AAA/RN,

HRDLKPE}V
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'!“:' iR w < &8 A ) fre L s
g a4 OOV |V VI| VO vOp D¢ (X X
/
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/
6T SXXY FXAPE

PI/VK/RWT/MAPE

Ryc. 1. Budowa typowej domeny katalitycznej kinaz. (Schematwg. Stone i Walker, 1995 [12], modyfikowany). Czcionka pogrubiong zaznaczo-
no sekwencje charakterystyczne dla kinaz tyrozynowych, natomiast sekwencje podkreslone sg charakterystyczne dla kinaz serynowo/treoni-

nowych.

pieciu izoform profiliny. Chromatografia cienkowar-
stwowa i uzycie roslinnej fosfatazy tyrozynowej
(AtPTPI) wykazaty obecno$¢ w profilinie ufosfory-
lowanej tyrozyny. Mozna przypuszcza¢, ze profilina
jest jednym z fizjologicznych substratéw dla kinaz
fosforylujgcych tyrozyne [6].

Z cytosolu siewek kukurydzy wyizolowano i cze-
§ciowo oczyszczono uwie kinazy biatkowe fosfory-
lujgce tyrozyne, o masach czgsteczkowych 57 kD i
64 kD. Kinaza o m. cz. 57 kD ulega silnej autofosfo-
rylacji. Zaré6wno w endogennych biatkach o masie
czgsteczkowej 57 kD i 64 kD, jak iw substracie egzo-
gennym (kazeinie), fosforylowane sg: tyrozyna i se-
ryna. Kinazy te wykazujg szerokg specyficznos¢ sub-
stratowg, fosforylujgc zar6wno substraty kinaz tyro-
zynowych, jak tez substraty kinaz serynowo/treoni-
nowych [9].

Powyzej przedstawiono dotychczasowe wyniki
biochemicznych badan fosforylacji tyrozyny u ro-
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grupy enzymow. | tak np. kinaza z soi GmPK6 ma
budowe mozaikowag i posiada sekwencje charaktery-
styczne zarowno dla kinaz serynowo-treoninowych
jak ityrozynowych [11].

Innym przyktadem kinaz o mozaikowej sekwencji
moze by¢ kinaza APK1 (ang. Arabidopsis Protein
Kinase 1). Analiza sekwencji tej kinazy wykazata, ze
rejony VI i VIII domeny katalitycznej sg charaktery-
styczne dla kinaz serynowo-treoninowych, nato-
miast rejon IX wykazuje homologie do kinaz tyrozy-
nowych. Stwierdzono, ze biatko ekspresyjne tej ki-
nazy fosforyluje reszty seryny i treoniny zarbwno w
biatkach endogennych, jak iegzogennych. Jednocze-
$nie jednak kinaza ta reaguje z przeciwciatami skie-
rowanymi przeciwko fosfotyrozynie. Wydaje sie
wiec, ze APK1 jest kinazg o podwdéjnej specyficzno-
§ci, ktdra fosforyluje reszty wszystkich trzech ami-
nokwasOw, przy czym reszte tyrozyny w ograniczo-
nym zakresie, tylko podczas autofosforylacji [13].

75



Kolejnym przyktadem moze by¢ kinaza ADK1
(ang.Arabidopsis Dual-Specificity Kinase 1). Otrzy-
mana po ekspresji kinaza ADK1 autofosforyluje
reszty seryny, treoniny i tyrozyny. Ponadto, w do-
Swiadczeniach in vitro kinaza ta fosforylowata reszty
tyrozyny w egzogennym substracie poli Glu, Tyr. Po-
dobnie jak APK1, ADK1 posiada sekwencje podob-
ne zaréwno do kinaz serynowo-treoninowych (wyso-
ka homologia do CKI zwierzecej i drozdzowej), jak i
kinaz tyrozynowych [14].

Do grupy kinaz o podwdjnej specyficznosci mo-
zna zaliczy¢ takze kinaze kodowang przez gen ATN1
z Arabidopsis [15]. Kinaza ATN1 posiada takze
strukture mozaikowg oraz na N-koncu sekwencje
charakterystyczng dla mirystylacji.

Powyzej wymienione kinazy cechuje zdolnos$¢ do
autofosforylacji reszt seryny, treoniny i tyrozyny
oraz w réznym stopniu fosforylacji tych reszt amino-
kwasowych w substratach egzogennych. Wyniki
tych badan sugeruja, ze poznane dotychczas roslinne
kinazy fosforylujgce tyrozyne sg kinazami o podwdj-
nej specyficznosci.

I1l. Kinazy MAPK

Kinazy o podwojnej specyficznosci uczestniczgw
kilku gtownych szlakach przekazywania sygnatow w
komérce zwierzecej, co opisano uprzednio m. in. w
,.Lostepach Biochemii” [16-18]. W kazdym ze szla-
kow przekazywania sygnatow, zwanych kaskadg Ki-
naz MAP obecnajest kinaza okre$lana jako MAPKK
(ang. Mitogen Activated Protein Kinase Kinase) lub
MEK (ang. Mitogen/Extracellular-Signal Regulated
Kinase Kinase). MAPKK/MKK/MEK jest kinazg o
podwojnej specyficznosci, poniewaz katalizuje fos-
forylacje reszt treoniny i tyrozyny w sekwencji TXY
w czagsteczce MAPK. Taki schemat przekazywania
sygnatow jest ewolucyjnie zachowywany w komér-
kach eukariotycznych [19].

Sekwencja TEY byta pierwszg poznang i
poczatkowo uwazana zajedyna sekwencje rozpozna-
wang w procesie fosforylacji, przez kinazy o podwdj-
nej specyficznosci [20]. Obecnie znanych jest kilka
motywow sekwencyjnych rozpoznawanych przez
grupe kinaz MKK/MEK. W zaleznosci od tego, czy
MKK fosforyluje kinazy ERK, JNK (ang. c-Jun
NAerminal Kinase) /SAPK (ang. Stress Activated
Protein Kinase) czy tez p38, motywem sekwencyj-
nym, w ktérym znajdujga sie reszty tyrozyny lub tre-
oniny jest; TEY, TPY lub TGY, odpowiednio [21].

Kinazy z rodziny MKK/MEK petnig réwniez
istotng role we wtasciwej lokalizacji i organizacji ka-
skady kinaz MAP. Ostatnio stwierdzono, ze przeka-
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zywanie sygnatéw szlakiem kinaz MAP zaréwno u
ssakOw, jak i u drozdzy (Saccharomyces cerevisiae)
regulowane jest przez biatka tworzace ,,rusztowanie”
dla wieloenzymowych komplekséw (ang. scaffold
proteins). Biatka te ufatwiajg aktywacje szlaku
MAPK oraz zapewniajg specyficznos¢ sygnatowg
poprzez ochrone kinaz MAP przed dziataniem nie-
specyficznych bodzcow [22].

Kinazy o podwdjnej specyficznosci uczestniczg w
kaskadach kinaz MAP takze u roslin. U Arabidopsis
zidentyfikowano kinazy kinaz MAP (ATMEK]Y,
ATMKK?2, ATMKK3, ATMKK4, ATMKKS5) fosfo-
rylujgce tyrozyne itreonine w charakterystycznej se-
kwencji TEY w regionie VIII domeny katalitycznej
we wszystkich roslinnych kinazach MAP. Kinazy ki-
naz MAP wyizolowano takze z innych roslin, np. z
pomidora (TMEK1), z tytoniu (NPK2) iz kukurydzy
(ZmMEKI) [23, 24]. Obecno$¢ tych enzymoéw
Swiadczy o istnieniu w roslinach kaskady kinaz
MAP.

Z biblioteki ekspresyjnej wierzchotk6w korzenio-
wych  kukurydzy wyizolowano klon cDNA
ZmMEKI. ZmMEKI zawiera ,otwartg ramke od-
czytu” kodujaca biatko o dtugosci 355 aminokwaséw
i o0szacowanej masie czgsteczkowej -40 kD. Jest to
kinaza kinazy MAP aktywowana przez stres lub mi-
togeny M/SAPKK (ang. Mitogen/Stress-Activated
Protein Kinase Kinase). Do tej rodziny zaliczamy
rowniez inne kinazy o podwdjnej specyficznosci,
ktérych jedynymi substratami in vivo sg M/SAPK.
Do tej pory wyizolowano sze$¢ homologéw genow
M/SAPKK z Arabidopsis, jeden z tytoniu ijeden z
ziemniaka. Domena katalityczna ZmMEKI jest po-
dobna w 65% do homologicznego genu z tytoniu (Le-
MEK1) i wykazuje takze podobienistwo (39-60%) do
domen M/SAPKK innych roélin oraz zwierzat i grzy-
béw [25].

U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano kilka Ki-
naz MAP — substratow MEK/MKK, ktére wykazujg
duzg homologie do kinaz zwierzecych i drozdz-
owych [26]. Kinazy te zostaty poczatkowo sklasyfi-
kowane w trzy grupy: 1) ATMPK1, 2i7; 2) ATMPK3
i6; 3) ATMPK4 i5, ap06zniej zidentyfikowano do-
datkowo grupe 4) ATMPKS8 i 9 [27]. Podobienstwo
aminokwasowe wewnatrz poszczegélnych grup wy-
nosito od 75% do 94%, natomiast pomiedzy grupami
wahato sie w granicach od 53% do 72%.

IV. Rodzina kinaz LAMMER

Kilka lat temu opisano nowg rodzine kinaz o po-
dwojnej specyficznosci tzw. rodzine LAMMER. Ki-
nazy tej rodziny autofosforylujg sie na resztach sery-
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ny, treoniny ityrozyny zaréwno in vitro jak i in vivo
oraz posiadajg konserwatywny motyw EHLAM-
MERI/VLGPLP w rejonie X domeny katalitycznej,
ktdry jak poczatkowo przypuszczano moze uczestni-
czy¢ w rozpoznawaniu substratu. Do tej rodziny na-
lezy ssacza kinaza CIk/STY, kinaza DOA z Dro-
sophila, ludzka SK-G1, KNS1 u Saccharomyces ce-
revisiae oraz kilka innych kinaz eukariotycznych.
Kinazy te sg spokrewnione z rodzing kinaz MAP, ale
posiadajg inng specyficzno$¢ substratowq in vivo.
Wykazujg takze podobieAstwo do kinaz zaleznych
od cyklin typu CDC-2. Pomimo, ze ich funkcja fizjo-
logiczna nie zostata jeszcze wystarczajgco poznana,
wiadomo, ze kinazy LAMMER uczestniczg w fosfo-
rylacji i regulacji czynnikéw alternatywnego sktada-
nia RNA (ang. splicing) bogatych w seryne/arginine
(SR). Sugeruje sie takze, ze kinazy te moga petnic
role w regulacji wzrostu i réznicowania komorek
[28, 29].

Roslinng kinazg nalezacg do rodziny LAMMER
jest kinaza PK12. Zostata ona zlokalizowana w
jadrze komoérek tytoniu. Kinaza PK12, podobnie jak
zwierzece kinazy LAMMER fosforyluje czynniki al-
ternatywnego sktadania RNA bogate w seryne/argi-
nine (SR) in vitro i zmienia ich aktywno$¢ powo-
dujgc alternatywne sktadanie docelowych mRNA.
PK12 z tytoniu fosforylowata zar6wno zwierzece,
jak i ro$linne biatka SR oraz specyficznie od-
dziatywata z roslinnym czynnikiem atSRp34/SRI.
Wykazano ponadto, ze sekwencja LAMMER jest
wymagana dla aktywnosci tej kinazy, ale nie jest ko-
nieczna dla rozpoznawania i wigzania substratu. Ki-
naza PK12 jest pierwszgros$linng kinazg, ktora fosfo-
ryluje i oddziatywuje z czynnikami SR [30].

V. Udziat kinaz o podwdjnej specyficznosci
w przekazywaniu sygnatow stresu

Rosliny, ktore sg szczegdlnie narazone na rézno-
rodne czynniki $rodowiskowe byly zmuszone wy-
ksztatci¢ wiele mechanizmow obronnych idlatego sg
interesujgcym obiektem do badan nad przekazywa-
niem sygnatow.

Do zbadania obecnosci kaskady kinaz MAP u
Arabidopsis postuzono sie dwiema technikami mole-
kularnymi: dwuhybrydowym screeningiem biatek
oddziatywujacych z poznanym wczesniej
ATMEKK1 (MAPKKK) oraz analizg fizycznych i
funkcjonalnych oddziatywan pomiedzy izolowany-
mi z Arabidopsis homologami MAPK, MAPKK i
MAPKKK za pomocg komplementacji mutantéw
drozdzowych. Wyizolowano zaréwno homolog
MAPKK — ATMKK2, jak i homolog MAPK —
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ATMPK4., ATMKK?2 wykazuje duze podobieistwo
sekwencyjne do MEK1 (MAPKK) z Arabidopsis.
Zaproponowano takze schemat ewentualnej kaskady
kinaz MAP: ATMEKK1 (homolog MAPKKK) od-

MAPKKK
ATMEKKI

/X
e

i_

MAPK
ATMPK4

Ryc. 2. Hipotetyczny model kaskady kinaz MAP u Arabidopsis th.
(Schematwg. Ichimura K. iwsp., 1998 [27], modyfikowa-
ny). Liniami zaznaczono oddziatywania pomiedzy kinazami
badane poprzez system dwuhybrydowy (linie pogrubione) i
komplementacje mutantéw drozdzowych (linie cienkie).

dziatywuje z MEK1l i ATMKK2 (homologi
MAPKK), ktore to przekazujg sygnat do ATMPK4
(homolog MAPK) [27] (Ryc. 2).

Roslinne kaskady kinaz MAP odgrywajg wazng
role w podziatach komérkowych i odpowiedzi na
stres, na przykiad w przekazywaniu sygnatéw
wywotanych przez takie czynniki jak: patogeny,
stres abiotyczny oraz hormony roslinne tj. kwas ab-
scysynowy (ABA), auksyne lub etylen [31]. ABA
wywotuje sygnat hormonalny w sposdb tkanko-
wo-specyficzny, aktywujac kaskade kinaz MAP w
protoplastach warstwy aleuronowej jeczmienia [32],
Réwniez mechaniczne uszkodzenia powodujg na-
tychmiastowa indukcje i aktywacje kinaz MAP u ro-
§lin jedno- i dwulisciennych. U lucerny {Alfa alfa)
stymulacja mechaniczna, zranienie, stresy zimna i
suszy powodujg szybka, natychmiastowg aktywacje
kinaz MAP, a w konsekwencji aktywacje transkryp-
cji odpowiednich genow [33]. Kaskada kinaz MAP
aktywowana jest takze podczas stresu osmotycznego
zarowno w komdrkach tytoniu [34], jak i u Arabi-
dopsis [35].

Z komoérek lucerny poddanych hiperosmotyczne-
mu stresowi solnemu wyizolowano kinaze SIMK
(SIMKK, ang. Salt Stress-Induced MAPKK), ktéra
fosforyluje in vitro i in vivo reszty treoniny ityrozy-
ny w miejscu katalitycznym kinazy MAP nazywanej
SIMK. Swiadczy to, ze SIMKK jest, podobnie jak
inne kinazy MAPK, kinaza o podwojnej specyficz-
nosci [24].
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Wynika z tego, ze kaskada kinaz MAP jest mecha-
nizmem przekazywania sygnatdw, wspdélnym u
wszystkich Eukariota. Aktywacja tej kaskady,
wywotywana przez rézne czynniki, stymuluje specy-
ficzng odpowiedZ fizjologiczng.

Niedawno wykazano, ze H20 2 jest centralng
czasteczkg sygnatowa w odpowiedzi na stres, zranie-
nie i atak patogenu, w regulacji cyklu zyciowego i
$§mierci komorki. Ale niewiele dotychczas wiadomo,
w jaki sposob sygnat H20 2jest przekazywany w ko-
morkach  ro$linnych.  Wykazano, Zze kinaza
MAPKKK zArabidopsis — ANP1 (ang. Arabidopsis
NPK I-like Protein Kinase, gdzie NPK jest kinazg
biatkowg tytoniu ang. Nicotiana Protein Kinase)
moze by¢ indukowana przez H20 2i aktywuje specy-
ficzng klase kinaz MAPK — AtMPK3 i AtMPKG&.
AtMPK3 i 6 sag podobne do kinaz MAP u tytoniu i lu-
cerny, biorgcych udziat w transdukcji sygnatowej in-
dukowanej przez stres i patogeny. Kaskada kinaz
MAP odgrywa role w regulacji ekspresji gendw: ak-
tywuje geny odpowiedzi na stres, ktore chronig rosli-
ne przed stresami Srodowiska i hamuje promotory
genow indukowanych przez auksyne. Kaskada kinaz
MAP z udziatem ANP1l jest wiec molekularnym
tacznikiem miedzy stresem oksydacyjnym i roslin-
nym hormonem wzrostu —- auksyng. Biatka
ANP/NPK1 znaleziono w duzym stezeniu w komor-
kach merysteméw, co moze sugerowaé, ze
MAPKKK odgrywajg role w naturalnej odpornosci
merystemoOw na réznorodne stresy i uczestniczg w
regulacji cyklu komdrkowego i transdukcji sy-
gnatowej stresu oksydacyjnego u roslin [36].

Mechanizm aktywnej obrony ros$liny przed inwa-
zja patogendw obejmuje szybkag Smieré komorki,
zwangreakcjg nadwrazliwos$ci HR (ang. Hypersensi-
tive Response), aktywacje puli genéw obronnych i
produkcje antypatogennych fitoaleksyn. W kom@r-
kach tytoniu atak patogenu aktywuje dwie kinazy
MAP: kinaze biatkowg indukowang przez kwas sali-
cylowy (SIPK, ang. Salicylic Acid Induced Protein
Kinase) i kinaze indukowang przy zranieniu (WIPK,
ang. Wounding Induced Protein Kinase). Zidentyfi-
kowano w tytoniu takze kinaze MAPKK — Nt-
MEK?2, ktéra aktywujac SIPK i WIPK wywotuje
$Smier¢ komaérki podobng do reakcji HR i aktywacje
wielu genéw, co potwierdzatoby istnienie kaskady
NtMEK2 — SIPK/WIPK regulujgcej obronng odpo-
wiedz rosliny na patogen [37].

Jak dotychczas, najlepiej poznanym, specyficz-
nym dla roslin szlakiem przekazywania sygnatow, w
ktérym sugerowany jest udziat kinaz o podwdjnej
specyficznosci jest szlak etylenowy. Synteza etylenu
zachodzi zaréwno w odpowiedzi na zmiany $rodowi-
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skowe, jak i podczas rozwoju rosliny, tj. podczas pa-
togenezy, zranienia, zapylenia, starzenia i wiednie-
cia kwiatow i lisci oraz dojrzewania owocdow [38].

Etylen wigze sie do lipidow btony komdrkowej, w
ktorych jest okoto 14-krotnie lepiej rozpuszczalny
niz w wodzie. Receptorem etylenu jest biatko ETR1
(ang. Ethylene Receptorl) zakotwiczone w btonie
jako homodimer, ktore przenosi sygnat uzywajac
mechanizmu transferu grupy fosforanowej z reszty
histydyny na reszte kwasu asparaginowego [39].
ETR1 posiada hybrydowy rodzaj potaczenia
czasteczki “sensora” z biatkiem regulatora odpowie-
dzi”. Zasada dziatania ETR jako receptora rosSlinne-
go zostata juz wcze$niej opisana w ,Postepach Bio-
chemii” [40],

U Arabidopsis zidentyfikowano cztery geny ho-
mologiczne do ETR1: ETR2, EIN4, ERS1 i ERS2.
Tylko niektdére z nich, tj. ETR1, ETR2 i EIN4 posia-
daja dwusktadnikowag budowe, w przeciwieAstwie
do ERS1iERS2, ktdre nie majg domeny ,,odbiorcy” i
prawdopodobnie postugujg sie innymi “regulatorami
odpowiedzi” [41].

Z ETR1 (lubjego homologéw) sygnatjest przeka-
zywany na CTR1. CTR1 jest kinazg serynowo/tre-
oninowg, 0 wysokim podobienistwie do zwierzecej
MAPKKK zrodziny Raf. CTR1 negatywnie reguluje
szlak przekazywania sygnatu etylenowego przez za-
hamowanie ekspresji genu EIN2 kodujgcego biatko
receptorowe btony jgdrowej [42] (Rys. 3). W proce-
sie transdukcji sygnatéw pomiedzy CTR1i EIN2 po-
stuluje sie udziat catej kaskady kinaz MAP obej-
mujgcej obok wspomnianej MAPKKK, takze
MAPKK i MAPK [39, 43],

Badania genetyczne wykazaty, ze czynniki: EIN2,
EIN3, EIN5 i EIN6 dziatajgce ,,ponizej” CTR1, sg
pozytywnymi regulatorami odpowiedzi etylenowej.
Natomiast nieznany jest, jak dotychczas mechanizm
dziatania na poziomie molekularnym czgsteczek
EIN5 i EING. [43]. Przy braku etylenu biatka recep-
torowe: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 i EIN4 konstytu-
tywnie aktywuja negatywny regulator CTR1, przez
co hamujg dalsze przekazywanie sygnatu. Natomiast
zwigzanie etylenu hamuje receptorowg aktywacje
CTR1, prawdopodobnie poprzez inhibicje autofosfo-
rylacji histydyny oraz fosfotransferu do domeny re-
gulatora odpowiedzi. Przy braku aktywacji CTR1,
integralna domena btonowa biatka EIN2 aktywuje
swojg C-koricowg domene hydrofilowga, ktora na-
stepnie przekazuje sygnat do EIN3. Jagdrowe biatko
EIN3 ijego analogi — biatka EILs (ang. EIN3 —
Like Proteins), dziatajace , ponizej” EIN2 posiadajg
zdolno$¢ wigzania DNA. Sag one czynnikami tran-
skrypcyjnymi, ktére wigzac sie do promotorow akty-
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Ryc. 3. Szlak przekazywania sygnatu etylenowego u Arabidopsis th. (Schemat wg. Stepanova i Ecker, 2000 [44], modyfikowany). Skroty
oznaczajg: C — C-koniec biatka; EBS — miejsce wigzania czynnika EIN3 (ang. EIN3 Binding Site); GCC — domena GCC; N —N-koniec

biatka; R — odbiorca (ang. Receiver).

wujg geny w odpowiedzi na sygnat etylenowy. U
Arabidopsis jedynym znanym genem aktywowanym
przez EIN3, w odpowiedzi na etylen jest ERF1 (ang.
Ethylene Response Factor 1), nalezacy do rodziny
EREBP. Dimery EIN3 dziatajag na palindromicznie
powtdrzony fragment promotora ERF1 EREBP sato
czynniki transkrypcyjne wigzagce DNA w miejscu
GCC-box, promotora genéw odpowiedzi na etylen,
dziatajgc jako aktywatory lub represory ich tran-
skrypcji [44, 45].

V1. Kinazy fosforylujgce tyrozyne w biatkach
drozdzy

Na podstawie analizy sekwencji catego genomu
drozdzy paczkujgcych (Saccharomyces cerevisiae)
stwierdzono, ze ws$rdd otwartych ramek odczytu w
DNA tych organizmdw brak jest genéw kinaz biatko-
wych homologicznych do genéw typowych kinaz ty-
rozynowych. Nieobecnos$¢ typowych kinaz tyrozy-
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nowych nie oznacza jednak, ze brak jest u drozdzy
enzymow fosforylujacych reszty tyrozyny. Przykia-
dowo, w komoérkach drozdzy wystepuje kilka enzy-
mow, fosforylujacych tyrozyne. | tak kinaza Swel,
nalezgca do rodziny Wee 1, fosforyluje reszte tyrozy-
ny w pozycji 19 w biatku Cdc28, ktére hamuje ak-
tywnos¢ CDK. Dwie inne kinazy tej samej rodziny
Spkl/Rad53/Mec2/Sadl i Mpsl/Rpkl, ktore auto-
fosforylujg sie na resztach seryny, treoniny ityrozy-
ny sg kinazami biatkowymi o podwdjnej specyficz-
nosci. Kinazy Spkl uczestniczg w regulacji przejscia
z fazy Sdo G2 w cyklu komérkowym, a kinazy Mpsl
w tworzeniu biegunéw wrzeciona kinetycznego przy
podziale komorki. W komdrkach drozdzy odkryto ta-
kze kilka fosfataz tyrozynowych, co potwierdza wy-
stepowanie fosforylacji reszt tyrozyny u tych organi-
zmow [46].

Innymi kinazami o podwdjnej specyficznosci w
komorkach grzybdéw sg 4 izoformy Kkinazy
CKI-Hrr25p u Saccharomyces cerevisiae oraz Hhpl,

79



Hhp2 i Cki l1u Schizosaccharomycespombe. Wszyst-
kie te kinazy zdolne sg do fosforylacji grup hydro-
ksylowych seryny, treoniny i tyrozyny zaréwno w
substratach endogennych, jak i egzogennych.
Wyijatkiem jest tylko kinaza Cki, ktéra moze auto-
fosforylowa¢ wytacznie reszte tyrozyny. lzoformy
CKI sg blizsze ewolucyjnie kinazom serynowo/tre-
oninowym niz tyrozynowym, lecz u obu gatunkdéw
drozdzy posiadajg aktywnos$¢ kinaz o podwdjnej spe-
cyficzno$ci [47].

Kinazy o podwdjnej specyficznos$ci zaangazowa-
ne sg takze w kaskade kinaz MAP u S. cerevisiae.
Biorg one udziat w szlaku sygnalizacji feromonow,
szlaku inwazyjnego pseudonitkowatego wzrostu,
szlaku zapewniajgcym integralno$¢ Sciany komorko-
wej iszlaku osmoregulacji [48].

VII. Uwagi koncowe

W roSlinach brak jest typowych kinaz tyrozyno-
wych bedgcych odpowiednikiem kinaz zwierze-
cych.

Za fosforylacje tyrozyny w biatkach roslinnych
odpowiedzialne sg kinazy biatkowe o podwdjnej spe-
cyficznosci, fosforylujgce nie tylko reszty tyrozyny,
lecz réwniez seryny lub/i treoniny.

Zwierzece i drozdzowe DSKs wystepujg przede
wszystkim w kaskadach kinaz MAP, natomiast ro-
§linne kinazy tworzg bardziej zréznicowang grupe
enzymoOw. Rola biologiczna wielu roslinnych DSK
jest jak dotychczas nieznana.

Najlepiej dotychczas poznanajest rola roslinnych
MEK w przekazywaniu sygnatéw stresu.

Artykut otrzymano 11 paZdziernika 2001
Zaakceptowano do druku 2 stycznia 2002
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Oksydazy polifenolowe roslin wyzszych

Polyphenol oxidases in higher plants

RENATA DEBOWSKA

Spis tresci:

l. Wstep
1. Wiasciwosci oksydaz polifenolowych
11-1. Specyficznos$¢ substratowa
11-2. Aktywatory i inhibitory
11-3. Stabilnos$¢ termiczna
I11. Synteza biatka enzymatycznego i jego budowa
IV. Lokalizacja oksydaz polifenolowych
V. Transport enzymu w komaérce
VI. Ekspresja oksydaz polifenolowych w tkankach roslin-
nych
VIl.Funkcje oksydaz polifenolowych
VI1I-1. Rola oksydaz polifenolowych w metabolizmie
fenylopropanoidow
VI11~2. Rola oksydaz polifenolowych w fotosyntezie
V11-3. Oksydazy polifenolowe w reakcjach obronnych

Wykaz stosowanych skrétow: C4H — 4-hydroksylaza kwasu
cynamonowego, 4CL — ligaza 4-kumaroilo-KoA, COMT —
o-metylotransferaza kwasu kawowego, CuA i CuB — centrum
aktywne enzymu zawierajace atomy miedzi, DIECA — so6l so-
dowa kwasu dietyloditiokarbamowego, DTT — ditiotreitol,
EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy, MeJa — jasmonian
metylu, PAL — amoniakoliaza L-fenyloalaniny, PPO — (ang.
polyphenol oxidases) oksydazy polifenolowe, PSI — fotosys-
tem I.

. Wstep

Oksydazy polifenolowe (PPO) katalizujg reakcje
hydroksylacji monofenoli i utleniania orto-difenoli
do o-chinonéw (Ryc. 1). Enzymy te wystepujg po-
wszechnie w krélestwach ros$lin, zwierzat i grzyboéw
oraz u bakterii [1, 2] w postaci jedno lub dwu-funk-
cyjnych metaloprotein, zawierajgcych po dwa atomy
miedzi w centrum aktywnym biatka. Pomimo ze u ro-
$lin zostaty wykryte juz 50 lat temu [3] ich rola fizjo-
logiczna jest poznana bardzo fragmentarycznie. Po-
wstajgce przy udziale oksydaz fenolowych chinony

Mgr.; Zaktad Fizjologii Wzrostu i Rozwoju Roslin, Instytut
Biologii Eksperymentalnej Roslin, Wydziat Biologii, Uniwer-
sytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, tel.;
554 30 15, fax.: 554 20 22, e-mail: wanilia@biol.uw.edu.pl
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oraz produkty ich polimeryzacji i addycji sa istotnym
elementem hamujgcym wnikanie i rozprzestrzenia-
nie sie patogendéw roslinnych (powstawanie nekroz)
oraz ograniczajacym zerowanie owadoéw. Postuluje
sie rdwniez udziat reakcji orto-difenole — orto-chi-
nony w pseudocyklicznej fosforylacji fotosyntetycz-
nej (reakcja Mehlera). Produkty dziatania oksydaz
— bardzo reaktywne chinony powodujgce ciemnie-
nie bulw i owoc6w, przyczyniajg sie takze do obnize-
nia ich walorow konsumpcyjnych i estetycznych.
Cechg PPO o aktywnos$ci monooksygenaz, ktoéra
moze mieé¢ istotne znaczenie w biosyntezie
zwigzkow fenolowych, lecz nie zostata w peini udo-
wodniona, jest zdolno$¢ do hydroksylacji monofeno-
li do or/o-difenoli. Funkcje i sposoby regulacji enzy-
mow zaangazowanych w metabolizm wtérny roslin,
ciggle stosunkowo mato poznane, budzg state zainte-
resowanie badaczy. Oksydazy polifenolowe i ich
geny, cho¢ stosunkowo dobrze scharakteryzowane u
roslin dwulisciennych, sg w bardzo matym stopniu
poznane u jednolisciennych (badania prowadzono
gtownie na owocach bananowca i daktylach [4-7]).
Poczatkowo charakteryzowano oksydazy o witasno-
$ciach difenolaz, ktére sg zdolne do utleniania dife-
noli do chinon6w. Obecnie coraz czeSciej badane sg
monofenolazy, wystepujace zazwyczaj w formach
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Ryc. 1. Reakcje katalizowane przez oksydazy polifenolowe.

nieaktywnych, wymagajgcych zapewnienia odpo-
wiednich warunkow reakcji.

Nazewnictwo oksydaz polifenolowych jest bar-
dzo r6znorodne. Enzymy hydroksylujagce monofeno-
le i utleniajgce difenole zwane sg monooksygenaza-

mi, monofenolazami lub krezolazami (EC
1.14.18.1), podczas gdy te zdolne tylko do utleniania
difenoli — difenolazami, katecholazami, tyrozyna-

zami, o-difenol:02-oksydoreduktazami lub fenola-
zami (EC 1.10.3.1) [1]. Do grupy oksydaz polifeno-
lowych zalicza sie rdwniez lakazy, enzymy utle-
niajgce p-difenole do /?-chinondw.

Mechanizm reakcji katalizowanej przez oksydazy
polifenolowe polega na wigzaniu siejonéw miedzi w
centrum aktywnym biatka z czgsteczka tlenu oraz
grupa hydroksylowg substratow i przebiega jak
przedstawiono na rycinie 2 [1]. Specyficzno$¢ sub-
stratowa oksydaz zalezy od organizmu: u ros$lin utle-
niane sg réznorodne fenole, natomiast u zwierzat
specyficznos$¢ jest bardzo waska (oksydazy utleniajg
tylko dihydroksyfenyloalanine ijej bliskie pochod-
ne).

Pomimo, ze oksydazy polifenolowe znane sg od
bardzo dawna i wystepujg powszechnie, ich rola fi-
zjologiczna (np. w reakcjach zabezpieczajgcych apa-
rat fotosyntetyczny przed fotoutlenieniem, jak tez
udziat w biosyntezie zwigzkéw fenolowych, w tym
barwnikoéw, czy poznanie szczegdtéw mechanizméw
zaangazowania enzyméw w reakcjach odpornoscio-
wych) ciggle pozostaje nie wyjasniona i wymaga dal-
szych badan.

Il. Wiasciwosci oksydaz polifenolowych
I1-1. Specyficznos¢ substratowa

U ros$lin wystepuja oksydazy zarédwno o aktywno-
§ci mono-, jak i difenolaz [4, 8-13]; tylko o aktywno-
§ci monofenolazy lub tylko o aktywno$ci difenolazy
[8, 14, 15]. W wielu przypadkach, kiedy PPO przeja-
wia aktywnosé difenolazy, aktywno$¢ monofenolazy
poprzedza ,lag faza” (op6Znienie w wytwarzaniu
produktow reakcji), ktéra moze byé skrocona w
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obecnos$ci zwigzkéw redukujgcych oraz katalitycz-
nych ilosci o-difenoli [1, 4, 9, 10]. PPO u ro$lin wy-
kazujg rézng specyficznosé substratowg. Wiekszos$¢
z nich jest aktywna w stosunku do katecholu, 4-met-
ylokatecholu, kwasu chlorogenowego i katechin [3,
8, 12, 16, 17], natomiast stabo utlenia 3,4-dihydroks-
yfenyloalanine — typowy substrat oksydaz zwierze-
cych [1].

11-2. Aktywatory i inhibitory

Oksydazy polifenolowe u ro$lin, grzybow i
zwierzat wystepujg w zdrowych tkankach najcze-
$ciej w formie nieaktywnej. Enzymy te moga by¢ ak-
tywowane przez wiele czynnikéw, zaréwno biotycz-
nych, jak iabiotycznych (detergenty, enzymy proteo-
lityczne, poliaminy, zmiany pH, kwasy ttuszczowe,
lipidy, hormony, sktad podtoza, atak patogenéw, me-
chaniczne zranienia) (Tabela 1). Sposrod detergen-
téw najsilniejszy wptyw na oksydazy majg detergen-
ty anionowe. Wysokie stezenia detergentdw moga
obniza¢ aktywnos$¢ PPO [18].

Niektdre oksydazy sg aktywowane przez enzymy
proteolityczne, inne w tych warunkach nie ulegaja
aktywacji lub ich aktywnos¢ jest nawet hamowana
[19, 20].

Wiekszos$¢ roslinnych oksydaz fenolowych ulega
aktywacji w Srodowisku silnie kwasnym (pH
3,0-3,5) lub zasadowym (pH 11), [21]. Obecnos¢ de-
tergentu w mieszaninie reakcyjnej przesuwa opti-
mum pH w kierunku zasadowym [9, 22], Poliaminy
dziatajagce jako zwigzki zwiekszajgce aktywnosé
PPO powoduja wzrost wrazliwos$ci biatka na zmiany
pH i temperature [23].

Nienasycone kwasy ttuszczowe, a zwtaszcza wol-
ny kwas linolenowy (gtéwny sktadnik lipidéw bton
tylakoidéw) i arachidowy oraz kwas palmitynowy sg
silnymi aktywatorami oksydaz ze szpinaku in vivo
(Spinacia oleracea) [24], Przypuszcza sie, ze kwas
linolenowy wptywa destrukcyjnie na strukture tyla-
koidéw, umozliwiajgc tym samym lepszy dostep sub-
stratbw do PPO zwigzanych z btonami chloropla-
stow.
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Tabela 1

Aktywatory roslinnych oksydaz polifenolowych.

Czynnik

Detergenty™ :

Anionowe: SDS, DS.

Kationowe: CTAB, CP
Obojetne: C12E9, Brij 96

Enzymy proteolityczne: trypsyna

Poliaminy: spermina, putrescyna, etyle-
nodiamina, diaminopropan

PH

Mocznik

Kwasy ttuszczowe: kwas linolenowy,
arachidowy, palmitynowy

Hormony:
Kinetyna

1AA
Giberelina
Sktad podtoza:
Zasolenie
Deficyt lub nadmiar boru
Jony Ca2+
Odwodnienie
Atak patogena:
Bakterie
Grzyby

Zranienie

Zwigzki sygnatowe:
Kwas salicylowy
Systemina

Jasmonian metylu, kwas jasmonowy

Etylen

Synteza de novo

biatka

+?

+2

+?

+?

+

Gatunek

V/faba, S. tuberosum, S. oleracea, V. vinifera, P. ma-

lus, B. vulgaris, Lactuca sativa
Vfaba, V vinifera
\.faba, V. vinifera

Vfaba, V. Vinifera, S. oleracea, D. carota

V vinifera

Vfaba, P. malus, V. vinifera, |. batatas, P.communis,

Avocado, L. sativa
\/faba, V. vinifera

S. oleréacea, V.faba

N. tabacum
N. tabacum

Triticum, Prunus pérsica

Triticum, Hordeum
dwuliécienne, N. tabacum
D. carota

M. acuminata

L. esculentum

L. esculentum

L. esculentum, P. malus, S. tuberosum, Zea mays, T
aestivum, Oryza sativa, N. tabacum, Capsicum an-
num, Solanum nigrum, B. napus, Brassica nigra, Me-
dicago sativa, Phaseolus vulgaris, Lens culinaris, Ci-

cer arienitum, Salix

L. esculentum

L. esculentum

L. esulentum, S. tuberosum, Z. mays, Hordeum, Triti-
cum, 0. sativa, N. tabacum, C. annum, S. nigrum,
B. napus, M. sativa, P. vulgaris, L. culinaris, C. arieni-

tum, Salix

L. esculentum

Literatura

[12, 22, 80, 19, 18, 81,
23, 38, 9, 45]

[12, 81]
[12, 81]

[12, 81, 18, 24, 20, 79,
82, 25]

[23]

[22,34,83,43,10,45]

[21]

[24, 25, 77]

[28]
[28]
[29, 21]

[25]
[25, 26]
[79, 82, 25]

[94]

[30, 30]
[31]
[31-36]

[31]
[36]

[31, 32, 35, 36]

[31]

* SDS — siarczany dodecylu, DS. — kwas 1-dekanosulfonowy, CTAB — bromek cetylotrimetyloamoniowy, CP — bromek cetylepirydy-
niowy, C12E9 — eter poli(9)oksyetylenolaurylowy, Brij 96 — eter poli(10)oksyetylenooleilowy.

Bardzo waznym czynnikiem decydujgcym o ak-
polifenolowych
podtoza, na ktdrym rosng tkanki irosliny. Wykazano,

tywnosci oksydaz

POSTEPY BIOCHEMII 48(1), 2002

jest

sktad

ze dostepnos$é boru w podtozu wywiera regulacyjny
wptyw na aktywno$¢ PP O —mros$liny jednoliscienne
majg niska wrazliwo$s¢ na zmiany stezenia boru w
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podtozu, natomiast dwuliscienne duza [25, 26]. Defi-
cytjonéw Ca2+ Cu2+ P oraz niskie dodatnie tempe-
ratury obnizajg aktywnos$¢ roslinnych oksydaz poli-
fenolowych [25, 27].

Hormony oraz zwigzki sygnatowe pojawiajgce sie
pod wptywem ataku patdégena lub zranienia podwyz-
szajg aktywno$¢ PPO najprawdopodobniej przez sty-
mulacje syntezy biatka enzymu de novo [21,28-36].

Promieniowanie UV powoduje wzrost aktywno-
$ci oksydaz u ros$lin i grzybow [1]. Niektére PPO s3
takze aktywowane przez Swiatto biate, niebieskie lub

czerwone [20, 37].
H-O 0
| &

(

+ (0] +
cu’ <CI) >Cu2

0O,

+ +

Cu Cu

centrum aktywne enzymu

S
/

Stopien aktywacji oksydaz fenolowych zalezy od
rodzaju czynnika aktywujacego, tkanki oraz sposobu
aktywacji enzymu. Z reguty tkanki mtode wykazuja
silniejszg reakcje na okreslony czynnik. Mechanizm
aktywacji PPO moze polega¢ na zmianie struktury
przestrzennej biatek (dysocjacja podjednostek lub/i
zmiany konformacyjne) [22, 38] lub na czeSciowej
proteolizie enzymow (odblokowanie centrum aktyw-
nego lub oddysocjowanie enzyméw potgczonych ze
strukturami btoniastymi komarki) [39].

Inhibitory oksydaz polifenolowych mozna zali-
czy¢ do trzech grup: zwigzkéw wigzgcych miedZz w
centrum aktywnym biatka (azydki, cyjanki, chelato-
ry), aromatycznych zwigzkéw  wspdizawod-
niczacych z substratem o centrum aktywne enzymu
oraz zwigzkéw wptywajacych na stopied utlenienia
miedzi (reduktanty i utleniacze) [1]. Wrazliwosé
PPO na inhibitory jest zalezna od gatunku ros$liny,
pH reakcji i obecnosci czynnika aktywujacego (de-
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tergenty, mocznik) w mieszaninie reakcyjnej [4, 8,
19, 21, 40-43].

PPO sg silnie hamowane przez reduktanty (kwas
askorbinowy, [3-merkaptoetanol, DTT), utleniacze
(K3[Fe(CN)6]) oraz chelatory (EDTA, DIECA,
KCN). Kompleksowanie jon6w miedzi przez azydki
i cyjanki moze by¢ przyczyng inaktywacji centrum
aktywnego biatek. Wykazano, ze zwigzki takie jak:
tropolon, mimozyna, kwas fuzarynowy i 3-aminoty-
rozyna sg rowniez zdolne do chelatowania jonéw
miedzi z centrum aktywnego enzymow [1]. Zwigzki
o wiasciwosciach redukujgcych (glutation, cysteina,

Ryc. 2. Schemat reakcji utleniania fenoli

f0) przez oksydazy polifenolowe [1],

/ Zredukowane jony miedzi z centrum
Cu 0] aktywnego biatka wigzg sie z tlenem
/ czasteczkowym, a nastepnie z grupa

| Cu hydroksylowg monofenolu; przenie-

sienie tlenu potgczonego z miedzig
w pozycje orto-pierScienia aroma-
tycznego powoduje  utworzenie
struktury or/o-difenolowej; po prze-
mieszczeniu elektronéw i zreduko-
waniu atoméw miedzi w centrum
aktywnym enzymu, powstaje
czasteczka chinonu.

tiosiarczany, p-merkaptoetanol, DTT) reaguja z mie-
dzig w centrum aktywnym biatek oraz z produktami
reakcji katalizowanej przez PPO — o-chinonami.
Kwas askorbinowy redukuje o-chinony do o-difenoli
uniemozliwiajac powstawanie koAcowych produk-
tow reakcji (Ryc. 1). Oksydazy z grzybow nie sgwra-
zliwe na kwas askorbinowy w niskich stezeniach,
ktére u roslin mogg skracac¢ dtugos¢ ,lag fazy” PPO o
aktywnosci monofenolaz. U niektérych roslin (Mu-
cana) kwas askorbinowy (nawet w wysokich steze-
niach) nie wptywa na aktywnos$é PPO [1].

Zwigzki wspétzawodniczgce z typowymi substra-
tami o centrum aktywne biatek to: kwas benzoesowy,
kwas cynamonowy i ferulowy, hydrochinon, 4-nitro-
katechol, 4-nitrofenol, 4-chlorofenol, [1]. W roSli-
nach stwierdzono obecno$¢ naturalnych inhibitoréw
oksydaz polifenolowych, jak np.: szczawiany i leu-
koantocyjaniny [25].
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Tabela 2

Wielkosci roslinnych oksydaz polifenolowych.

Gatunek Liczba gendéw MRNA
(kb)

L. esulentum >7 2.2 66-71
S. tuberosum >6 2.0 67
Pisum sativum - - 67
N. tabacum 1 2.3 73
S. oleracea 1 2.2 73
V vinifera 1 2.2 67
Vfaba $3 2.2 68
P. vulgaris
D. carota
P. malus $4 2.0 66
P. americana 2 2.1-2.3 64.7
P. armeniaca 1 2.1 67.1
Saccharum sp. 1 2.2 67
Z. mays - - 67

I1-3. Stabilno$¢ termiczna PPO

Stabilno$¢ termiczna ro$linnych oksydaz polife-
nolowychjest wysoka. Enzymy te nie tracg aktywno-
§ci w temperaturze 50°-60°C [7,44-46], natomiast po
inaktywacji w temperaturze 90°C maja zdolnosé do
szybkiej renaturacji [47]. Wrazliwo$¢ enzymdéw na
temperature wzrasta w obecnosci aktywatoréw (SDS
i poliamin, [23]) oraz w rozpuszczalnikach organicz-
nych (brak wody uniemozliwia przebieg denaturacji
biatek) [1]. Enzymy moga by¢ przechowywane w
roztworach wodnych w temperaturze -20°C przez
wiele miesiecy bez znacznej utraty aktywnosci [46].

I1l. Synteza biatka enzymatycznego ijego
budowa

Oksydazy polifenolowe kodowane sa w genomie
jadrowym przez rodzine genéw (od dwéch u Phyto-
lacca americana do co najmniej siedmiu u pomidora
(Lycopersicon esculentum) (Tabela 2). Dotychczas
stwierdzono obecno$¢ tylko jednego genu ko-
dujgcego PPO w owocach winorosli (Vitis vinifera) i
moreli {Prunus armeniaca), lisciach szpinaku, tyto-
niu {Nicotiana tabacum) itrzciny cukrowej (Saccha-
rum sp.). Geny oksydaz u ro$lin majg otwartg ramke
odczytu, wielkoSci okoto 2 kb i nie zawierajg intro-
néw. Sekwencje genow oksydaz polifenolowych z
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Prekursor (po
translacji),
(kDa)

Biatko po usu-

L Literatura
nigciu lidera

Biatko aktywne

57-62 43-59 [83, 66, 54, 65]

57-60 42-45 [3, 49, 52]

62 45-59 [85, 65, 86, 66]

575 45 [65, 53]

62-64 42-45 [64, 84,24,77,86]

57-60 40-42 [85, 39]

58-60 42-60 [88, 65, 86, 89]
45 [65]

59 36-43 2]

57 42-64 [33, 38]

54 ; [92]

56.2 ; [93]

59 45-7 [48]

62 59 [66]

roslin dwulisciennych sg znane, podczas gdy zjedno-
lisSciennych gen PPO zsekwencjonowano i sklono-
wano tylko w przypadku trzciny cukrowej. Wykaza-
no przy tym istotne réznice w sekwencji biatka po-
miedzy oksydazami polifenolowymi z tych dwoch
klas roslin (Ryc. 3), [48].

Kazde biatko oksydazy polifenolowej zbudowane
jest z trzech czesci: domeny N-koncowej, centrum
aktywnego (CuA i CuB) i domeny C-konhAcowej
(Ryc. 4). Centrum aktywne PPO zawiera pare jonoéw
miedzi, z ktérych kazdy jest potgczony z trzema (sil-
nie konserwowanymi u wszystkich organizmdw)
resztami histydynowymi. Stopiefh homologii regionu
CuA iCuB napoziomie sekwencji aminokwasow po-
miedzy PPO cztowieka i bakterii wynosi odpowied-
nio 53% i 74%. Jony miedzi sg miejscem od-
dziatywania enzymu zaréwno z tlenem czasteczko-
wym, jak i z fenolowymi substratami (Ryc. 2). Ro-
$linne oksydazy posiadajajeszcze jeden (oprocz cen-
trum aktywnego) obszar bogaty w reszty histydyno-
we, ktéry rowniez zdolny jest do wigzaniajonu mie-
dzi [49, 49], jednak funkcja tego obszaru nie zostata
jeszcze okreslona. Domena N-koncowa roslinnych
oksydaz polifenolowych jest odpowiedzialna za
transport prekursora PPO do chloroplastow. Domena
ta, ktdrej motyw w sekwencji aminokwasow
(SPIPPPDLKSXGV) jest bardzo podobny u wielu
roslin [39,49, 51, 52] zbudowanajest z trzech czesci:
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L. esculentum -e

{ L. esculentum -f

S. tuberosum -1

—— L. esculentum -a

— L. esculentum -c
S. tuberosum -2

’— L. esculentum -d

L. esculentum -b
P. malus

P. vulgaris

V. vinifera

P. americana
S. oleracea

Saccharum sp

Ryc. 3. Dendrogram ilustrujgcy stopien podobienstwa pomiedzy se-
kwencjami biatek PPO u roslin [48], Numery gendéw w banku
genéw: P. malus (L29450), P. vulgaris (Z11702), V. vinifera

(Z27411), S.  tuberosum —
(U22921), L. esculentum —
(Z12834), L. esculentum —
(Z212836), L. esculentum — e (Z12837),L.esculentum

(Z12838), P. americana (D45386), S. oleracea (Z6655), Sac-
charum sp. (U46014).

N-koncowej bogatej w seryne i treonine, odpowie-
dzialnej za transport PPO do stromy; $rodkowej nie
konserwowanej (,,n”-region) oraz C-koncowej, za-
wierajagcej reszty hydrofobowe, odpowiedzialnej za
transport biatka do tylakoidéw [39,48, 52-54]. C-ko-
ricowa domena PPO z roélin, podobnie jak N-konhco-
wa, wrazliwa jest na proteolize. Przypuszcza sie, ze
domena C-koricowa petni funkcje regulacyjne —
blokuje centrum aktywne i decyduje o zmianach
strukturalnych biatka, moze wigzaé jony miedzi nie-
zbedne do dziatania enzymu lub tez petni funkcje
biatka transmembranowego zakotwiczajgcego oksy-
dazy w btonach tylakoidéw [2, 39].

Do lat siedemdziesigtych oksydazy polifenolowe
uwazano za tetramery o wielkos$ci podjednostek 30
kDa. W latach osiemdziesigtych wyizolowano 45
kDa biatka, ktére in vivo prawdopodobnie mogto
tworzy¢ tetramer. W latach dziewiecdziesigtych
stwierdzono, ze wiekszo$¢ PPO z roSlin to jednak
biatka monomeryczne. Obecnie wiadomo, ze oksy-
dazy polifenolowe sg syntetyzowane w postaci pre-
kursordw o masie od 73-66 kDa, ktére nastepnie ule-
gaja proteolizie w trakcie transportu do plastydéw.
Biatka PPO zlokalizowane w chloroplastach majg
mase od 59-68 kDa iw zalezno$ci od ro$liny nie tracg
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aktywnosci po czeSciowej proteolizie lub staja sie
aktywne dopiero po odcieciu fragmentu biatka (Ta-
bela 2).

IV. Lokalizacja PPO

Oksydazy polifenolowe u ro$lin wyzszych zloka-
lizowane sag w roznego typu plastydach: chloropla-
stach [55-58], amyloplastach [59-61], leukoplastach
[61], etioplastach [59], chromoplastach [21, 60], ata-
kze w mitochondriach i peroksysomach [54, 62, 63]
oraz mikrosomach [64]. Poniewaz oksydazy polife-
nolowe sg u wiekszos$ci roslin dwulisciennych akty-
wowane przez detergenty [65], uwaza sie, ze jednym
z mechanizméw tej aktywacji jest rozluZnienie
potaczenia PPO ze strukturami btoniastymi komorki.
W transgenicznych roslinach o zmienionych funk-
cjonalnie plastydach oraz w roslinach poddanych
dziataniu elicitoréw grzybowych (tentoksyna) spe-
cyficznie dziatajgcych na plastydy, nie obserwowano
obecnosci oksydaz polifenolowych [60]. W chloro-
plastach PPO sg obecne w tylakoidach (na terenie

1 (M95196),S.tuberosum _styomy lub zwigzane z btonami) [60, 61, 66, 67].
a (Z12833),L.esculentum —Otbecnos$¢ oksydaz nie zwigzanych z btonami na tere-
¢ (212835),Lesculentum —id cytoplazmy lub wakuoli stwierdzono tylko w doj-

f

“rzewajacych owocach oraz starzejacych sie i uszko-

dzonych tkankach [60, 68]. Pod wptywem zranienia
lub zgniecenia bulw ziemniaka obserwowano zmia-
ne w lokalizacji PPO — z powierzchni ziaren skrobi
do cytoplazmy i wakuoli, w ktérej obecno$¢ enzymu
stwierdzono w potaczeniu ze ztogami melanin [68].

Lokalizacja oksydaz fenolowych jest specyficzna
tkankowo. Enzymy zlokalizowano tylko w komor-
kach mezofilu u sorgo (nie wystepuja natomiast w
komdrkach pochwy okotowigzkowej i komorkach
szparek) [60], epidermie Aegopodium (ale nie w ko-
morkach szparkowych); w parenchymie otaczajgcej
naczynia, w komérkach pochwy okotowigzkowej
oraz komorkach magazynujacych fenole hiacynta
wodnego (nie wystepujg w miekiszu palisadowym i
gabczastym) [58] oraz w endodermie korzeni
bawetny (Gossypium) (brak tych enzymow w korty-
kalnej warstwie komorek oraz w epidermie i walcu
osiowym) [69]. Nie wszystkie plastydy badanych
tkanek zawieraty aktywne formy enzyméw [55, 58].
U niektorych roslin PPO mozna zlokalizowa¢ tylko
za pomocg przeciwciat, pod wptywem stresu lub
czynnika aktywujgcego enzymy [58, 70]. Pojawienie
sie aktywnych form oksydaz zalezy wtedy od typu
stresu dziatajacego na rodline i tkanke, w ktorej
nastapi indukcja lub aktywacja (klony specyficzne
tkankowo).
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Obserwowano korelacje miedzy wysokg zawarto-
$cig fenoli i obecnosciag PPO w komoérkach mezofilu
sorgo, idioblastach pomidora, niektorych warstwach
endodermy korzeni baweiny, w tkance hiacynta wod-
nego i tph\CLQrm\Q Aegopodium [31, 58-61, 69], co su-
gerowatoby udziat PPO w biosyntezie zwigzkéw fe-
nolowych. Z drugiej strony u ros$lin transgenicznych
pozbawionych aktywnosci oksydaz fenolowych, po-
ziom fenoli (a w szczegélnosci kwasu kawowego,
or/o-flawonoidéw, rutyny i delfmidyny) nie ulegat
zmianie [60, 61]. Prawdopodobnie aktywno$¢ perok-
sydaz i innych enzymow hydroksylujacych (takich
jak monooksygenazy zawierajgce cytochrom P450)
byta w tych tkankach wystarczajgca do utrzymania
biosyntezy orto-difenoli na niezbednym poziomie.

V. Transport enzymu w komaérce

U rodlin transport oksydaz polifenolowych do
chloroplastéw przebiega dwuetapowo. Prekursor o
masie 67 kDa w trakcie transportu do stromy chloro-
plastow ulega proteolizie do 62 kDa (reakcja zalezna
od ATP), a nastepnie w trakcie translokacji do stromy
tylakoidow — do biatka o masie 59 kDa (reakcja za-
lezna od Swiatta). Jony miedzi nie sg konieczne do
tych procesdw, cho¢ niskie stezenia Cu2+ hamowaty
pierwszy etap transportu PPO [66]. Efektywnos¢
transportu oksydaz zalezata od Swiatta, stopnia roz-
woju chloroplastow oraz wieku roS$lin. Elicitory
grzybowe hamowaty transport PPO do chloropla-
stow blokujgc przejscie prekursora przez btony lub
uniemozliwiajgc proteolize biatek niezbedng do ich
aktywacji [59, 60, 66].

VI. Ekspresja PPO w tkankach roslinnych

Oksydazy polifenolowe ulegajg ekspresji przede
wszystkim w miodych, rozwijajacych sie czesciach
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C-koncowa)

[7] — region bogaty w reszty cysteinowe,
| — region bogaty w reszty histydynowe,
—>miejsca wrazliwe na proteolize,
CuA i CuB — centrum aktywne enzymu [2],

roslin (pakach, lisciach, korzeniach) oraz kwiatach i
owocach. Zaobserwowano wysokg ekspresje PPO w
mtodych lisciach i korzeniach oraz merystemach api-
kalych u winoro$li, ziemniaka, pomidora i trzciny
cukrowej [31, 39, 48, 49]. Oksydazy z owocOdw mo-
reli i P. americana ulegajg ekspresji tylko w niedoj-
rzatych, zielonych, zawierajgcych betalainy owo-
cach. U tytoniu i pomidora PPO ulegaja ekspresji we
wczesnych etapach rozwoju kwiatow (primordia
kwiatowe, zamkniete kielichy), natomiast u ziemnia-
ka tylko w catkowicie otwartych kwiatach [49, 53,
54]. Nie stwierdzono obecno$ci mMRNA okysdaz w
dojrzatych organach roslin, nawet (u tytoniu) pod
wptywem dziatania stresu [53]. Poniewaz oksydazy
polifenolowe sg kodowane przez rodzing gendw,
ekspresja poszczeg6lnych genéw podlega regulacji
czasowej i tkankowej [52],

VII. Funkcje oksydaz polifenolowych

Rola oksydaz fenolowych nie jest do kofica pozna-
na. Uwaza sie, ze petnig one funkcje obronne przy
zranieniach i ataku patogendw, a w zdrowych tkan-
kach uczestniczg w syntezie fenylopropanoidow
(barwnikdéw iprekursoréw Sciany komdérkowej) oraz
biorg udziat w reakcjach fotosyntetycznych.

VII-1. Rola PPO w metabolizmie fenylopro-
panoiddéw

Szlak biosyntezy fenylopropanoidéw prowadzacy
do powstania lignin, flawonoidéw, izoflawonoidow,
kumaryn iinnych waznych metabolitow wtérnych u
roslin jest od lat przedmiotem intensywnych badan.
Wiele enzymdw szlaku fenylopropanoidéw (PAL,
C4H, 4CL, COMT) zostato oczyszczonych do homo-
gennosci, sklonowanych i zbadanych na poziomie
molekularnym. O ile drogi metoksylacji zwigzkdw
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fenolowych zostaty stosunkowo dobrze poznane, to
wcigz niewiele wiadomo o reakcjach hydroksylacji
w pozycji 3 i 5 pochodnych kwasu /?-kumarowego.
Nie wiadomo, czy w reakcjach tego typu substratami
dla enzymo6w hydroksylujgcych sa wolne zwigzki
typu C6-C3i C6-Ci, czy tez ich estrowe lub glikozy-
dowe pochodne [71]. Juz w roku 1969 scharaktery-
zowano ioczyszczono enzym, ktéry utleniat difenole
i hydroksylowa! (w warunkach redukujgcych) kwas
p-kumarowy do kwasu kawowego [72]. W 1983 roku
BolwelliButt wysuneli przypuszczenie o udziale
PPO w biosyntezie lignin w hypokotylach szpinaku
[73].

Obecnie wydaje sie, ze oksydazy fenolowe mogg
bra¢ udziat w hydroksylacji monofenoli do orto-di-
fenoli (podobnie jak hydroksylazy zawierajace cyto-
chrom P450) bedac jednym z enzymow szlaku biosyn-
tezy fenylopropanoidéw [71]. Przypuszczenie o
udziale PPO w biosyntezie fenylopropanoidow wy-
daje sie uzasadnione, zwtaszcza, ze u roslin dwulis-
ciennych oksydazy polifenolowe wystepuja gtéwnie
w strukturach, w ktérych zachodzi synteza zwigzkéw
fenolowych — w plastydach i mikrosomach [60].
PPO z niektérych ro$lin (banany, pataty (Ipomea ba-
tatas), maliny, morele) sg aktywne w pH zasado-
wym, podobnie jak kluczowy enzym w biosyntezie
fenylopropanoidow — amoniakoliaza L-fenyloala-
niny. Aktywacja oksydaz fenolowych w chloropla-
stach nieuszkodzonych tkanek nastepowataby na
skutek alkalizacji stromy na Swietle. Ha 11 iw e 11
[74] stwierdzit, ze hydroksylacja kwasu p-kumaro-
wego do kwasu kawowego zachodzita tylko w oSwie-
tlonych chloroplastach, a reakcja byta hamowana
przez typowe inhibitory oksydaz. Udziat PPO w hy-
droksylacji kwasup-kumarowego ijego estrowych i
glukozydowych pochodnych do kwasu kawowego w
warunkach zasadowych wykazali W an g iwsp. [71]
uLithospermum erythrorhizon oraz TanakaiKoji
m a [40] w korzeniach patatow.

Produkty dziatania oksydaz polifenolowych —
bardzo reaktywne chinony powodujg (w czasie prze-
chowywania lub transportu) ciemnienie bulw i owo-
cow, czym przyczyniajg sie do obnizenia walorow
konsumpcyjnych i estetycznych produktéw spozyw-
czych. Wielu hodowcom zalezy na obnizeniu aktyw-
noSci PPO w tkankach roélin, gdyz to z ich
dziataniem wiazg swe straty. W czasie dojrzewania
kwiatéw i owocdw oksydazy ulegajg odtgczeniu od
bton (staja sie enzymami cytoplazmatycznymi).
Majgc kontakt z substratami utleniajgje, powodujac
powstawanie zabarwienia, ktére Swiadczy o doj-
rzatosSci kwiatu lub owocu, a po pewnym czasie o
jego przekwitaniu lub psuciu sie. Od lat siedemdzie-
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sigtych postuluje sie udziat PPO w syntezie barwni-
kéw melaninowych u zwierzat, a takze tanin, flawo-
noidow oraz alkaloidow u roslin [21, 25, 68, 75]. Po-
nadto stwierdzono, ze oksydazy polifenolowe
uczestniczg w powstawaniu twardych okryw nasien-
nych [76], cho¢ niektérzy uwazajg, ze taka role nale-
zy raczej przypisywac peroksydazom [61].

VII-2. Rola PPO w fotosyntezie

W zdrowej tkance funkcje oksydaz polifenolo-
wych w ros$linach dwulisciennych wigze sie z lokali-
zacjg enzymow na terenie chloroplastow. Obserwo-
wano korelacje miedzy wysokg zawartoscig tlenu a
obecnoscig PPO w chloroplastach [60, 61]. Przy-
puszcza sie, ze enzymy te moga petni¢ buforujaca
role w stosunku do 0 2, ktérego nadmiar uszkadza
aparat fotosyntetyczny. Powstajgce w wyniku utle-
nienia o-difenoli o-chinony bytyby z powrotem redu-
kowane przy udziale elektronéw pochodzacych z PSI
i NADPH (Ryc. 5) [61, 77, 37].

VI1I-3. Rola PPO w reakcjach obronnych

Oksydazy polifenolowe zaangazowane sg w me-
chanizm reakcji obronnych roslin przy zranieniach i
ataku patogendw. Funkcje te petnig przede wszyst-
kim enzymy aktywne w niskim pH. W uszkodzonej
tkance dochodzi do zakwaszenia tresci komoérek na
skutek rozerwania wakuoli, co sprawia, ze uaktyw-
niajg sie oksydazy polifenolowe, ktére rozpoczynaja
reakcje utleniania fenoli (w uszkodzonej tkance en-
zymy maja swobodny dostep do potencjalnych sub-
stratdbw). Powstajace w reakcjach oksydacyjnych
chinony szybko polimeryzujg tworzac fizyczne ba-
riery odgraniczajgce zdrowg tkanke od tkanki uszko-
dzonej, zapobiegajac wnikaniu patogenow [60, 61].
Dodatkowo produkty reakcji katalizowanej przez
PPO wigzg sie z biatkami obnizajgc potencjalne war-
tosci odzywecze zranionej lub zaatakowanej tkanki i
tworzg ciemne barwniki charakterystyczne dla
uszkodzonej tkanki [75]. Zwiazki fenolowe hamujg
wzrost bakterii oraz aktywno$¢ enzymoéw degra-
dujacych $ciane komoérkowga. Nadekspresja PPO w
transgenicznych ro$linach pomidora powodowata
wyrazne zmniejszenie sie populacji Pseudomonas
syringae [30]. Produkty reakcji katalizowanej przez
PPO hamuja enzymy zwigzane z patogeneza (poliga-
lakturonaze, syntaze glukanu) oraz reagujg z
biatkami (taniny) tworzac nierozpuszczalne kom-
pleksy, co w przypadku pektynaz prowadzi do ich in-
aktywacji [75]. Akumulacja fenoli i PPO w idiobla-
stach pomidora wskazuje, ze funkcjg oksydazjest ge-
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nerowanie chinonéw w reakcji obronnej na uszko-
dzenie [31]. Dziatanie fenoli jest selektywne —
zwiazki te petnig role obronng tylko w stosunku do
niektdrych patogenéw. Cho¢ PPO dziata miejscowo
(kontroluje obszar infekcji), to plamy nekrotyczne
(obumieranie zaatakowanej tkanki) pojawiaja sie nie
tylko wokét miejsca wtargniecia patogenu, ale row-
niez tam gdzie patogen penetruje tkanke [31].

OH
OH
R
== A SR S
NG e
OH
O. e_ H+
R
02 0 2.

Interesujace wydajg sie interakcje roslinnych i
grzybowych oksydaz polifenolowych. O ile PPO z
roslin mogg hamowaé enzymy grzybow i inaktywo-
wac ich toksyczne zwigzki (fitotoksyny produkowa-
ne przez patogeny [61]), to PPO z grzybdw mogga po-
wodowac tlenowg polimeryzacje fenoli gospodarza,
czyniagc je mniej efektywnymi [21, 25].

Przeprowadzono wiele badan wskazujgcych na
udziat oksydaz polifenolowych w szlaku systemicz-
nej odpowiedzi na stres. W lisciach pomidora nadek-
spresja genu prosysteminy powodowata aktywacje i
70-krotny wzrost ilosci biatka PPO. Podobny efekt
aktywacji oksydaz obserwowano po inkubacji lisci w
roztworze jasmonianu metylu. MeJa byt silniejszym
aktywatorem enzymoéw niz systemina i zranienie [35,

36]. Zwiazki sygnalowe pojawiajgce sie pod
wptywem streséow (kwas salicylowy, etylen, MelJa)
specyficznie indukujg synteze mRNA — poszcze-

golne geny z rodziny genéw PPO ulegajg transkryp-
cji w zaleznosci od rodzaju stresu, wieku i rodzaju
tkanki poddawanej dziataniu okre$lonego czynnika i
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jej zdolnosci do odpowiedzi na sygnat [31-34], Zwy-
kle, niezaleznie od wieku rosliny, najbardziej wrazli-
we sg tkanki mtode, u ktorych indukcja oksydaz fe-
nolowych powoduje zahamowanie wzrostu [31, 32].
Cho¢ Cipo1lini[32] nie obserwowat zmian w ak-
tywnos$ci PPO w czasie wzrostu roélin, to wraz z wie-
kiem ro$liny zmniejszata sie wrazliwo$é enzymu na
dziatanie czynnika stresowego. Synteza mRNA w

02
PPO
— » H2o
@)
|
Ryc. 5. Rola PPO w fotosyntetycznej reakcji
Mehlera [61].

mtodych lisciach ziemniaka nastepowata pod

wptywem zranienia, ataku patogenow, Mela i kwasu
salicylowego, natomiast w starych lisciach — pod
wptywem etylenu [31]. Nie obserwowano natomiast
syntezy biatek de novo w uszkodzonych bulwach
ziemniaka [68]. Niektdre rosliny (Glycine max) maja
konstytutywny wysoki poziom aktywnos$ci oksydaz
wystarczajacy do obrony przed zranieniem, nie-
zmienny w odpowiedzi na MeJa lub stres mechanicz-
ny, u innych (pomidor, tyton, ziemniak) aktywnos$¢
PPO wielokrotnie wzrasta przy zranieniu i dziataniu
MelJa [35]. W duzej grupie roslin (Brassica, Hor-
deum, Oryza, Phaseolus, Lens, Cicer) aktywnos¢ en-
zymow jest niska i nie wzrasta lub wzrasta niewiele
pod wptywem streséw. Zwigzki sygnatowe indukujg
oksydazy fenolowe nie tylko w miejscu dziatania
stresu, ale rowniez w tkankach oddalonych [34].
Dotychczasowe osiaggniecia nie wyjasniajg w
petni funkcji oksydaz polifenolowych u roslin. O ile
ich rola w reakcjach obronnych jest stosunkowo do-
brze udokumentowana, wcigz brakuje danych o
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funkcji PPO w zdrowej tkance (np. o przypuszczal-
nym udziale oksydaz w reakcjach fotosytetycznych
czy syntezie zwigzkow fenolowych w szlaku fenylo-
propanoidéw). Obecnie trwajg badania nad uzyska-
niem ro$lin transgenicznych z obnizong ekspresja
genow oksydaz polifenolowych w celu weryfikacji
hipotezy o udziale enzymdw w tworzeniu barwni-
kow w kwiatach oraz w dojrzewajgcych lub/i doj-
rzatych owocach.

Artykut otrzymano 11 czerwca 2001
Zaakceptowano do druku 6 grudnia 2001
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Recenzja ksigzki ,,Inzynieria genetyczna — u progu
nowej ery”, pracy zbiorowej pod redakcjg Andrzeja

Zimniaka

StAWOMIR PIKULA

Ostatnio nie mozna narzeka¢ na polski rynek
ksigzek popularnonaukowych, poniewaz ukazuje sie
wiele pozycji dobrze wybranych, ciekawych, a takze
starannie wydanych. Jest kilka zastuzonych na tym
polu wydawnictw, od lat redagujgcych serie popular-
nonaukowe, na ktore sktadajg sie przewaznie ttuma-
czenia. Nie oznacza to jednak, ze nie mamy rodzi-
mych popularyzatoréw. Wydawcy wybieraja ttuma-
czenia ze wzgledu na szybkos$¢ i tatwos¢ zakupienia
wybranego, gotowego tomu.

W tym konteks$cie pozytywnie nalezy oceni¢ nie-
bagatelng prace, wtozong przez Centrum Upo-
wszechniania Nauki (CUN) Polskiej Akademii
Nauk, w wydanie tomu na temat inzynierii genetycz-
nej autorstwa kilkunastu polskich naukowcéw. Trzy-
nastu autoréw tomu prezentuje kolejne rozdziaty,
przedstawiajagc wiedze z punktu widzenia swoich
specjalnosci. Nalezy przy tym podkresli¢, ze pomi-
mo takiej strategii wydawniczej, zbior napisany jest
dobrg polszczyzng i zrozumiatym jezykiem, spetnia
wiec kryteria nie tylko merytoryczne (cojest oczywi-
ste), lecz takze wszelkie warunki stawiane pozycjom
popularyzatorskim, przeznaczonym dla duzej grupy
odbiorcéw. Niewatpliwie spora w tym zastuga redak-
tora, ktory trudniejsze partie tekstu umiescit osobno
w ramkach; te fragmenty w trakcie lektury mozna po-
mingé, co zasadniczo nie wplynie na zrozumienie
wymowy catego rozdziatu. Teksty zawierajg ponadto
pogladowe tablice, ilustracje itabele, co utatwia czy-
tanie. Humorystyczne rysunki ozywiajg i urozmai-
cajg catosS¢ pracy zbiorowej.

Biezgca rynkowa oferta popularyzatorska obej-
muje przynajmniej kilka pozycji dotyczacych inzy-
nierii genetycznej. Ksigzki te tradycyjnie zawieraja
krotkie wprowadzenie do genetyki (np. wyjasnienie,
co tojest gen, transgenizacja, klonowanie i dodatko-
wo stowniczek stosowanych w tej dziedzinie termi-

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
PAN w Warszawie
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néw naukowych), a potem opisy osiggnieé¢ i mozli-
wosci. W recenzowanym tomie wydanym przez
CUN takie klasyczne (i rowniez bardzo dobre) teksty
zajmuja tylko potowe objetosci ksigzki, reszta towy-
powiedzi bioetykéw, prawnikdéw, teologa, ewolucjo-
nisty i krytyka literackiego, a takze oficjalne deklara-
cje i stanowiska réznych gremiéw, w tym prezydium
Polskiej Akademii Nauk. Wtasnie ta czesé wyrodznia
ksigzke na rynku i szczeg6lnie warta jest polecenia.
Uzyskujemy bowiem podczas jej lektury nie tylko
odpowiedZ na pytanie ,jak?”, ale takze ,,dlaczego?”,
»CZy mozemy?”, ,co z tego wyniknie?”, a takze ,,co
mys$lg o tym inni?”. A je$li nawet odpowiedzi nie
zawsze sg jednoznaczne (bo przy naszej dzisiejszej
wiedzy by¢ nie moga), to dajg do mySlenia i dostar-
czajg catosSciowej informacji. Wtasnie tojest w tomie
najwazniejsze: przedstawienie catosciowej, przekro-
jowej informacji o naukowym icywilizacyjnym wy-
zwaniu, jakim jest mozliwos$¢ ingerencji miedzy in-
nymi w genom cztowieka.

O tresci ksigzki wiele mowig tytuty wybranych
rozdziatéw: ,Manipulacje genetyczne — przeklen-
stwo czy nadzieja?”, ,,Naturalne procesy transgeni-
zacji”, ,Klonowanie zwierzat”, ,Bioetyka a genety-
ka”, ,Stworczos$¢ cztowieka w dziedzinie gentechno-
logii”, ,,Deklaracja w obronie klonowania i nieza-
wistosci badann naukowych”, ,Stanowisko Prezy-
dium PAN w sprawie form transgenicznych...”,
»Strach przed sobowtérem — literackie i filmowe
egzemplifikacje naszych lek6w i nadziei”.

Gorgco polecam te dobrze zaplanowang, przekro-
jowgq i ciekawg ksigzke. Adresowana jest do wszyst-
kich, od mtodziezy szkolnej do naukowcow z innych
specjalnosci niz genetyka — chociaz i genetycy od-
najdg w drugiej czesci tomu cywilizacyjne, kulturo-
we isocjologiczne echa swojej wtasnej dziatalnosci.

»Inzynieria genetyczna — u progu nowej ery”,
praca zbiorowa pod redakcjg Andrzeja Zimniaka,
cena 25 zt; sprzedaz wysytkowa: CUN PAN, PKiN,
00-901 Warszawa; tel. (0-22) 656 7131, 826 2537;
e-mail: cunpkin@pan.pl (koszt przesytki pokrywa
Wydawca).
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POLAND

Dear Colleagues

You are cordially welcomed to attend the 4lh Parnas Conference organized by the Polish and
Ukrainian Biochemical Societies and Wroclaw University. The Conference will be held from September
15 to 17 as one of the scientific meetings celebrating the 300 anniversary of Wroclaw University.

This is a way to express appreciation for Polish scientists from Lviv University for their
participation in the restoration of Wroclaw University after the second world war as well as for the
previous generations of German scientists who created and developed our University. This unique
multinational cultural heritage makes Wroclaw the best place for the meeting of Polish and Ukrainian
biochemist and famous scientist, Jakub Karol Parnas, who founded the Lviv biochemical school.

We hope that this Conference will stimulate further development of this collaboration and
consolidation of the friendship of Polish and Ukrainian Scientists.

For the Organizing Committee

Andrzej Dzugaj
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GENERAL INFORMATION

Deadlines

April 30, 2002 — Registration

May 31, 2002 — Payment, Confirmation, Abstract
Conference Venue

Institute of Chemistry, Wroclaw University

The working language of the Conference will be English
Registration

Registration ~will be accepted on the Accommodation Form only (please visit:
www.biol.uni.wroc.pl/instzool). All participants will receive additional information with an official invitation
after their Application Form has been confirmed.


http://www.biol.uni.wroc.pl/instzool

Hotel Accommodation & Social program

Hotel Accommodation will be provided at the hotels "Mercure Panorama™ and "Sajgon".
Prices per day are:

"Mercure Panorama': single room — 300 PLN (appr. 82 EURO)

double room — 330 PLN (appr. 90 EURO)

"Sajgon™.: single room — 175 PLN (appr. 48 EURO)

double room — 188 PLN (appr. 52 EURO)

Conference Fee

Conference fee Before April 30, 2002 After April 30, 2002
PBS members 150 PLN 200 PLN
Participants under 26 80 PLN 100 PLN
Full participants 250 PLN 300 PLN

The conference fee includes: a conference bag with conference papers, the conference program, the
abstract book, a welcoming party, coffee and refreshments during breaks.

CALL FOR ABSTRACT
Conference registrants are welcome to submit abstracts for oral presentation and poster sessions (oral
presentations will be made by the invited speakers).

The abstracts are to be received by May 31, 2002 and should be submitted together with the
completed Registration Form.

Abstracts must be written in English (the A4 formate).

MS Word 7.0 or 6.0 are preferable. 14 point Times New Roman Font type, left alignment should be
used. All margins should be set to 2.5 cm (top, bottom, left and right).

The title should be typed in capitals (left alignment). The author's name (s) should precede the initials
without scientific degrees or titles, the name of the presenting author should be underlined. The name,
address, phone, Fax and e-mail numbers of the institution should be given on the separate line. Single
spacing should be used.

The abstract should not exceed 2400 signs with spaces.

The abstract should be sent on a floppy disc (3,5' only) plus two printed copies. The disc should be
labeled carefully with the author's name and the title of the abstract.

THE CONFERENCE SESSIONS;

l Metabotropic receptors and cross-talk signalling

Il. Signalling in cell differentiation

M. Immune system and intracellular signalling

IV. Target enzymes

V. Signalling mediated by ionotropic receptors, voltage dependent channels and low molecular
weight molecules

ALL CORRESPONDENCE SHOULD BE ADDRESSED TO:
Organizing Commitetee of
the 4thParnas Conference
30 Cybulskiego Str.
50-205 Wroctaw
Phone: +48 71 328 82 46
FAX: +48 71 375 92 13
e-mail: drakus@biol.uni.wroc.pl


mailto:drakus@biol.uni.wroc.pl

http://rcin.org.pl



WskazowKi
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,,Postepy Biochemii” publikuje prace przegladowe oma-
wiajgce nowe osiggniecia, 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 zjazddw,
konferencji i szk6t, w ktérych biora udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac pismiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdziaty, ktorych rzeczowe tytuty tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty noszg cyfry rzymskie,
podrozdzialy odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2 Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znaczno$¢ i czytelnos¢. Autorzy przeto winni unikac sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takie ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy, deklaruje tez go-
towos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujgcych
wskazowek szczegdtowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwoch 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 podwojnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otéwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zaktaddw, w ktérych pracujg Autorzy, adres do korespondenciji,
tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na okfadce 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 Autordéw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrotow w porzadku alfabetycznym.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Sposob cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatow z tomow serii
opracowanych przez réznych redaktorow (5) wskazujg ponizej
podane przyktady.

1 HildebrandtGR, Aronson NN/( 1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, Norfh-Holland, Amsterdam

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fri
berg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str.
541-553

4. Delejl, KestersK (1975) W: Florkin M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. Franks N PRLieb WR (1981) W: Knight C
G (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physiology, t 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACIJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponosza Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wigczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory za$ 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 za$ 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 Autorow i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,,gora-dot" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z pismiennictwa.

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

Redakcja kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GELOWNEGO

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkowskie na nasze konto w PBK XIII Oddz. Warszawa nr
11101053-411050000371.
Jednoczes$nie uprzejmie informujemy, ze decyzjg Zarzagdu Gitdwnego PTBioch. zostata zmieniona
wysokos$¢ sktadki cztonkowskiej. W roku 2002 wynosi ona:
dla Cztonkow rzeczywistych 70.- zt.
dla Cztonkow studentéw 35.- zt
Cztonkowie, ktérzy optacag sktadke cztonkowskg za rok 2002, otrzymajg bezptatng prenumerate kwar-
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Matzeristwa mogg optacac: 70.-
+ 45.- = 115.-z, otrzymajag wdwczas jeden egzemplarz ,,Postepéw Biochemii”.
Powyzsze zmiany nie dotycza Cztonk6éw Honorowych Towarzystwa. Natomiast Cztonkowie-Emery-
ci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptaca za prenumerate ,,Postepdw Biochemii” 25.- zt.
Biblioteki ptacag za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2002  100.- zi.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciataby$/chciatby$ zapisa¢ sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko i imie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakow 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 og6tu cztonkéw,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktérym bedzie Dariusz Stepkowski, sekretarz Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,,attachmentéw”.
Mam nadzieje, ze tag drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw oréznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnosci poszczegdlnych oddziatéw naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez ,,Listy do biochemikoéw” redagowane przez p. Terese Wesotowskag beda obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Dariusz Stepkowski

Sekretarz Zarzadu Giéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego


mailto:infoptbioch@nencki.gov.pl
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