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BIALKA B-BOX U ROSLIN - HETEROGENICZNOSC
STRUKTURALNA I FUNKCJONALNA

B-BOX PROTEINS IN PLANTS — STRUCTURAL
AND FUNCTIONAL HETEROGENEITY

Klaudia GRADZKA, Agnieszka KIELBOWICZ-MATUK

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Poznan

Streszczenie: Wzrost irozwdj roslin jest precyzyjnie kontrolowany przez interakcje miedzy
czynnikami endogennymi a srodowiskiem. Wsréd réznych bodzcéw zewnetrznych, swiatlo odgry-
wa kluczowa rolg regulacyjng w procesie morfogenezy i prawidtlowym funkcjonowaniu organiz-
moéw. Rosliny wyczuwaja zmiany natezenia, jakosci i kierunku padania $wiatta stonecznego i dosto-
sowuja do nich swoj cykl zyciowy. Zidentyfikowano wiele biatek, ktore sa zaangazowane w liczne
procesy rozwojowe u ro$lin regulowane przez §wiatto. Sposrod nich, na szczego6lng uwage zastugu-
je rodzina biatek B-box (BBX) zawierajacych domeny palca cynkowego typu B-box.

Roélinne biatka BBX sa zaangazowane w nadzor wielu istotnych aspektow rozwojowych. Petnia
role zardwno pozytywnych, jak inegatywnych regulatoréw fotomorfogenezy. Niektore biatka
B-box sprawuja kluczowe funkcje w kontroli czasu kwitnienia i rozwoju kwiatéw. Inne, zasadniczo
nalezace do grupy strukturalnej IV, sa zaangazowane w mechanizm unikania cienia. Wybrani czton-
kowie rodziny BBX odgrywaja wazng role w szlakach sygnalizacji hormonalnej. Oprocz funkcji
bialek BBX w ontogenezie roslin, sa one takze zaangazowane w odpowiedz organizmow na rézne
stresy srodowiskowe. Ponadto uczestnicza w mechanizmach tolerancji roélin na stresy abiotyczne.
W niniejszej pracy podjeto probe kompleksowego przedstawienia najnowszych osiagni¢é, dotycza-
cych rodziny biatek B-box, jako reprezentantéw strukturalnego i funkcjonalnego polimorfizmu
u roslin. Zwrécono réwniez uwage na udziat biatek B-box w szlakach sygnatowych generowanych
przez zegar biologiczny.

Stowa kluczowe: biatka B-box, palce cynkowe, fotomorfogeneza, kwitnienie, zegar okotodobowy

Summary: Plant growth and development are precisely controlled by interactions between endogenous
factors and the environment. Among many various external stimuli, light plays an essential regulatory
role in the process of morphogenesis and the proper functioning of organisms. Plants sense changes
in the intensity, quality, and direction of sunlight and adapt their development accordingly. Several
proteins that are involved in numerous light-regulated developmental processes in plants have been
identified. The B-box family of proteins (BBX), including direct or indirect transcriptional regulators,
containing B-box zinc finger domains, deserve special attention. The genome of A. thaliana contains
32 BBX genes which have been divided into five different structural groups. The groups were made by
analyzing their amino acid similarity, the presence, and the number of characteristic domains.
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Plant-based BBX proteins are involved in the control of many important developing aspects. They
play the role of positive or negative regulators in photomorphogenesis. Certain B-box proteins in 4.
thaliana are essential in regulating the flowering time and flower development itself. Others, which
belong to the structural group IV, are involved in the shadow avoidance mechanism. Selected members
of the BBX family play an important role in endocrine signaling pathways in plants. Apart from their
function in developmental processes, they are also involved in the response of organisms to various
environmental stresses. They also participate in mechanisms of plant tolerance to abiotic stresses.

In this paper, we have attempted to comprehensively present the latest achievements regarding the
family of B-box proteins, as representatives of structural and functional polymorphisms in plants,
especially focusing on A. thaliana as the model organism. The importance of B-box proteins in sig-
naling pathways generated by the biological clock was also underlined.

Keywords: B-box proteins, zinc fingers, photomorphogenesis, flowering, circadian clock

WSTEP

Wzrost 1 rozwdj roslin jest wynikiem wspotdziatania czynnikow zewngtrz-
nych, takich jak swiatto, dlugo$¢ fotoperiodu, temperatura, dostepnos¢ wody i soli
mineralnych oraz wewngtrznych, do ktorych zaliczamy regulatory wzrostu i hor-
mony roslinne oraz mechanizm zegara biologicznego. Interakcja pomiedzy tymi
czynnikami jest niezb¢dna aby roslina rozwijata si¢ prawidtowo [8, 47]. Wsrod
roznych sygnatéw srodowiskowych, $wiatlo odgrywa kluczowa role regulacyjng
w prawidlowym rozwoju i funkcjonowaniu organizmoéw [50]. Rosliny wyczuwa-
ja jako$¢, ilos¢ 1 kierunek $wiatta, aby regulowaé liczne procesy rozwojowe, takie
jak kietkowanie, fotomorfogeneza czy kwitnienie. Dziatanie $wiatta jest regulo-
wane przez rozlegle sieci sygnalizacyjne obejmujace rézne receptory, przekazniki
sygnatu i biatka efektorowe. Swiatto o réznych dhugosciach fali jest odbierane
przez zestaw wyspecjalizowanych fotoreceptorow. U roslin zidentyfikowano kil-
ka grup fotoreceptorow, ktore pochlaniajg fale Swietlne réznej dtugosci. Naleza
do nich fitochromy, ktére absorbujg $wiatlo czerwone (4 = 660 nm) i daleka
czerwien (4, =730 nm), fototropiny pochtaniajgce Swiatto niebieskie (4, =490
nm) i UV-A oraz kryptochromy i receptory zawierajace domene LOV pochtania-
jace $wiatto niebieskie [11, 13, 68].

Dotychczas zidentyfikowano wiele bialek, ktore odgrywaja istotng role
w procesach wzrostu i rozwoju roslin regulowanych przez swiatto. Sposrod nich
na szczeg6lng uwage zastuguje rodzina biatek B-box (BBX), ktore zawieraja do-
meny palcow cynkowych typu B-box [27]. Roslinne biatka BBX sg kluczowymi
regulatorami wielu procesow, takich jak kietkowanie nasion, fotomorfogeneza
siewek, unikanie cienia, fotoperiodyczna kontrola kwitnienia [4, 47]. Obecno$¢
genow BBX w genomach réznych gatunkow roslin, poczawszy od alg po rosliny
jednoliscienne i dwuliscienne, wskazuje na ich pradawne pochodzenie [15]. Szybka
ekspansja bialek BBX w trakcie ewolucji oraz fakt, ze domeny B-box sg wysoce
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zachowawcze w catym krolestwie roslin, sugeruja, ze biatka BBX mogly odgrywacé
kluczowa rolg w adaptacji roslin ladowych [15]. Co ciekawe, u r6znych gatunkow
roslin, wystepuje podobna ilo$¢ genow BBX np. 32 u Arabidopsis thaliana [40], 30
u Solanum tuberosum [78], 29 u Solanum lycopersicum [14], 25 u Pyrus bretschne-
ideri Rehd [6] 130 u Oryza sativa [35].

BIALKA Z MOTYWEM PALCA CYNKOWEGO

Aktualne dane zawarte w bazie Plant TFDB wskazuja, ze genom Arabidopsis
thaliana koduje 2296 czynnikoéw transkrypcyjnych, ktore zostaly sklasyfikowane
na 58 rodzin [38, 79]. Jak dotad liczne czynniki transkrypcyjne zostaly scharakte-
ryzowane pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym. Dla wielu z nich ziden-
tyfikowano specyficznie docelowe sekwencje DNA (elementy cis-regulatorowe),
z ktorymi si¢ wigzg, jak rowniez biatka regulatorowe, z ktorymi oddziatujg two-
rzac kompleksy aktywujace lub hamujace transkrypcje.

Czynniki transkrypcyjne z motywem palca cynkowego to stosunkowo duza
rodzina. U roslin jej czlonkowie stanowia okoto 15% wszystkich dotychczas zi-
dentyfikowanych biatek [38, 79]. Domeny palca cynkowego to motywy sekwen-
cji, w ktorych reszty aminokwasowe cysteiny i/lub histydyny koordynujg atom/y
cynku. Sg one obecne zardwno u organizmdw eukariotycznych, jak i prokariotycz-
nych. Biatka zawierajace w swojej strukturze domeny palcéw cynkowych moga
oddzialywa¢ z DNA, RNA i innymi biatkami [23, 25]. Pierwotnie klasyfikacja
biatek zawierajacych palce cynkowe zostala przeprowadzona w oparciu o licz-
be¢ reszt cysteiny i histydyny koordynujacych atom cynku. Aktualna klasyfikacja
zasadniczo opiera si¢ na ksztatcie szkieletu domeny biatkowej odpowiadajacej za
wigzanie atomu cynku [44]. Biorac pod uwage réznorodno$¢ strukturalng domeny
bioracej udziat w wigzaniu atomu cynku, biatka z motywem palcow cynkowych
zostaty podzielone na 23 rodziny [52]. Spo$rod nich rodzina biatek z domena palca
cynkowego typu B-box (BBX) jest w ostatnich latach przedmiotem zainteresowa-
nia wielu grup badawczych.

BUDOWA ROSLINNYCH BIALEK B-BOX

Roslinne biatka B-box (BBX) charakteryzuja si¢ obecnoscia pojedynczej do-
meny lub dwoch domen palca cynkowego typu B-box, zlokalizowanych w re-
gionie N-koncowym [15, 27, 40]. Niektorzy cztonkowie rodziny BBX posiadaja
domene CCT i motyw walina-prolina potozone na C-koncu [15, 27, 40]. Ponadto,
zidentyfikowano siedem nowych motywow (M1-M7) specyficznych dla kazdej
grupy strukturalnej [15]. Jednakze dotychczas ich rola nie zostata okreslona, za
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wyjatkiem motywu M6, ktoéry moze mie¢ istotny wptyw w determinacji funkcji
biatek BBX nalezacych do tej samej grupy strukturalnej. Wykazano, ze zamia-
na motywu M6 u biatka AtBBX21 na motyw M6 z biatka AtBBX24, znosi jego
funkcje w promowaniu fotomorfogenezy [39, 94].

DOMENY B-BOX

Bialka BBX moga zawiera¢ odpowiednio jedna lub dwie domeny B-box
o dtugosci okoto 40 aminokwasow, ktore zlokalizowane sg na koncu aminowym
czasteczki. W zalezno$ci od ich sekwencji konsensusowej i odlegto$ci migdzy
zachowawczymi resztami cysteiny i histydyny wigzacymi atom cynku, domeny
B-box dzieli si¢ na dwa typy: B-box1 (B1) oraz B-box2 (B2) [15]. Badania filoge-
netyczne obejmujace 214 biatlek BBX u 12 gatunkow roslin wykazatly, ze motywy
B-box1 i B-box2 prawdopodobnie pochodzg z duplikacji segmentowych i zdarzen
delecji wewnetrznej [15]. Obecno$¢ dwoch domen B-box u jednokomorkowego
glonu Chlamydomonas sugeruje, ze zdarzenie duplikacji domeny B-box miato
miejsce duzo wcezesniej niz ladowa kolonizacja roslin [15]. Wykazano, ze za-
chowawcze reszty aminokwasowe w domenach B-box maja kluczowe znaczenie
w oddzialywaniach biatko-biatko i regulacji transkrypcji [66]. Badania ujawnity,
ze substytucje aminokwasowe w obrebie domeny B1 (Ala na Val) lub B2 (His na
Tyr) w bialku BBX1 u A4. thaliana zaburzaja jego prawidlowe funkcjonowanie
[69]. Z kolei zamiana aminokwasu Asp na Ala w obrgbie domeny B2 w biatku
BBX22 u A. thaliana zaktdca jego interakcje z biatkiem HY'S (ang. ELONGATED
HYPOCOTYL 5) [20].

DOMENA CTT

Dodatkowo w biatkach BBX moze wystgpowaé¢ domena CCT (ang. CON-
STANS, CO-LIKE, TIMING OF CABI: TOCI) [15, 27]. Pierwotnie obecnos¢ do-
meny CCT stwierdzono w biatkach CONSTANS (CO, BBX1), CO-LIKE (COL)
i TIMING OF CABI1 (TOC1) u Arabidopsis thaliana, ktore petnig funkcje klu-
czowych regulatorow procesu kwitnienia.

Domena CCT sktada si¢ z 42-43 aminokwasow i jest zlokalizowana na C-koncu
czasteczki biatka. W obrebie domeny CCT znajduje si¢ sygnat lokalizacji jadrowe;,
ktory umozliwia transport biatka do jadra komorkowego [27]. Poréwnanie sekwen-
cji aminokwasowej biatek BBX u r6znych gatunkéw roslin ujawnito, ze domena
CCT jest wysoce zachowawcza [15]. Wykazano, ze obecno$¢ domeny CCT w biat-
ku CO u A. thaliana jest niezbedna aby moglo ono zwigza¢ si¢ do rejonu promoto-
rowego genu FT (ang. Flowering Locus T) [80]. Ponadto, domena CCT posredniczy
w interakcji biatka CO z ligazami ubikwityny E3, takimi jak COP1 (ang. CON-
STITUTIVE PHOTOMORPHOGENICI) i HOS1 (ang. HIGH EXPRESSION OF
OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES]I), ktore reguluja stabilnos¢ biatka CO [49,
56]. Z drugiej strony, Gendron i in. [29] wykazali, ze zmiana w sekwencji amino-
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kwasowej w obrebie domeny CCT biatka TOC1 (ang. TIMING OF CABEXPRES-
SION 1), znosi jego udzial w negatywnej regulacji ekspresji gendéw CCAI i LHY,
stanowiacych kluczowy element centralnego oscylatora zegara biologicznego.

MOTYW VP
Niektore biatka B-box moga zawieraé motyw VP (ang. VALINE-PROLI-
NE, VP), ktory sktada si¢ z szesciu aminokwaséw o sekwencji konsensusowe;j
G-I/ VV-P-S / T-F [22]. Motyw VP jest zlokalizowany na koncu karboksylo-
wym czasteczki biatka i oddzielony jest 16-20 aminokwasami od domeny CCT
[33]. U wielu biatek, takich jak HY5, HYH, UVR8 i SIZ1 motyw VP posredniczy

GRUPA NAZWA
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Sekwencje zachowawcze domen palca cynkowego:
B-box1 (Bl): C-Xp-C-X74-C-Xo-D-X-A-X-L-C-X3-C-D-XG-H
B-box2 (B2): C-3-C-X3-P-Xy-C-3p-D-X:-L-C-3,-C-D-3-H

RYCINA 1. Klasyfikacja strukturalna biatek BBX u A. thaliana (wg [27], zmodyfikowane)
FIGURE 1. Structural classification of BBX proteins in A. thaliana (according to [27], modified)
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w interakcji z domeng WD40 w biatku COP1. Wykazano, ze mutacje w obrebie
motywu VP catkowicie znosza zdolnos$¢ tych biatek do oddzialywania z biatkiem
COP1 [33, 57, 96]. Badania ujawnity, ze biatka BBX, ktore wchodza w interakcje
z biatkiem COP1, takie jak AtBBX4, AtBBX20, AtBBX21, AtBBX22, AtBBX24
i AtBBX25, rowniez posiadajag motyw VP [19, 20, 24, 28, 90, 95].

AtBBXl -—-MLEQESNDIGSGENNRARPCDTCRS-NACTVYCHADSAYLCMSCDAOVHSANRVASREERVA-———————————————
BEBBX] ————————————————= MEYMCDFCEE-QREMVYCRSDALCLOLSCORSVESANALSKRHSRTL-—— —————————————
AtBBX16 MVVDVESRTASVTGERMAARGCDACMERSRASWYCPADDAFLCQSCDAS THSANHLARRHERVRLOSSSPTETADRTTSV
BtBBHX24 ————————————————= MEIQCDVCEE-APATVICCADEAALCPOCDIE THARNRLASKHORLELNSLS———————————
AtBBK32 -—-——-———————————= MVSFCELCGEA--EADLHCAADSAFLCRSCDARFEASNFLFARHFRRVICENCES—————————
AtBBXl ————-——————— VCESCERAPAAFLCEADDASLOTACDSEVHSA-————— NETARRHORVPILETSGNSFSSMTTTHHOS
AtBBX7 -———————————- VCERGNAOPATVRCVEERVSLCONC DWSGHNNSNNNNSSS33TSPOOHRROTISCYSGCPSSSELAST
AtBBEX16 WYEGFRRRARTPRSKSCAFEELLQIESNDPLVPELGGDEDDGFFS---—-FSSVEETEESLNCCVPVFDPFSDMLIDDING
AtBBX24 --——————- TRFPRCDICQERAAFIFGVEDRALLCRDCDESTHVA —————— NSRSENHORFLATGIRVALTSTICSKEIER
BtBB¥32 —————— LTONFVSGPLLPWPPRTTCCSESSS380CSSLDCVS8S——————— ELSSTTROVNRERGRENRVNAEAVEAVTVE

AtBBX1 ERTMTDPERRLVVDOEEGEEGDEDAREVASWLEPNS DENNNNCNNGLLESDEY LNLVDYNSSMDYRFTGEY SQHOONC SV
AtBBX1T WSFCLDLAGOSICEQELGMMNTI DDDGPTDRRTCNEDERDVLVGSSSIPETSSVPOGRS38ARDVGMCEDDEFY GNLGMDEWV
AtBBX16 FCLVPDEVNNTTTINGELGEVERAIMDDEGFMGFVPLDMDLEDLTMDVESLLEEEQLCLGFREPNDVGVIEEENEVGFEIN
AtBB¥24 NOPEPSNNQCOEANQIPARSTSQ QOOQOPSSATPL
AtBB¥X32 DGIFVNWCGELGLNRDLTNAVVS YASLALAVETR

AtBB¥1 POTSYGGDRVVEPLELEESRGHOCHNOONFOFNTIRY GSSGTHYNDNGS TNHNAY T SSME TGVEES TACVTTASHPRTPEG
AtBBX7 DMATENYEELFGTAFNPSEELFGHGGIDSLEFHRHOTAPEGGNSVOPAGSNDSFMSSETEPIICFASKPAHSNISFSGVTIG
AtBBX16 CERDLRRVEDEDEEEEERRCENGGSEKDSDREASNDEDRETSLFLRLDYGAVISAWDNHGSPWETGIRPECMLGGNTCLEHV
AtBB¥X24 PWAVDDFFHFSDIESTDRRGOLDLGAGELDWFSDMGFFGDOINDRALPARAFVPELSVSHLGHVHSYRPMESNVSHEEPRFE
AtBB¥X32 PRATERVFLAAAFWFGVENTTTWONLEEVEDVTGVSAG MIRAVESELARRMTQQ

AtBBX1 TVEQOPDPASOMITVTOLS———=—————=—====—==== PMDREARVLRYREKRKTRKFEKTIRYASRKAYAF I RPRVNGRF
AtBBXT ESSAGDFOECGASSSIQLEGEPPNYPEPTLODNNAC SHSVIRNNAVMRYREKKKARKFDKRVRYASRKARADVRRRVEGRE
AtBB¥16 VGGYERLMSSDGSVTROCGRDGGG———————————— SDGEREARVLRYKEKRRTRLFSKKIRYEVREKLNAEQRPRIKGRF
AtBB¥24 ETRYDDDDEE}IE‘IEDLG
AtBB¥X32 LRERWRVDSEEGWAENDNV

AtBBX1 AKREIEAEEQGFNTMLMYNTGYGIVESF
AtBBX7 VRAGEAYDYDPLTPTRSY —————————
AtBB¥24

AtBB¥16 VRKRTSLLT

RYCINA 2. Porownanie sekwencji aminokwasowej wybranych biatek BBX nalezacych do réznych
grup strukturalnych rodziny BBX z A. thaliana za pomoca ClustalW2. AtBBX1 (ID: Q39057) —I gru-
pa strukturalna, AtBBX7 (ID: Q9SSES) — II grupa strukturalna, AtBBX16 (ID: Q9C9A9) — III grupa
strukturalna, AtBBX24 (ID: Q96288) — IV grupa strukturalna, AtBBX32 (ID: Q9LIB7) — V grupa
strukturalna. Odstepy pomiedzy symbolami aminokwasow zostaly wprowadzone dla maksymalnego
dopasowania sekwencji. Domeng B-box1 zaznaczono kolorem z6ttym, domen¢ B-box2 zaznaczono
kolorem niebieskim, domen¢ CCT pogrubiono i podkreslono, motyw VP zaznaczono kolorem zielo-
nym. Zachowawcze reszty cysteiny koordynujace atom cynku zaznaczono kolorem czerwonym
FIGURE 2. Comparison of amino acid sequences of selected BBX proteins belonging to different
structural groups of the BBX family in 4. thaliana using ClustalW2. AtBBX1 (ID: Q39057) — I struc-
tural group, AtBBX7 (ID: Q9SSES) — II structural group, AtBBX16 (ID: Q9C9A9) — III structural
group, AtBBX24 (ID: Q96288) — IV structural group, AtBBX32 (ID: Q9LJB7) — V structural group.
Spaces between the amino acid have been introduced for maximum sequence alignment. The B-box1
domain is highlighted in yellow, the B-box2 domain is highlighted in blue, the CCT domain is in bold
and underlined, the VP motif is highlighted in green. Conservative cysteine residues coordinating the
zinc atom are marked in red
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RODZINA BIALEK BBX U ARABIDOPSIS THALIANA

W genomie A. thaliana sa obecne 32 geny BBX, ktore koduja biatka zawie-
rajace domeng palca cynkowego typu B-box. Biorgc pod uwage podobienstwo
aminokwasowe, liczb¢ domen B-box oraz obecnos¢ lub brak domeny CCT, bialka
nalezace do rodziny B-box zostaly podzielone na pi¢¢ roznych grup struktural-
nych (I-V) (Ryc. 1) [27, 40]. Biatka BBX nalezace do grupy [ (AtBBX1-AtBBX6)
posiadaja dwie domeny B-box (B1 i B2) oraz domen¢ CCT (Ryc. 1 i2). Przed-
stawiciele grupy Il (AtBBX7-AtBBX13) zawierajg rowniez dwie domeny B-box
(B11B2)idomeng CCT, jednakze od grupy I r6znig si¢ sekwencjg konsensusowa
w obrebie domeny B2 (Ryc. 11 2). Biatka z grupy III (AtBBX14-AtBBX17) po-
siadaja jedna domene B-box (B1) i domeng CCT (Ryc. 1 i 2). Czlonkowie grupy
IV (AtBBX18-AtBBX25) zawieraja dwie domeny B-box (B1 i B2) (Ryc. 11 2),
natomiast reprezentanci grupy V (AtBBX26-AtBBX32) majg tylko jedng domeng
B-box (B1) (Ryc. 112)[27,40]. U innych gatunkow roslin, klasyfikacja struktu-
ralna biatek BBX jest oparta na podobnych kryteriach jak u Arabidopsis thaliana.

FUNKCJE BIALEK BBX W PROCESACH WZROSTU
I ROZWOJU ZALEZNYCH OD SWIATLA

ROLA BIALEK BBX W FOTOMORFOGENEZIE SIEWEK

Swiatto reguluje procesy zachodzace w roslinach podczas caltego ich zycia.
Fotomorfogeneza siewek jest procesem kontrolowanym przez §wiatlo, ktore pro-
muje de-etiolacje siewek czyli ,,przelaczenia si¢” rosliny ze wzrostu w ciemnosci
na wzrost na §wietle. Proces de-etiolacji charakteryzuje si¢ zahamowaniem wy-
dhuzenia todygi, otwieraniem liScieni i przeksztatceniem etioplastéw w chloropla-
sty [3]. Aby procesy fotomorfogenetyczne mogty zachodzi¢, §wiatto musi by¢
zaabsorbowane przez wyspecjalizowane czgsteczki fotoreceptoréw roslinnych,
ktore nastepnie przekazuja sygnaty swietlne do nadrzednych biatek, takich jak
PIFs (ang. PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS), HYS (ang. ELONGAT-
ED HYPOCOTYL 5), HYH (ang. TRANSCRIPTION FACTOR HY5-LIKE) i COP1
(ang. CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1/ E3 ubiquitin-protein ligase
COP1I) petnigcych role pozytywnych lub negatywnych regulatoréow fotomorfoge-
nezy [81]. Biatko COP1 jest kluczowym negatywnym regulatorem fotomorfoge-
nezy. W ciemnosci biatko COP1 aktywuje ubikwitylacj¢ biatek promujacych fo-
tomorfogeneze w tym biatka HY'S, kierujac je do degradacji w proteasomie [48].

Niedawno ujawniono, ze bialka B-box dziatajg jako negatywne badz pozy-
tywne regulatory fotomorfogenezy w szlaku, w ktorym posredniczy biatko HYS
[54]. U A. thaliana biatka AtBBX4 [19], AtBBX20 [89], AtBBX21 [93], AtB-
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BX22 [9] i AtBBX23 [97] promuja fotomorfogenezg, podczas gdy biatka AtB-
BX18 [88], AtBBX19 [84], AtBBX24 [39, 95], AtBBX25 [28], AtBBX28 [54]
1 AtBBX32 [34] tlumia fotomorfogeneze. Badania wykazaty, ze bialtka BBX biora
udziat w procesie de-etiolacji siewek, kontroluja wzrost hipokotylu, wzrost ko-
rzeni bocznych i rozwoj liscieni, a ponadto sg zaangazowane w reguluje akumu-
lacji chlorofilu i wytwarzanie antocyjanoéw (Tab. 1).

TABELA 1. Regulacja fotomorfogenezy przy udziale biateck BBX u A. thaliana
TABLE 1. Regulation of photomorphogenesis mediated by BBX proteins in 4. thaliana

BIALKO
BBX

PARTNER
INTERAKCJI

EFEKT

ROLA BIALKA BBX

AtBBX4

COP1

promuje

Wchodzi w bezposrednig interakcje z biatkiem COP1

i thumi jego funkcje. Pozytywnie reguluje zalezny od
$wiatta rozwdj 1 tworzenie korzeni bocznych. Ponadto,
sprzyja rozgaltezianiu si¢ pedow, szczegdlnie w warunkach
krotkiego dnia [19].

AtBBX18

Gibereliny

thumi

Hamuje wydtuzanie hipokotylu za posrednictwem $wiatta
niebieskiego poprzez zwigkszenie poziomoéw bioaktyw-
nych giberelin [88].

AtBBX19

COP1
ELF3

thumi

Wiaze si¢ z biatkiem ELF3 i kieruje je do ubikwitylacji za
posrednictwem biatka COP1, umozliwiajac tym samym
ekspresje czynnikow transkrypcyjnych PIF4 i PIFS, pro-
wadzacg do zwigkszonego wzrostu hipokotylu [84].

AtBBX20

COP1
HY5

promuje

Oddzialuje z biatkiem COP1 i na §wietle hamuje jego
aktywno$¢. Moze rowniez w kompleksie z biatkiem HYS,
regulowac¢ ekspresj¢ gendw docelowych. Ponadto, AtB-
BX20 pozytywnie reguluje poziom transkryptu i biatka

w HYS [89].

AtBBX21

COP1
HY5

promuje

Bezposrednio wigze si¢ do rejonu promotorowego genu
HY5 i pozytywnie reguluje jego transkrypcje [90, 93].
Ponadto, AtBBX21 reguluje aktywnos¢ HY'S na poziomie
potranskrypcyjnym poprzez oddzialywanie i zaktocanie
wigzania biatka HY5 do rejonu promotorowego genu ABI5
[39]. Oddziatuje z biatkiem COP1 i hamuje jego aktywnos¢.

AtBBX22

COP1
HY5

promuje

Oddziatuje z bialkiem COP1 i na $wietle hamuje jego
aktywnos¢. Ponadto, wchodzi w bezposrednia interakcje
z biatkiem HY 5. Pozytywnie reguluje poziom transkryptu
i biatka HY'S, w konsekwencji prowadzac do hamowania
wydtuzenia hipokotylu i indukcji akumulacji antocyja-
now [9].

AtBBX23

HY5
COP1

promuje

Oddziatuje z biatkiem HY 5, co w konsekwencji prowadzi
do zahamowania ekspresji genow zwigzanych z wydtuza-
niem komorek i do aktywacji transkrypcji genow zwiaza-
nych z fotosyntezg [97]. Tymczasem interakcja z biatkiem
COP1 prowadzi do degradacji biatka BBX23 w ciemnosci.
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BIALKO| PARTNER

BBX |INTERAKCJI EFEKT ROLA BIALKA BBX

Bezposrednio oddziatuje z biatkiem COP1 wzmacniajac
COP1 jego funkcje, a takze w wyniku ujemnego sprze¢zenia
AtBBX24 HYs thumi | zwrotnego ulega za jego posrednictwem degradacji [95].
Oddziatuje z biatkiem HY 5, uniemozliwiajac jego wiaza-

nie do rejonu promotorowego genu CHS [39].
Bezposrednio oddziatuje z biatkiem COP1 wzmacniajac
jego funkcje, a takze w wyniku ujemnego sprzg¢zenia
zwrotnego za jego posrednictwem ulega degradacji. Ha-

COP1 muje aktywno$¢ biatka HY'S. Bezposrednie oddziatywanie
AtBBX25 HYS thumi | biatka AtBBX25 i HY5 prowadzi do powstania nieaktyw-
AtBBX24 nego heterodimeru. Dodatkowo, AtBBX25 w kompleksie

z biatkiem AtBBX24 dziata addytywnie na biatko HY'S,
prowadzac do zahamowania jego aktywno$ci w regulacji
transkrypcji genu AtBBX22 [28].

Tworzy heterodimer z biatkiem HYS i zapobiega wigzaniu
COP1 . |HYS do genow docelowych, takich jak CHS, FHY1. Eks-
AtBBX28 HYS thumi pozycja na $wiatlo stabilizuje zarowno biatko AtBBX28,
jak i biatko HY'S poprzez dezaktywacj¢ COP1 [54].
Negatywnie reguluje aktywnosci biatka HY5 poprzez
bezposrednig interakcje z biatkiem AtBBX21 [34].

AtBBX32 AtBBX21 thumi

BIALKA BBX W PROCESIE KWITNIENIA

W ontogenezie roslin okrytonasiennych wyr6zni¢ mozna dwa gtowne okresy:
wegetatywny, podczas ktérego nastgpuje réznicowanie si¢ i wzrost rosliny oraz
generatywny, w ktorym roslina nabiera zdolnos$ci do rozmnazania si¢, wytwarza
kwiaty, a nastgpnie nasiona. Przejscie roslin z rozwoju wegetatywnego w gene-
ratywny jest procesem bardzo zlozonym i w ostatnich latach bardzo intensywnie
badanym [36]. U wigkszosci gatunkow proces kwitnienia zalezy od czynnikow
srodowiskowych, takich jak $wiatlo i temperatura [51]. Okre$lone warunki tem-
peraturowe i $wietlne sg impulsem indukcyjnym decydujacym o przejsciu tych
roslin ze stanu wegetatywnego w generatywny.

Cykl zyciowy wielu roslin powigzany jest z porami roku, ktorych zmiana jest
sygnalizowana przez zmieniajace si¢ dobowo warunki $wietlne otoczenia. W toku
ewolucji rosliny dostosowaty wzrost i rozwdj do okresowych zmian dtugosci dnia
i nocy. Scista regulacja czasu kwitnienia jest niezbedna do sukcesu reprodukcyj-
nego rosliny, umozliwiajac zakonczenie rozwoju nasion w sprzyjajacych warun-
kach §rodowiskowych [64].

Mechanizm fotoperiodycznej indukcji kwitnienia zostat najlepiej pozna-
ny i scharakteryzowany u Arabidopsis thaliana [2, 61, 72, 73]. Do kluczowych
elementéw mechanizmu regulacyjnego proces kwitnienia nalezg biatka FT (ang.
FLOWERING LOCUS T) i CO/BBX1 (ang. CONSTANS). Klasyczna koncepcja
sugerowala istnienie przenosnego sygnatu tzw. “florigen”, ktory jest wytwarzany
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w lisciach i transportowany do merystemu wierzchotkowego pedu (SAM) w celu
indukcji kwitnienia. Dalsze badania ujawnity, ze biatko FT u Arabidopsis tha-
liana jest kluczowym sktadnikiem tego mobilnego sygnalu [65]. Wykazano, ze
w warunkach dnia dlugiego, dochodzi do indukcji ekspresji genu F7T [2]. Biatko
FT jest syntetyzowane w komorkach towarzyszacych tyka i transportowane do
SAM przez elementy sitowe tyka. Biorgc pod uwage niewielka mase czgsteczko-
wa biatka FT dtugo uwazano, ze moze ono przenika¢ do elementow sita na drodze
dyfuzji. Jednakze dalsze badania sugerowaty istnienie specyficznego, zaleznego
od fotoperiodu mechanizmu, ktéry umozliwialby wydajne przemieszczanie biatka
FT do elementow sita. Ostatnie dane dowodza, ze bardziej prawdopodobny od
dyfuzji biernej jest aktywny mechanizm transportu biatka FT [22]. Znane sg dwa
czynniki, ktore odgrywaja sekwencyjna, ale niezalezna role w transporcie biatka
FT. Jednym z nich jest biatko blonowe retikulum endoplazmatycznego, FTIP1
(ang. FT-INTERACTING PROTEIN 1), ktére reguluje przeniesienie biatka FT
z komorek towarzyszacych lyka do elementow sitowych [55]. Drugim jest biat-
ko NaKR1 (ang. SODIUM POTASSIUM ROOT DEFECTIVE), ktore oddziatluje
z biatkiem FT i bierze udziat w jego transporcie przez elementy sita do wierzchot-
kow pedow [99]. W merystemie wierzchotkowym biatko FT tworzy kompleks
z czynnikiem transkrypcyjnym FD (ang. FLOWERING LOCUS D) i wspolnie
aktywuja ekspresje genow kodujacych czynniki transkrypcyjne SPLs (ang. SQU-
AMOSA BINDING PROTEINS LIKE), ktore z kolei indukuja transkrypcje genow
tozsamosci kwiatowej [1].

Bialko AtBBX1 (CO/CONSTANS)

Pierwszym zidentyfikowanym i scharakteryzowanym genem nalezacym do
rodziny BBX byt gen BBXI z A. thaliana kodujacy biatko AtBBX1 (CO/CON-
STANS). Badania wykazaly, ze biatko AtBBX1 odgrywa wazng rol¢ w regulacji
czasu kwitnienia i rozwoju kwiatow [83]. Ekspresja genu AtBBXI (CO/CON-
STANS) na poziomie transkryptu i biatka jest §cisle kontrolowana przez perio-
dyczne nastepstwo okresoOw $wiatla i ciemnosci (fotoperiod), rytm okotodobowy
oraz liczne czynniki transkrypcyjne i biatka regulatorowe. Najwazniejsza funkcja
biatka CO jest promowanie transkrypcji genu F7 (ang. FLOWERING LOCUS T),
poprzez specyficzne wigzanie si¢ domeny CCT biatka CO do elementow cis-regu-
latorowych CORE (ang. CO RESPONSIVE ELEMENTS) i CCAAT-box obecnych
w promotorze genu FT. Modut CO-FT jest wysoce zachowawczy u réznych ga-
tunkow ro$lin [2]. Transkrypcyjna i potranslacyjna regulacja CO zapewnia odpo-
wiednig kontrole ekspresji genu F7T. Indukowana przez §wiatto transkrypcja genu
CO mozliwa jest dzieki interakcji dwoch biatek: GI (ang. GIGANTEA) i FKF1
(ang. FLAVIN BINDING KELCH REPEAT F-BOX1), stanowigcych kluczowe ele-
menty zegara okotodobowego. Biatka GI i FKF1 aktywuja ekspresj¢ genu CO,



BIALKA B-BOX U ROSLIN 233

ktora z kolei jest hamowana przez biatka CDF1 i CDF2 (ang. CYCLING DOF
FACTORS 1 i2). Podczas dnia dlugiego, biatka GI i FKF1 tworza zalezny od
swiatta kompleks, ktory ubikwitynuje i kieruje biatka CDFs na droge degrada-
cji proteasomalnej [2]. Potranslacyjna regulacja CO, réwniez stanowi niezbed-
ny element wptywajacy na kontrole szlaku indukcji kwitnienia podczas dlugich
i krétkich dni. Wykazano, ze biatko CO za posrednictwem domeny CCT, wcho-
dzi w interakcje z bialkami COP1 i SPA1 (ang. SUPPRESSOR PHYTOCHROME
A 1), co prowadzi do jego ubikwitynacji i degradacji przez proteasom 26S [37].
Aktywnos¢ tego kompleksu jest ttumiona przez swiatto, dzigki czemu degradacja
biatka CO zachodzi gtownie w ciemnos$ci, podczas gdy silng akumulacj¢ biatka
CO odnotowuje si¢ pod koniec dtugiego dnia [2]. Stabilizacja CO pod koniec dtu-
giego dnia jest mozliwa dzieki dziataniu PHYA (ang. PHYTOCHROME A, recep-
tor dalekiego $wiatta czerwonego) i CRY2 (ang. CRYPTOCHROME 2, receptor
$wiatta niebieskiego). Bezposrednia interakcja miedzy aktywowanym biatkiem
CRY2 a kompleksem SPA1/COP1 zmniejsza aktywno$¢ katalityczng COP1-SPA1
w $wietle, w nastgpstwie czego biatko CO nie ulega efektywnej degradacji [100].
Biatko PHYA réwniez moze blokowa¢ kompleks COP1-SPA1, jednakze mecha-
nizm jego dzialania jest nieznany [70]. Ponadto, po potudniu biatko FKF1 w odpo-
wiedzi na $wiatlo niebieskie wiaze si¢ z biatkiem CO, zwigkszajac jego stabilnos¢
[74]. Z kolei rano, biatko HOS1 (ang. HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY
RESPONSIVE GENES 1) bedace ligaza ubikwityny, przyczynia si¢ do degradacji
biatka CO. Prawdopodobnie interakcja biatek HOS1 i CO odbywa si¢ w sposob
zalezny od PHYB (ang. PHYTOCHROME B, receptor $wiatla czerwonego) [49].
Fakt, ze bialko HOSI taczy si¢ z CO na poczatku dnia, a bialka COP1 i SPA1
w nocy, dowodza na istnienie odmiennych mechanizméw angazujacych ligazy
ubikwityny w celu regulacji ilo$¢ biatka CO w ciggu doby.

Inne bialka B-box zaangazowane w proces kwitnienia
Oprocz biatka CO (AtBBX1/CONSTANS) u A4. thaliana zidentyfikowano kil-
ka innych biatek nalezacych do rodziny BBX, ktore rowniez odgrywaja kluczowa
role w regulacji czasu kwitnienia (Tab. 2). Wsrdd nich mozna wyr6zni¢ biatka
wykazujgce wysokie podobienstwo sekwencji do biatka CO tzw. COL (ang. CO-
like), takie jak AtBBX4/COL3 [81], AtBBX6/COLS [31], AtBBX7/COL9 [12],
AtBBX10/COL12 [60] i AtBBX17/COLS [77] (Tab. 2).

BIALKA BBX A SYNDROM UNIKANIA CIENIA
Poniewaz rosliny wyzsze sg fotoautotrofami, konkurencja o §wiatto jest cecha
charakterystyczng dla zbiorowisk roslinnych. Aby wykry¢ i zareagowac na obec-
no$¢ wiekszych roslin w bliskim sasiedztwie, ros§liny unikajgce cienia dysponuja
rozmaitymi mechanizmami, ktore pomagajg im przystosowaé swoj wzrost i roz-
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TABELA 2. Regulacja kwitnienia przy udziale biatek BBX u 4. thaliana
TABLE 2. Participation of BBX proteins in the regulation of flowering in 4. thaliana

BIALKO

BBX EFEKT ROLA BIALKA BBX

Opdznia kwitnienie poprzez hamowanie ekspresji genu F'7. Aby proces
AtBBX4 thumi | ten mial miejsce wymagana jest interakcja biatka AtBBX4 z biatkiem
AtBBX32 [81].

AtBBX6 promuje | Zwicksza ekspresj¢ genow FT1SOCI [31].

Hamuje ekspresje genu CO, tym samym wplywajac na poziom akumula-
cji biatka FT [12].

Zmniejsza aktywna pule biatka CO, co prowadzi do hamowania aktywa-
cji transkrypcji genu F'T [60].

AtBBX17 thumi | Opdznia kwitnienie poprzez hamowanie ekspresji genu F7 [77].
Zmniejsza ilo$¢ biatka CO, prowadzac do hamowania transkrypcji genu
FT[84].

Thumi ekspresje genu FLC oraz aktywuje syntezg bialek FT

AtBBX24 | promuje |iSOCI. Moze by¢ rdwniez zaangazowany w regulacj¢ czasu kwitnienia
za posrednictwem etylenu lub brassinosteroidow [52].

Tworzy trimeryczny kompleks razem z biatkiem CO i ko-represorem
AtBBX30 thami | transkrypcji biatkiem TPL, co prowadzi do zahamowania ekspresji genu
FT1iopo6znienia kwitnienia [30].

Tworzy trimeryczny kompleks razem z biatkiem CO i ko-represorem
AtBBX31 thumi | transkrypcji biatkiem TPL, co prowadzi do zahamowania ekspresji genu
FT1iopodznienia kwitnienia [30].

Interakcja biatka AtBBX32 z biatkiem AtBBX4 umozliwia wigzanie
AtBBX32 thumi | AtBBX32 do rejonu promotorowego genu F7. W konsekwencji dochodzi
do zahamowania transkrypcji genu F7 [81].

AtBBX7 thami

AtBBX10 thumi

AtBBX19 thami

woj do panujacych warunkow srodowiska i umozliwiaja skuteczne rywalizowa-
nie z sgsiadami [5, 71]. Jednakze, do realizacji tego procesu niezbg¢dna jest stata
percepcja intensywnosci i jakosci §wiatta. Badania wykazaty, ze kiedy ro$lina jest
zacieniona, zachodzi znaczgca zmiana w proporcji migdzy czerwienig a daleka
czerwienig. Zmiany w stosunku ilosci §wiatta czerwonego (ang. Red, R) do dale-
kiej czerwieni (ang. Far Red, FR) sg wykrywane przez fitochromy. W ciemnosci
syntetyzowany jest fitochrom pochtaniajacy swiatto czerwone (Pr, maksimum ab-
sorpcji ok. 660 nm), ktory jest uwazany za nieaktywny biologicznie. Pochtanianie
kwantow $wiatta czerwonego przez Pr powoduje jego fotokonwersje do postaci
absorbujacej dalekie czerwone $wiatlo (Pfr, maksimum absorpcji ok. 730 nm).
Zmniejszony stosunek R:FR, prowadzacy do stosunkowo niskich stezen Pfr, jest
uwazany za kluczowa oznake $wiatta odbijanego lub przechodzacego przez rosli-
ny znajdujace si¢ w najblizszym sgsiedztwie [26]. W odpowiedzi na sygnat o ni-
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skim stosunku R:FR, bedacym zapowiedzig przysziej konkurencji, wiele roslin
zwieksza tempo wzrostu wydtuzania todyg i ogonkow lisciowych, czesto kosztem
rozwoju lisci i organdw spichrzowych. Takie reakcje, zwane syndromem unikania
cienia (ang. SHADE AVOIDANCE RESPONSE, SAR), stuza do unoszenia lisci
w kierunku $wiatla dziennego i zapewniajg przetrwanie w szybko rosnacych po-
pulacjach [7]. Badania molekularne nad zjawiskiem SAR u A. thaliana dowodza
na istnienie dwoch odrgbnych strategii w reakcji unikania cienia. Pierwsza, okre-
$lana jako ,,detekcja sasiada”, charakteryzuje si¢ indukcja zwigkszonej syntezy
auksyn, ich akumulacja i transportem oraz transdukcja sygnatu auksynowego
sprzezong z up-regulacja kilu genow kodujacych czynniki transkrypcyjne i ak-
tywacja wielu szlakoéw hormonalnych [45]. Ta strategia molekularna jest czyms
w rodzaju ,,sygnatu ostrzegawczego”, ktory szybko si¢ wlacza i wytgcza, w zalez-
nosci od intensywno$ci §wiatta docierajagcego do rosliny, co wplywa na stabilnos¢
ujemnego regulatora SAR, biatka HRF1/SICS1 (ang. HYPOCOTYL IN FAR RED
I/SLENDER IN CANOPY SHADE /) [32]. Druga strategia, zwana ,,cieniem bal-
dachimu” nastgpuje nieco pozniej i czgSciowo pokrywa si¢ ze strategia ,,detekcji
sasiada”. To dlugoterminowe podejscie ma na celu umozliwienie aklimatyzacji
roslin do nowych warunkow srodowiskowych, ktére charakteryzujg si¢ zmniej-
szong efektywnos$cig energii docierajacej do roslin w postaci $wiatta [32, 63]. Wy-
kazano, ze w regulacje tego programu rowniez jest zaangazowana sygnalizacja
auksynowa, prawdopodobnie poprzez zmian¢ wrazliwo$ci roslin na auksyny.
Istnieja dowody wskazujace, ze niektore biatka BBX u A. thaliana nalezace
do grupy IV sg zaangazowane w mechanizm unikania cienia. Wykazano, ze biatka
AtBBX21 i AtBBX22 biorgce udzial w szlaku sygnalowym COP1 [16], pozytyw-
nie regulujg ekspresje wezesnych negatywnych regulatorow SAR, takich jak PAR1
(ang. PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED 1), PIL1 (ang. PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3-LIKE 1), HFR1 (ang. LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED
1) i HD-ZIP protein 4 (ang. HOMEOBOX-LEUCINE ZIPPER PROTEIN HAT4)
w krotkotrwatym cieniu [16]. Co ciekawe, biatko AtBBX21 negatywnie reguluje
SAR w dlugotrwatym cieniu, poprzez zmniejszanie ekspresji szeregu genéw zaan-
gazowanych w szlaki hormonalne etylenu, brassinosteroidow i auksyny [16, 17].
Z kolei biatko AtBBX16, gromadzi si¢ w sposob zalezny od aktywnego Pfr i reguluje
reakcje unikania cienia poprzez ttumienie sygnalizacji auksynowej [86]. Inne biatko
AtBBX24 promuje SAR poprzez bezposrednie oddziatywanie z biatkiem GAI (ang.
GIBBERELLIC ACID-INSENSITIVE), co prowadzi do zniesienia represji genu PIF4.
PIF4 jest waznym integratorem sygnatéw §rodowiskowych 1 hormonalnych, a takze
promuje SAR, wiazac si¢ z domena G-box w promotorze genow wrazliwych na za-
cienienie [18]. Co wigcej wykazano, ze biatka BBX24 i BBX25 wspoélnie promuja
wzrost hipokotylu u A. thaliana w cieniu w sposob zalezny od biatka COP1 [28].
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UDZIAL BIALEK BBX W SZLAKACH HORMONALNYCH

Niektorzy cztonkowie rodziny gendow BBX u A. thaliana odgrywaja wazng
rolg w szlakach sygnalizacji hormonalnej (Tab. 3) [82]. W rejonach promotoro-
wych tych genow, stwierdzono obecnos¢ jednego lub kilku elementdéw cis-regula-
torowych zwigzanych z odpowiedzig roslin na dzialanie fitohormonow.

KWAS ABSCYSYNOWY (ABA)

Do tej pory funkcje BBX w sygnalizacji ABA okreslono dla trzech biatek
BBX u 4. thaliana, takich jak BBX1/CO, BBX5/COL4 i BBX21/STH2. Badania
wykazaty, ze podczas suszy biatko BBX1 posredniczy w indukowanej przez ABA
aktywacji transkrypcyjnej genu F7, promujac indukcje kwitnienia [67]. Co wigce]
udowodniono, ze biatko ABI3 (ang. ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3) oddzialuje
z domeng CCT w biatku BBX1, jednakze biologiczne znaczenie tej interakcji nie
zostato jeszcze poznane. Min iin. [58] wykazali, ze ekspresja genu BBXS5 u 4.
thaliana jest indukowana w odpowiedzi na ABA, zasolenie i stres osmotyczny.
Autorzy ujawnili, ze mutant bbx5 charakteryzuje si¢ zwickszong wrazliwoscig na
ABA i zasolenie podczas kietkowania i zazieleniania liscieni, podczas gdy rosliny
z nadekspresja genu BBX5 sa mniej wrazliwe na dziatanie kwasu abscysynowego
i wysokie stezenie soli [58]. Co ciekawe, w obecnosci ABA lub 150 mN NaCl
odnotowano silna akumulacj¢ transkryptu genéw zwigzanych z biosyntezg ABA
i odpowiedzig na stres u roslin z nadekspresja BBXS5 w porownaniu do mutantow
bbx5. Inne biatko, BBX21, uczestniczy w kontroli kietkowania nasion zaleznej
od ABA, poprzez bezposrednig interakcj¢ z biatkiem HY5 i ABI5 (ang. ABSCI-
SIC ACID INSENSITIVE 3). Wykazano, ze biatko BBX21 negatywnie reguluje
ekspresje genu ABI5, zaklocajac wigzanie si¢ czynnika transkrypcyjnego HY'S
do rejonu promotorowego genu ABI5 [91]. Ponadto, bialko BBX21 rowniez jest
negatywnym regulatorem indukcji ekspresji genu ABI3 [91].

GIBERELINY (GA)

Gibereliny naleza do fitohormonoéw, ktore wywieraja ogromny wplyw na pro-
cesy wzrostu i dojrzewania ro$lin, takie jak kietkowanie nasion, wydtuzanie hi-
pokotyli 1 miedzywezli, indukcja kwitnienia, rozwdj kwiatow oraz dojrzewanie
owocow. Jak dotad, zidentyfikowano kilka biatek BBX, ktore sg zaangazowane
w szlak giberelinowy. Biatko BBX18 u 4. thaliana promuje wydluzanie hipoko-
tylu w warunkach $wiatta niebieskiego poprzez zwigkszenie poziomu bioaktyw-
nych GA [88]. Analiza ekspresji genéw odpowiedzialnych za metabolizm GA wy-
kazata, ze biatko BBX 18 hamuje transkrypcje genu kodujacego oksydazg GA20x1
i GA20x8, a indukuje ekspresje¢ genu kodujacego dioksygenaze GA3ox1 i oksyda-
z¢ GA20ox1 w $wietle niebieskim [88]. Nastepnie udowodniono, ze podjednostka
B biatka G, AGB1, ktéra odgrywa istotng rol¢ w rozwoju hipokotylu, wchodzi
w bezposrednig interakcje z biatkiem BBX21 u 4. thaliana. Zwigzanie AGB1
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z C-koncowym rejonem biatka BBX21, prowadzi do zahamowania ekspresji genu
BBX21 oraz jego gendw docelowych, w tym genu GA20x/ [92]. Dalsze badania
dowiodty, ze dwa biatka CO/AtBBX1 i AtBBX24 moga oddziatywa¢ z biatkami
DELLA, ktore sg glownymi negatywnymi regulatorami sygnalizacji GA [15, 85].

TABELA 3. Udziat biatek AtBBX w szlakach sygnalizacji fitohormonow
TABLE 3. Participation of AtBBX proteins in phytohormone signaling pathways

BIg;)l{(O HORMON ROLA BIALKA BBX
Kwas Biatko AtBBX1 posredniczy w indukowanej przez ABA aktywacji
abscysynowy | ekspresji genu F'7w warunkach stresu suszy [67].
AtBBX1 Oddzialuje z biatkami DELLA [85], ktore sa gtéwnymi represora-
Gibereliny mi sygnalizacji GA [21].
Oddziatuje z biatkiem TGA4, ktore odgrywa kluczowa rolg w in-
Kwas salicylowy | dukowanej SA ekspresji biatek zwigzanych z patogeneza [75].
Kwas Poziom akumulacji biatka AtBBX5 zwigksza si¢ pod wptywem
AtBBXS ABA, w odpowiedzi na stres solny, osmotyczny i odwodnienie
abscysynowy [58]
Aktywuje ekspresje genu SUR2 kodujacego supresor biosyntezy
AtBBX16 Auksyna auksyny, a tym samym ogranicza przekazywanie sygnatlow za po-
$rednictwem auksyny podczas odpowiedzi unikania cienia [86, 98].
. . Przeciwdziala zaleznemu od niebieskiego $wiatta thumieniu wydtu-
AtBBXI18 Gibereliny zania hipokotylu poprzez zwigkszanie ilosci GA [88].
Wykazuje zwigkszong ekspresj¢ w warunkach niedoboru BR i jest
AtBBX20 | Brassinosteroidy |hamowany przez BZR1, gldwne biatko sygnatowe BR zaangazo-
wane w represje fotmorfogenezy w ciemnosci [76].
Kwas Jest waznym czynnikiem taczacym $ciezki sygnatowe $wiatta
abscysynowy |1 ABA. Reguluje szlak sygnalizacji kwasu abscysynowego poprzez
interakcje z biatkiem HY'S (gtowny pozytywny regulator $ciezki
swietlnej) 1 ABIS (centralny pozytywny regulator szlakow sygnato-
wych ABA) [91].
AtBBX21 Gibereliny Aktywuje gen katabolizmu giberelin G420x1 [92].
Etylen Zmniejsza ekspresj¢ szeregu gendow zaangazowanych w szlaki
Auksyny hormonalne etylenu, brassinosteroidow i auksyny [16].
Brassinosteroidy
Wchodzi w bezposrednia interakcje z biatkiem GAI (ujemny
AtBBX24 Gibereliny regulator sygnalizacji GA), promujac indukowane giberelinami
wydhuzanie komoérek [18].
Jego ekspresja indukowana jest przez etylen za posrednictwem
AtBBX28 Etylen czynnika transkrypcyjnego EIN3, ktory dziata jako pozytywny
regulator w szlaku odpowiedzi etylenu [10].
. W odpowiedzi na zranienie ro$lin, ekspresja genu BBX32
AtBBX32 | Kwas jasmonowy za posrednictwem OPDA (prekursor JA) zwigksza sig [53].
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ROLA BIALEK BBX W ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRESY

Oprocz funkceji biatek BBX w procesach rozwojowych u roslin, uczestniczg
one takze w odpowiedzi na stresy srodowiskowe. Analizy transkryptomiczne wy-
kazalty podwyzszony poziom transkryptu dla wielu genow BBX w odpowiedzi na
rozne stresy abiotyczne, takie jak chtod, susza i zasolenie. Ponadto odnotowano,
ze nadekspresja niektorych genow BBX prowadzi do zwiekszenia tolerancji na
niektore stresy. U 4. thaliana biatko BBX24, bierze udziat w sygnalizacji stresu
solnego. Pomimo, ze ekspresja genu BBX24 nie jest indukowalna stresem sol-
nym, u roslin z nadekpresja genu BBX24 stwierdzono podwyzszong tolerancj¢ na
zasolenie w pordwnaniu z roslinami typu dzikiego [59]. Wykorzystujac drozdzo-
wy system dwuhybrydowy, zidentyfikowano biatko HPPBF-1 (ang. H-PROTEIN
PROMOTER BINDING FACTOR-1I), ktore bezposrednio oddziatuje z biatkiem
BBX24 i ktorego ekspresja jest indukowana stresem solnym. Co wigcej wykaza-
no, ze biatko HPPBF-1 jest czynnikiem transkrypcyjnym typu MYB, ktory wiaze
si¢ specyficznie do rejonu promotorowego gendéw zaangazowanych w odpowiedz
na stres solnym [59]. Natomiast u gatunku uprawnego Solanum tubersoum udo-
wodniono, ze ekspresja genu BBX24 jest indukowana w odpowiedzi na zasolenie
[42]. Co wigcej, ekspresja genu BBX24 pod wptywem zasolenia jest zalezna od
pory dnia, w ktorej rosliny poddano dziataniu czynnika stresowego [42]. Dalsze
badania wykazaty, ze inne biatko, AtBBX18, pelni negatywna role w tolerancji
roslin na stres cieplny. Wykazano, ze rosliny A. thaliana z nadekspresja genu
BBX18 maja zmniejszong odpornos$¢ na wysoka temperature [87].

BIALKA BBX A ZEGAR OKOLODOBOWY

Wigkszo$¢ procesow zachodzacych w organizmach zywych ewoluuje w sposob
cykliczny. Rytmiczny przebieg zjawisk jest wynikiem adaptacji organizmoéw do pe-
riodycznie zmieniajacych si¢ warunkow panujacych na Ziemi. U roslin, synchroni-
zacja cyklu rozwojowego z cyklicznymi zmianami w $rodowisku jest mozliwa dzig-
ki wyksztalceniu endogennego mechanizmu zegara biologicznego, ktory generuje
rytmy o okresie ~ 24-godzinnym. Poniewaz ekspresja prawie 1/3 gendw u Arabidop-
sis thaliana jest kontrolowana na poziomie transkryptu przez zegar okolodobowy,
mozna przypuszczaé, ze zegar biologiczny koordynuje prawie wszystkie procesy
zyciowe zachodzace na poziomie fizjologicznym, metabolicznym i molekularnym,
dopasowujac je do dziennych oraz sezonowych zmian w §rodowisku [41].

Wiele genow, ktorych ekspresja jest kontrolowana przez zegar biologiczny,
koduje biatka zawierajace domene palca cynkowego typu B-box [35, 42, 46, 78].
W regionach promotorowych tych genow, stwierdzono obecnos$¢ specyficznych
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cis-elementow ‘CAANNNNATC’ zwigzanych z okotodobowg regulacjg [62, 78].
Przy zastosowaniu drozdzowego systemu jednohybrydowego zidentyfikowano
biatko StZPR1 nalezgce do rodziny palca cynkowego typu C,, ktore wigze sig¢ do
motywu ‘CAACAGCATC’ okres$lonego terminem CIRC (ang. Circadian Regula-
ted) w promotorze genu StBBX24 u uprawnego gatunku Solanum tuberosum [43].
Dalsze badania wykazaty, ze w roslinach transgenicznych S. tuberosum z wytaczo-
na ekspresja genu StZPR I nastgpuje zaktocenie okotodobowej oscylacji niektorych
genow BBX, takich jak StBBX24, StBBX5, StBBX9, StBBX18 i StBBX27 [43].

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Pomimo, ze w ciagu ostatnich lat odnotowano znaczny postep w poznaniu
funkcji biatek B-box w procesach wzrostu i rozwoju roslin, jak rowniez w reakcji
roslin na stresy, fizjologiczna rola wielu bialek B-box oraz molekularne mechani-
zmy ich dziatania, nadal pozostaja niewiadoma.

Do tej pory udowodniono, ze czynniki transkrypeyjne z rodziny BBX sa waz-
nymi regulatorami wielu procesé6w rozwojowych u roslin, jak wykazata analiza
szeregu mutantow. Liczne dane wskazuja réwniez, ze ekspresja wielu genow
BBX jest indukowana badzZ ulega zmianie w obliczu stresu, a ponadto biatka BBX
mogg uczestniczy¢ w tolerancji roslin na rézne czynniki stresowe.

Poznanie partneréw biatkowych, z ktorymi biatka B-box oddzialuja w réz-
nych warunkach w cyklu okotodobowym oraz identyfikacja kluczowych regulato-
row ich transkrypcji, pozwoli zglebi¢ wiedz¢ odnosnie molekularnych zaleznosci
migdzy strukturg i funkcjg tej rodziny biatek, jak rowniez pozna¢ nowe elementy
szlakow sygnatowych generowanych przez zegar biologiczny z ich udziatem.
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Summary: Tumour necrosis factor alpha (TNFa) is the proinflammatory cytokine that plays an im-
portant role in the pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA). Anti-TNFa therapy is a promising
method for biological RA treatment. This article summarises the role of TNFa in RA pathogenesis,
the role of TNFa antagonists in RA therapy, adverse effects of TNFa inhibitors and factors that pre-
dispose patients to a positive response to anti-TNFa therapy.

Keywords: TNFa, rheumatoid arthritis, TNFa inhibitors, biological treatment

Streszczenie: Czynnik martwicy nowotworu alfa (TNFa) jest cytoking prozapalna, ktora odgry-
wa wazng rol¢ w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS). Terapia anty-TNFa jest
obiecujacg metoda biologicznego leczenia RZS. W artykule podsumowano rol¢ TNFa w patogen-
ezie RZS, role antagonistow TNFa w terapii RZS, niekorzystne dziatanie inhibitorow TNFa oraz
czynniki predysponujace pacjentow do pozytywnej odpowiedzi na terapi¢ anty-TNFa.

Stowa kluczowe: TNFa, reumatoidalne zapalenie stawow, inhibitory TNFo, terapia biologiczna

Abbreviations: ACR—American College of Rheumatology, DMARDs—disease modifying anti-rheu-
matic drugs, Fab—antigen-binding fragment, GM-CSF—granulocyte monocyte-colony stimulating
factor, HBV hepatitis B virus, ICAM-1—intracellular adhesion molecule 1,IL, interleukin, mAbs—
monoclonal antibodies, MHC I—class I major histocompatibility complex, NSAIDs—nonsteroidal
anti-inflammatory drugs, RA—rheumatoid arthritis, TACE-TNFa-converting enzyme, TNF—-tu-
mour necrosis factor, TNFa—tumour necrosis factor alpha, TNFR1—-tumour necrosis factor receptor
type 1, TNFR2tumour necrosis factor receptor type 2, TNFRSF—tumour necrosis factor receptor
superfamily, TNFSF—tumour necrosis factor super family.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory, autoimmune disease
characterised by pain, swollen and stiff of joints, synovial inflammation and de-
terioration of cartilage and bone. Untreated RA can lead to permanent disability
and premature death. Rheumatoid arthritis affects women three times more than
men[56]. Because of the chronic nature of RA, annual costs associated with treat-
ment reach $27,000 per patient in the US and $17,400 in Europe. All treatments
in total amount to $52,90 and $58 billion respectively. Over the past two decades,
there have been many changes in RA treatment. Traditional therapy with synthetic
drugs, such as disease modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs) in conjunction
with nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), resulted in the improve-
ment of patients’ lives by reducing joint and bone damage. However, this first-line
of treatment is not an option for a large portion of patients who exhibit intolerance
to this therapy. Fortunately, recent discoveries in the pathogenesis of RA has led to
the identification of new molecular therapeutic targets[58, 1]. The disturbance in
the extremely complex, interactive network of cytokines and cells is responsible
for the pathogenesis of RA. Abnormalities in molecular mechanisms lead to typ-
ical signs and symptoms of RA, such as inflammation of the synovial membrane,
followed by cartilage and bone erosion. Although knowledge about RA patho-
genesis is still incomplete, tumour necrosis factor alpha (TNFa) was identified
as a key factor in the chronic inflammation process. TNFa, a pivotal proinflam-
matory cytokine, induces the activity of other cytokines in the proinflammatory
cascade that lead to RA development. It has been proven that inhibition of TNFa
expression can reduce the production of other proinflammatory cytokines[66].
Therefore, neutralisation of TNFa activity is now commonly used to treat RA
patients[56]. In this review we described current anti-TNFa therapeutics and sum-
marised up-to-date progress in RA therapy based on blocking TNFa.

RHEUMATOID ARTHRITIS

Rheumatoid arthritis is the one of the most common, chronic, autoimmune
diseases, that affects 0.5% to 1.0% of the global population. It is characterised by
joint synovium inflammation (synovitis), followed by joint, cartilage and bone
destruction, resulting in functional disability. Patients affected by RA have a high-
er rate of morbidity and mortality. Although the exact trigger of the autoimmune
response is still undetermined, it is commonly known that a complex, interactive
network of cells and proinflammatory cytokines are involved in the pathogenesis
of RA[66]. Synovitis is characterised by cellular proliferation and activation and
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infiltration of various inflammatory cells, including macrophages, plasma cells,
endothelial cells, CD4+ T cells, B cells and neutrophils. All cells that infiltrate
the synovial membrane, secrete great amounts of proinflammatory cytokines in-
cluding TNFa, interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and proteases. All these
factors are triggers for macrophages and fibroblasts activation, which results in
the secretion of other inflammatory factors. This proinflammatory cascade results
in the formation of synovitis, followed by pannus formation. The pannus triggers
joint destruction, followed by cartilage and bone erosion. Bone erosion is the
result of osteoclasts differentiation and proliferation. Even though activated cells
secrete large amounts of many different inflammatory factors, TNFa plays a key
role in this complex, interactive network, therefore becoming a critical target in
RA treatment[12].

TNFao

TNFa is a member of the tumour necrosis factor super family (TNFSF) which
consist of at least 20 different peptides [18]. To date, it has been demonstrated that
there are over 35 specific ligand-receptor pairs between TNFSF and members of
tumour necrosis factor receptor superfamily (TNFRSF). Although there are many
TNFSF representatives, TNFa appears to be a central inflammatory cytokine that
demonstrates pleiotropic effects on various cell types [73].

The human TNFa coding gene is located on chromosome 6 and the cytokine
is initially generated as a precursor peptide called transmembrane TNFa because
it is displayed on the plasma membrane of many cell types. Newly synthesised
transmembrane TNFa consist of 233 amino acid residues and lacks a classic sig-
nal peptide. Subsequently, the TNFa precursor peptide is cleaved by TNFa-con-
verting enzyme (TACE) into a soluble, mature 17-kDa protein, consisting of 157
amino acid residues [37, 69]. TACE belongs to a class of membrane-associated
enzymes that consist of disintegrin and matrix metalloprotease domains. Even
though the TACE substrates are not completely understood, it appears that the bi-
ological functions of TACE are not exclusively limited to TNFa processing [18].
Knock-out of the TACE gene was developmentally lethal in a mouse model, while
TNFa gene knock out had no significant influence on the development, growthand
reproduction of animals[51]. This observation indicates that TACE enzyme is also
crucial for the processing of the other regulatory proteins[18]. Soluble TNFa,
as well as transmembrane TNFa, are homotrimers composed of three identical
subunits that can interact with type 1 and type 2 tumour necrosis factor receptors
(TNFR1 and TNFR2). Peptide binding to the receptor causes many biological
effects such as apoptosis, cell proliferation and cytokine production [12, 18, 37].
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The biological activity of TNFa is very broad. However, the cytotoxicity of
TNFa to tumour cell lines was the first TNFa activity discovered. In the 1970s,
Lloyd Old, along with his colleagues, had identified a substance derived from mac-
rophages that induced haemorrhagic necrosis of solid tumours[18]. This obser-
vation led to the discovered product being named tumour necrosis factor (TNF).
TNFa is produced primarily by macrophages and monocytes, but also by other
immune cells (B-cells, T-cells, eosinophils, basophils, neutrophils, natural killer
cells, dendritic cells and mast cells). Many of the non-immune cells such as fibro-
blasts, astrocytes, glial cells, granuloma cells, keratinocytes, neurons, osteoblasts,
retinal pigment epithelial cells, smooth muscle cells and tumour cells also produce
TNFa. Even though the biological activity of TNFa is very comprehensive, the
most important in terms of RA pathogenesis is its ability to promote and support
the process of chronic inflammation.

TNFa CONTRIBUTION TO RA PATHOGENESIS

Physiologically, TNFa plays a crucial role in both innate and acquired im-
munity in the response to inflammation. In the condition of homoeostasis, there
is a close balance between pro- and anti-inflammatory cytokines, which allows
immunity to perform its complex functions effectively. Unfortunately, sometimes
the balance is disturbed in favour of the proinflammatory response. An uncon-
trolled proinflammatory response leads to inappropriate TNFa synthesis and re-
lease, and by extension, the overproduction of other proinflammatory cytokines.
This proinflammatory cascade, with TNFa playing a key role, is one of the char-
acteristic attributes of RA.

TNFa is overproduced in the serum and the synovial tissue in many patients
with RA[47, 74, 68, 64, 54]. TNFa gene expression can be induced by various
biological, chemical and physical factors and stimuli. In RA pathogenesis, the
primary trigger of an uncontrolled immune response is unknown, but TNFa ex-
pression can be stimulated by viruses, bacterial or parasitic products, tumour
cells, ischaemia, trauma, irradiation and many other stimuli [18]. TNFa is a po-
tent autocrine stimulator and a paracrine inducer of other proinflammatory cy-
tokines. It stimulates cells to secrete interleukins (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-18), granulocyte monocyte-colony stimulating factor (GM-CSF)
and adhesion molecules such as intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) [12,
18]. Macrophages are the primary source of TNFa in the synovial membrane.
Clinical outcomes correlate with an increased number of infiltrating macrophages
and overproduction of TNFa [64]. Another study demonstrated that pro-arthritic
effects of TNFa can be mediated by local interactions between TNFa ligands (sol-
uble and transmembrane) and its receptors [74]. In RA, TNFa mediates the most
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critical events in the acute and chronic synovial membrane inflammation, induc-
ing multiple proinflammatory cytokines and chemokines, expression of adhesion
molecules and elevated levels of class I major histocompatibility complex (MHC
I) determinants. TNFa triggers cartilage and bone erosion by inducing synovi-
al fibroblasts to synthesise and release proteases and prostaglandin E2 [14, 15].
Taking all the data into consideration, TNFa. is a key component in the cascade of
cytokines induced in RA, therefore the reduction of excess TNFa in inflammation
sites was expected to be promising in RA therapy.

LIGAND-RECEPTOR BINDING
AND NATURAL TNFa INHIBITION

TNFa, as a key mediator of proinflammatory cascade induced in RA, exerts
its influence on target cells through binding to TNFR1 and TNFR2. TNFRI1 is
expressed on almost all cell types that contain a nucleus, whereas TNFR2 is most-
ly expressed on endothelial and hematopoietic cells[18, 37]. There were several
models for the molecular events between TNFa and its receptors discussed by
researchers, but the model of molecular-switch is the most preferred. The molec-
ular-switch model assumes that signal transduction is a direct effect of confor-
mational changes within the cytoplasmic domain of the receptor[29]. Both TNFa
receptors are transmembrane proteins, but they can also be produced naturally as
soluble molecules in the process of proteolytic cleavage of extracellular domains.
Soluble receptors are natural inhibitors of TNFo action because they compete
with transmembrane receptors for binding to TNFa. The binding of TNFa to a sol-
uble receptor has no biological effect, therefore TNFa action is blocked[22]. Un-
derstanding molecular events underlying TNFa’s mechanism of action permits re-
searchers to develop novel strategies for RA treatment. These novel strategies are
based on biological agents that mimic naturally occurring mechanisms of TNFa
inhibition. To date, biological agents licensed for the treatment of RA can be di-
vided in two major types. One type is a group of monoclonal antibodies against
TNFa and the second type is a group of recombinant soluble fusion proteins [66].

STRUCTURE OF TNFa ANTAGONISTS

Biological agents responsible for the inhibition of TNFa activity, by inter-
fering with TNFa-TNFR binding, are called TNFa antagonists or inhibitors. To
date, five different TNFo antagonists are licensed for clinical use as therapeutics
for RA: infliximab, etanercept, adalimumab, certolizumab and golimumab|[67].
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FIGURE 1. Schematic representation of the molecular structures of all five TNFa inhibitors licensed for
the RA treatment. Infliximab is a chimeric human-mouse mAb. Adalimumab and golimumab are fully
human mAbs. Etanercept is a fusion protein that consists of two recombinant, soluble TNFa receptors
fused with the Fc region of human IgG. Certolizumab is a humanised IgG mAb fragment, without an Fc
region

RYCINA 1. Schematyczne przedstawienie struktur molekularnych wszystkich pigciu inhibitoréw TNFa
zarejestrowanych w terapii RZS. Infliksymab jest chimerycznym ludzko-mysim przeciwcialem. Ada-
limumab i golimumab sa w pelni ludzkimi przeciwciatami. Etanercept jest biatkiem fuzyjnym, ktore
sktada si¢ z dwoch rekombinowanych, rozpuszczalnych receptoréow TNFa potaczonych z regionem Fc
ludzkiej IgG. Certolizumab jest humanizowanym fragmentem przeciwciata IgG bez regionu Fc

Schematic structures of these therapeutics, with their similarities and differenc-
es, are shown in figure 1. Infliximab, adalimumab, certolizumab and golimumab
are monoclonal antibodies (mAbs) or monoclonal antibody fragments[58]. Inflix-
imab, adalimumab and golimumab are full-length IgG mAbs, whereas certoli-
zumab is a humanised antigen-binding fragment (Fab) covalently conjugated to
polyethylene glycol. Etanercept is a soluble fusion protein[67].

Infliximab is a chimeric human-mouse mAb (75% human, 25% mouse) which
binds to TNFa with high specificity and affinity. Infliximab binds to both soluble
and transmembrane TNFa and inhibits the biological effects of TNFa by blocking
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TNFa-TNFRs interactions. It is also cytotoxic to cells which express TNFa [56].
Adalimumab and golimumab are fully human mAbs that also bind to soluble and
transmembrane TNFa with high affinity. Certolizumab is a humanised IgG mAb
fragment, without an Fc region, and therefore lacks effector functions. Instead of
an Fc region, the hinge region of certolizumab is modified and covalently con-
jugated to two chains of polyethylene glycol [67]. One of the TNFa inhibitors is
not structurally a mAb, but a recombinant, soluble TNFa receptor. Etanercept is
a fusion protein that consists of two recombinant, soluble TNFa receptors fused
with the Fc region of human IgG. The dimeric structure of etanercept significant-
ly influences its efficiency to neutralise TNFa. Dimeric, soluble TNFa receptors
are approximately 1000 times more efficient in inhibiting TNFa than monomeric
TNFa receptors. Etanercept prevents interactions between TNFa and its receptor
by binding to the cytokine. The mechanism of action of etanercept mimics the
naturally occurring process of TNFa inhibition.

Despite the structural differences between individual TNFa inhibitors, the pri-
mary mechanism of action of these biologics is to neutralise TNFa activity. In many
randomised clinical trials, all TNFo antagonists exhibit a high efficiency in reducing
clinical signs of chronic inflammation in RA patients. A large portion of patients,
in which disease modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs) failed, appear to be
responsive to treatment with TNFa inhibitors To date, unfortunately, only few com-
parative clinical trials have been performed comparing individual TNFa inhibitors,
thus the determination of the most effective agent is still impossible[1].

TNFo INHIBITORS EFFICIENCY AND SAFETY

The efficiency of clinical outcomes during treatment with TNFa inhibitors is
calculated based on the American College of Rheumatology (ACR) score. The
ACR score is a set of seven disease activity outcomes used to measure changes
in RA symptoms. Different degrees of improvement are referred to as ACR20,
ACR50 and ACR70. ACR20 means that there is 20% improvement in tender or
swollen joint counts, as well as 20% improvement in three of the other five crite-
ria. ACR50 and ACR70 correspond to 50% and 70% improvements, respective-
ly[58]. The additional measure of TNFa antagonists’ efficiency is disease activity
score 28 (DAS28). The DAS28 is a weighted score of tender and swollen joint
counts, overall patient assessment of disease activity and acute phase reactants[1].
The data of efficacy and safety of anti-TNFa agents, from randomised clinical
trials, have shown that TNFa inhibitors are effective in reducing clinical signs
of inflammation in RA patients[40, 45, 43, 72, 33, 34, 55, 60, 35]. Many of the
RA patients, in which DMARDs therapy failed, achieved ACR20 and DAS28
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scores[25-28]. Furthermore, in these clinical trials, a significant number of pa-
tients also achieved improvement on the ACR50 and ACR70 level[43, 72, 33, 34,
55, 60, 35]. Moreover, TNFa antagonists exhibited their efficiency in reducing
radiographic progression[33, 55, 35]. The results of the ARMADA trial showed
that adalimumab was effective in most patients treated with a TNFa inhibitor,
taking concomitant methotrexate [72]. In the GO-FORWARD clinical trial, the
efficacy and safety of golimumab were estimated after five years of treatment.
This trial confirmed both efficacy and safety of subcutaneous administration of
golimumab to RA patients [35]. Similar outcomes were reported in previous,
independent studies of other TNFa inhibitors[8].The most recent data confirms
previous reports regarding safety and efficacy of TNFa inhibitors. Long-term
safety and effectiveness of adalimumab were confirmed during the 3-year treat-
ment period [28]. Similar clinical responses to golimumab in different doses were
reported through week 120[65]. Several recent studies confirm the advantage of
using TNFa inhibitors compared to the traditional therapies. Treat-to-target study
conducted in regions with limited biologic access have shown that combination
of etanercept and DMARD is more effective in maintenance of remission than
DMARDs therapy alone [49]. The C-OPERA clinical trial evaluated efficacy and
safety of combination therapy using certolizumab pegol and methotrexate, com-
pared to using methotrexate alone. This study showed that combination therapy
was superior to methotrexate alone, bringing clinical benefit for further 2 years,
even after certolizumab withdrawal[75, 4]. Although, most of the data supports
the use of biologic agents after failure of methotrexate monotherapy in RA, one
study reports an evidence that a combination of conventional therapies can be
more effective than TNFa inhibitors [50].

Another aspect of long-term clinical outcome of TNFa is the patients’ reac-
tion to drug dose reduction or withdrawal. The main goal of dose tapering or drug
withdrawal is to optimise the treatment by decreasing the risk of adverse effects
and to lower the treatment costs. The authors of DRESS trial published results of
the 3-year study, in which a long-term outcomes of TNFa inhibitors dose reduc-
tion were assessed. It has been proven that safety and efficacy of disease activity
guided TNFa inhibitors dose reduction were maintained for up to 3 years, with
a significant reduction of TNFa inhibitors use [6]. These reports have been con-
firmed by the results of other, independent studies[75, 31]. Tapering of TNFa
inhibitors by 33% does not cause any loss of clinical response[31]. The C-OPERA
clinical trial demonstrated that withdrawal of certolizumab pegol has no nega-
tive impact on radiographic progression or clinical benefits[75]. The most recent
PREDICTRA study aim to generate data on patient and disease characteristics that
may predict the clinical course of fixed dose-reduction regimen with adalimumab.
This clinical trial hasbegun in February 2018 and is still ongoing[19].
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The last aspect of clinical outcome of biologic therapy is to evaluate how
individual TNFa inhibitors differ from each other in terms of efficacy and safety.
To date, there are still only few studies tackling this issue[30, 36, 61]. Golimumab
appeared to be effective and well-tolerated in patients who had shown inadequate
response to DMARDs or other anti-TNFa agents[30, 36].The results of head-to-
head comparison of certolizumab pegol versus adalimumab demonstrated equiv-
alence of these drugs, simultaneously showing that switching from one to another
TNFa inhibitor is safe and effective[36].

In summary, all five clinically licensed anti-TNFa therapeutics have been
evaluated in a series of randomised, controlled clinical trials. All TNFa inhibi-
tors were effective and safe for most of the patients. The therapeutic effect was
manifested by a reduction of chronic inflammation and erosive damage, which
was visualised by radiography. Additionally, the quality of life of RA patients
was improved. However, a large portion of RA patients were non-responsive to
anti-TNFa treatment and did not achieve ACR20. For this reason, in the future, it
would be helpful to identify some predictors for anti-TNFa therapy response [71].

SAFETY, IMMUNOGENICITY AND EFFICACY
OF BIOSIMILAR DRUGS

Biosimilar agents are similar versions of an original biological substance al-
ready licensed for clinical use as therapeutics. Access to effective biologicals,
due to the high cost, is restricted only to certain patients and countries. However,
biosimilars can remove that inequality by reducing cost and making the treat-
ment more accessible. To date, there are few phase III clinical trials comparing
original TNFa inhibitors and biosimilar agents. The infliximab was compared to
the biosimilar SB2 product in terms of its efficacy, safety, immunogenicity and
pharmacokinetics[44]. The results of this study demonstrated bioequivalence of
these drugs. After approval of biosimilar SB2, the agent has been examined in
terms of switching from infliximab to SB2 [62]. The goal of this transition period
was to compare results in RA patients who switched from infliximab to biosimilar
SB2 with those who continue receiving infliximab or biosimilar SB2. The results
have shown no significant differences between groups up to week 78, therefore
suggesting that the clinical profile of SB2 is comparable with originator inflix-
imab, even when administrated long term. The SB4 and LBECO0101 are etanercept
biosimilar agents. The SB4 clinical profile was evaluated in two different phase
III studies [19, 20]. In the first study, the efficacy and safety of SB4 were evaluat-
ed at week 24, and in the second up to week 52. The results of both studies have
demonstrated similarities in clinical profile between SB4 and etanercept. Last
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year, the other etanercept biosimilar- LBEC0101 was also evaluated in phase III,
multicentre, double-blind, randomised, parallel-group study [42]. As a result, the
clinical efficacy of LBEC0101 and its similarity to etanercept reference products
were proven. SB5 is a biosimilar agent to adalimumab and likewise SB2 and SB4
was evaluated in two phase 11 randomized clinical trials [36, 23]. The first study
assessed the clinical profile of SBS at week 24. The second study evaluated pa-
tients who switched from adalimumab to SB5 or who maintained treatment with
SB5 or adalimumab up to 52 weeks. In both studies the SB5 was well tolerated
and had comparable safety profile to adalimumab.

THE ADVERSE EFFECTS OF TNFo INHIBITORS

There are several adverse effects of TNFa inhibitors that were identified
during administration of the biological therapy. The most common adverse effects
were: allergic reactions directly related to the administration of the drug as an
infusion, skin reactions after injections and various types of infections. The less
common adverse effects were: idiopathic pulmonary fibrosis, optic neuritis, mul-
tiple sclerosis intensification, hepatomegaly, and aplastic anaemia[21].

TNFa is a key factor that is synthesised and secreted by cells as a part of
immune response to various kinds of infections. Therefore, inhibiting TNFa syn-
thesis can increase the potential risk of serious infections [70]. Other factors can
also influence the increased risk of infections after TNFa inhibitors administra-
tion: the advanced age of the patient, administration of corticosteroids, especially
at medium and high doses, advanced disease activity, and comorbidities such as
diabetes, chronic lung diseases or kidney failure[63, 17].There are three types of
infections that were identified during administration of TNFa inhibitor therapy:
bacterial, viral and opportunistic. The most frequent were bacterial infections of
the upper respiratory tract, urogenital system and skin and soft tissues [38]. Due to
the increased risk of pneumococcal infection, it is recommended that RA patients
receive a pneumococcal vaccine before biological therapy begins [59]. Patients
with RA are also at high risk for viral infections. Scientists reported an increased
frequency of herpes zoster infection, with a high percentage of hospitalisation,
especially after therapy with monoclonal antibodies [10]. As a result, it is also rec-
ommended that RA patients receive a vaccine for herpes zoster before biological
therapy administered [59]. Patients infected with the hepatitis B virus are at risk
of reactivation of the infection, and therefore hepatitis B virus (HBV) serology
should be determined before the implementation of TNFa inhibitor therapy [7].
In the case of negative HBV serology, vaccination is recommended. No contra-
indications to biological therapy were identified in the case of hepatitis C virus
infections [59]. Opportunistic infections did not cause disease in a healthy host
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with a normal, functioning immune system. However, RA patients that undergo
therapy with TNFa inhibitors are at a serious risk of opportunistic infections, es-
pecially Mycobacterium tuberculosis infection. In RA patients, tuberculosis de-
veloped within the first month of biological therapy implementation. There is
a significant difference between classic and biological therapy-related tuberculo-
sis. The reported cases of tuberculosis infection induced by TNFa inhibitor treat-
ment involved extrapulmonary sites of infection and were life threatening[24].
The extrapulmonary sites of a tuberculosis infection suggest a latent form of the
disease. Due to previous observations, there is a recommendation that tests for the
latent form of tuberculosis be performed before TNFa inhibitors are administered.
Testing for the latent form of tuberculosis would significantly reduce the number
of life-threatening cases[10, 26].

The relationship between implementing TNFa inhibitor therapy and the risk
of cancer is still unclear. To date, some data shows that RA patients that undergo
biological therapy are at an increased risk for cancer compared to the general
population [5].In a clinical trial for RA patients, biological therapy has not been
associated with an increased risk of malignancy compared with other DMARDs
or placebo[39]. Other studies on the incidence of solid malignancies also show
a minor increase of cancer risk in RA patients treated with TNFa antagonists
compared to non-biological DMARDs [3, 11]. No evidence of a higher incidence
of lymphoma and leukaemia in TNFa antagonists-treated patients was found[2].
A few studies showed an increased risk of skin cancer, especially non-melanoma
cancers, although other studies found no significant difference [52, 53]. More-
over, prolonged administration of TNFa inhibitors has not been associated with an
increased risk of cancer. Also, there is no evidence of a correlation between ma-
lignancies following biological therapy and worse post-cancer survival rates[52].
Nevertheless, therapy with TNFa inhibitors is not recommended in RA patients
with a medical history of cancer, except for treated solid malignancies in remis-
sion over five years [59].

Generally, RA patients have an increased risk for cardiovascular disease when
compared to the general population. The increased risk of cardiovascular disease is
associated with chronic inflammation, which is the hallmark of RA [41, 25]. How-
ever, there are no significant differences in the risk of acute myocardial infarction
between RA patients that undergo biological treatment and patients receiving tradi-
tional DMARD:s. Interestingly, some data indicates that treatment with TNFa. inhib-
itors reduces the risk of all cardiovascular events [16]. These observations are most
likely the result of TNFa inhibitors’ activity. TNFa, as a proinflammatory cytokine,
plays an important pathological role in thrombotic mechanisms, leading to the in-
creased risk of cardiovascular events in RA patients. TNFa inhibitors by blocking
TNFa, suppress these pathological mechanisms, therefore reducing the cardiovas-
cular risk associated with RA. In contrast, patients with a history of cardiovascular
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disease have an increased risk for heart failure when treated with TNFa inhibitors[41].
Therefore, patients with a history of cardiovascular disease should not receive TNFa
antagonists. It is worth drawing attention to the fact that some of the patients enrolled
in the study, who experienced cardiac insufficiency, received greater than standard
dosage of TNFa inhibitors [9, 13]. In conclusion, more clinical data is needed to cor-
rectly assess the cardiovascular risk associated with TNFa inhibitors therapy.

Many of the adverse events described to date are affected by various skin reac-
tions, including autoimmune diseases. The main pathological conditions induced
by TNFa inhibitors treatment are: vitiligo, spot baldness, cutaneous lupus erythe-
matosus, cutaneous vasculitis, relapsing polychondritis and various psoriasis-like
skin lesions. The large number of cutaneous adverse events reported to date indi-
cate that skin is the target organ for adverse effects of the TNFa inhibitor therapy.

THE THERAPEUTIC RESPONSE TO TNFa
INHIBITORS — THE EFFECTS OF GENE
POLYMORPHISMS IN THE TUMOUR NECROSIS FACTOR

Among RA patients, there is a substantial heterogeneity in the clinical response
to TNFa inhibitors. Considering the high costs of biological therapy, there is a se-
rious need to find the predictors of treatment response. Such predictors would be
useful in the selection of the appropriate agents. To date, few studies show that
polymorphisms in TNFa influence the clinical response to TNFa inhibitors. Most
of the studies were focused on the polymorphism at position -308 in the TNFa
gene promoter. A study in France examined whether the G-to-A polymorphism
at position -308 in the TNFa gene promoter has any influence on the clinical
response to infliximab. They found that patients with TNFa-308G/G genotype re-
spond better to infliximab compared to patients with A/A or A/G genotypes [46].
A similar study was performed concerning the response to etanercept, where two
groups of patients were compared: -308 A/G genotype and -308 G/G genotype
[27]. Similar to the results of the study by Guis et al. patients with TNF-308G/G
genotype respond to the biological therapy better than patients with a -308 A/G
genotype. These results were confirmed by a study conducted recently, in which
the authors demonstrated the impact of the same polymorphism on responsiveness
of RA patients to three TNFa inhibitors: infliximab, etanercept and adalimum-
ab[57]. In this study, they also proved that patients with a TNF-308G/G genotype
are better responders to anti-TNFa therapy than those with A/A or A/G genotypes.
In addition, a study conducted in Sweden revealed that the combination of two
polymorphisms: -308G/G in TNFa gene promoter and -1087G/G in the interleu-
kin 10 gene was associated with good response of RA patients to etanercept[48].
The impact of C-to-T polymorphism at the position -857 of the TNFa gene pro-



TNFa INHIBITORS IN RA 259

moter on responsiveness to etanercept therapy was demonstrated in another study
[32]. The results demonstrated that RA patients with the TNFa-857C/T genotype
respond better to etanercept therapy than homozygotes for the C allele. This sin-
gle nucleotide polymorphism can become another useful predictor of etanercept
treatment. In conclusion, the presented results indicate that TNFa gene promoter
is an important determinant of biological treatment response.

CONCLUSION

Anti-TNFa therapy is a promising therapeutic method for the treatment of RA.
Although this therapy is relatively safe in many patients, various adverse events can
occur during treatment. Prevention of toxicity and other adverse effects of this therapy
requires a better understanding of the molecular mechanisms and pathways involved
in the toxicity of these drugs. The search for biomarkers that predispose patients to
a positive response to anti-TNFa therapy will be the primary focus of research in the
coming years. These studies may enable the identification of patients who are most
likely to respond to treatment with anti-TNFa inhibitors. At present, we should search
for new TNFa inhibitors that may enable safer and more effective treatment of RA.
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Streszczenie: Arsen jest pierwiastkiem powszechnie wystepujacym w srodowisku. Zanieczyszcze-
nia gleb i wod pochodzenia naturalnego, jak i antropogenicznego, wyst¢pujace w wielu krajach
stanowia powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia milionéw ludzi. Zwiazki arsenu sa silnie tok-
syczne dla organizméw zywych, a ich obecnos$¢ moze powodowacé szereg negatywnych efektow
zdrowotnych. Arsen z uwagi na wlasciwosci cytotoksyczne znalazt rowniez szerokie zastosowanie
w terapiach przeciwpasozytniczych czy przeciwnowotworowych.

Arseniany sg jedng z najczgstszych form nieorganicznego arsenu znajdowanych w wodzie pitnej. Wni-
kaja do komorek z bardzo duza wydajnoscia poprzez transportery specyficzne dla fosforanow, na zas-
adzie mimikry molekularnej. Gdy As(V) wniknie do komorki musi najpierw zosta¢ zredukowany do
As(III), aby mogto dojs¢ do kolejnych, niezb¢dnych etapoéw jego detoksyfikacji i usuwania z komorki.
Biatka z podrodziny ACR2 sa najlepiej poznanymi reduktazami arsenianowymi. Naleza one do
nadrodziny rodanaz i posiadajg konserwatywny motyw C(X),R. Do tej pory scharakteryzowano
dziesi¢¢ eukariotycznych reduktaz ACR2, jednak wcigz odkrywane sg kolejne biatka wykazujace
wlasciwosci redukujace arseniany.

Doktadne poznanie i scharakteryzowanie wszystkich bialek biorgcych udziat w procesie redukcji
arseniandw przyczyni si¢ do powstania skuteczniejszych terapii przeciwpasozytniczych, antynow-
otworowych oraz do zminimalizowania negatywnych skutkoéw ostrych i przewlektych zatru¢ arse-
nem lub innymi metalami i metaloidami. Wiedza ta moze by¢ rowniez wykorzystana do stworzenia
ro§lin transgenicznych akumulujacych mniejsze ilosci tego pierwiastka, co ostatecznie mogtoby
zmniejszy¢ podaz arsenu wraz z dostarczanym pozywieniem.

Stowa kluczowe: arsen, toksyczno$¢, reduktazy arsenianowe, rodanazy

Summary: Arsenic is an abundant environmental element. Soil and water arsenic contamination of
both natural and anthropogenic origin is present in many countries. It poses a threat to health and



266 M. NOWICKA, K. MIZIO, E. MACIASZCZYK-DZIUBINSKA

lives of millions of people. Arsenic compounds are highly toxic to organisms and may lead to serious
health problems. Due to its cytotoxic properties, arsenic is widely used in antiprotozoan and anticancer
therapies.

Arsenate is one of the most prevalent inorganic arsenic species found in drinking water. It enters the
cell via phosphate transporters, using molecular mimicry. In order to be extruded out of the cell or to
enter other detoxification pathways, arsenate must be reduced to arsenite.

ACR?2 proteins are the most studied arsenate reductases. They belong to rhodanese superfamily and
contain a conserved HC(X),R motif. Thus far, ten eukaryotic arsenate reductases has been character-
ized. Nonetheless, more proteins with arsenate reductase activity are being discovered.
Characterization of all proteins participating in arsenate reduction pathways will contribute to the de-
velopment of more effective drug therapies and reducing negative consequences of arsenic and other
metalloid or metal poisonings. It might also be applied in engineering transgenic plants accumulating
lower quantities of arsenic, thus reducing arsenic supply in crops.

Keywords: arsenic, toxicity, arsenate reductase, rhodanese

WSTEP

Arsen jest toksycznym pierwiastkiem, ktory wystepuje naturalnie w skorupie
ziemskiej oraz ma szerokie zastosowanie w przemysle. Wedlug Migdzynarodowe;j
Agencji Badan nad Nowotworami (IARC) arsen klasyfikowany jest w pierwszej
grupie czynnikdéw o wlasciwosciach kancerogennych [29]. Gtéwna droga ekspo-
zycji na arsen jest woda pitna oraz skazony pokarm. Dlugotrwata ekspozycja na
arsen w zalezno$ci od dawki, zrédta, czasu i drogi ekspozycji moze prowadzi¢ do
zmian chorobowych, w tym nowotworzenia, w obrgbie skory, uktadu pokarmo-
wego, uktadu krazenia, uktadu oddechowego, uktadu endokrynnego, uktadu mo-
czowo-ptciowego i uktadu nerwowego [54]. Kazdego dnia ponad 140 mln ludzi
moze pi¢ wodg zawierajacg arsen w ilosci wigkszej niz 10 ppb, co jest przyjete za
graniczng, bezpieczng ilo§¢ arsenu w wodzie pitnej [55].

Nieorganiczne zwiagzki arsenu s3 rowniez wykorzystywane w medycynie.
Arsen dlugo stosowany byl w leczeniu trypanosomatozy ($pigczki afrykanskiej)
przed wprowadzeniem eflornityny. Obecnie wykorzystuje si¢ go w nowocze-
snych terapiach przeciwnowotworowych, przy leczeniu m.in. ostrej biataczki
promielocytowej [2, 19]. Niestety w wielu przypadkach, w wyniku powstania
niewyjasnionej do tej pory opornosci komoérek nowotworowych na arsen, terapia
przeciwnowotworowa z wykorzystaniem arsenu bywa nieskuteczna [84]. Stanowi
to powazny problem, ze wzgledu na brak alternatywnych metod leczenia. Stad tak
wazne jest poznanie i zrozumienie molekularnych mechanizmow lezacych u pod-
staw opornosci komorek eukariotycznych na arsen. Co wigcej, istotne jest wy-
jasnienie podstaw toksycznosci arsenu ze wzgledu na duzg szkodliwos¢ i liczbe
ludzi narazonych na jego dtugotrwate dziatanie.
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Naturalnie arsen moze wystepowac na czterech stopniach utlenienia: -3, 0, +3
1 +5. Najczesciej wystepujacymi formami w §rodowisku i organizmach zywych sa
zwiazki na +3 1 +5 stopniu utlenienia. Formy trojwarto$ciowe sg bardziej toksycz-
ne i dominujg w $rodowiskach beztlenowych o wtasciwosciach redukujacych, jak
np. skaty czy mut rzeczny. Formy pigciowarto$ciowe sg mniej toksyczne dla ko-
morek. Wystepuja gtownie w warunkach tlenowych, jak wody powierzchniowe
czy gleba. W srodowisku wodnym, o neutralnym pH As(V) wystepuje gtownie
w postaci oksyanionu H,AsO, [60].

W komorkach organizméw zywych nieorganiczne zwiazki arsenu moga ulegac
biotransformacji do form organicznych poprzez tworzenie kompleksow z glutationem
lub metylacjg¢. Dodatkowo moga wchodzi¢ w sktad biologicznie czynnych czasteczek
i tworzy¢ ich arsenowe pochodne (np. arsenocholina, arsenobetaina, arsenolipidy),
ktore moga by¢ wbudowywane w struktury komorki lub by¢ wlaczane w szlaki meta-
boliczne, zaktocajac lub catkowicie blokujac ich funkcjonowanie [76, 85].

Arsen byt obecny w $rodowisku od poczatkow zycia na ziemi, stworzyto to
silng presje¢ selekcyjng na wytworzenie mechanizméw umozliwiajacych detoksy-
fikacje komorek. Poczatkowo dominujacg formg arsenu w srodowisku byt As(I1D),
wzgledem ktorego pierwotne komorki wyksztatcity réznorodne metody detoksyfi-
kacji polegajace na ograniczeniu wnikania czy zwickszeniu wydajnosci usuwania
As(IIl) z komoérek lub biotransformacji do mniej toksycznych form. Pojawienie si¢
fotosyntetyzujacych cyjanobakterii okoto 2.5 mld lat temu spowodowalo zmiang
charakteru srodowiska na bardziej utleniajace [S1]. W wyniku czego przewazajaca
formg arsenu w $srodowisku stat si¢ As(V). Wigkszo$¢ organizmow, by przetrwac,
wyksztatcita zdolno$¢ redukcji As(V) do bardziej toksycznego As(III), by w nastep-
nych etapach wykorzysta¢ istniejace juz szlaki detoksyfikacji As(III). Obecnie zna-
ny jest tylko jeden organizm (Pseudomonas aeruginosa), ktory wyksztalcit odrebny
szlak detoksyfikacji As(V), w ktorym nie dochodzi do powstawania As(III) [13].

Enzymy zaangazowane w redukcje As(V) zazwyczaj wspotdzialaja z elementa-
mi systemow redukujgcych grupy sulfonowe i wigzania dwusiarczkowe w komor-
ce. W wickszosci komorek, w tym w komorkach eukariotycznych, poziom redoks
utrzymywany jest z wykorzystaniem glutationu, glutaredoksyny oraz reduktazy
glutationu. Niektore bakterie gram-dodatnie, jak Staphylococcus aureus, nie pro-
dukujg glutationu. Homeostaza redoks w tych komorkach utrzymywana jest przez
produkcje zredukowanej formy koenzymu A (CoA), ktérego pula odnawiana jest
przez reduktazy CoA zalezne od NADPH. Dodatkowo, obecny jest system redukcji
mostkéw dwusiarczkowych, rowniez zalezny od NADPH, oparty na tioredoksynie
(TRX) i reduktazie tioredoksyny. System ten wystepuje rowniez u innych prokario-
tow 1 eukariotéw [53].

Najlepiej poznanymi prokariotycznymi reduktazami arsenianowymi sg biatka
ArsC obecne na plazmidzie R773 Escherichia coli, wykorzystujace glutation i glu-
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taredoksyne [26] oraz ArsC wyizolowane z plazmidu pI258 Staphylococcus au-
reus, wykorzystujace tioredoksyne i reduktaze tioredoksyny w procesie redukcji
As(V) [30, 40]. W komorkach eukariotycznych geny reduktaz zlokalizowane sa
w genomie jadrowym i wykorzystuja glutaredoksyne oraz glutation jako pierwot-
nego donora elektronéw, podobnie jak w przypadku R773 ArsC E. coli [43, 46].

WIEKSZOSC REDUKTAZ ARSENIANOWYCH
NALEZY DO NADRODZINY RODANAZ

Pierwsze biatko z rodziny rodanaz zostato opisane w 1933 r. Byt to enzym
TST klasyfikowany jako sulfotransferaza tiosiarczanu, zaangazowany mig¢dzy in-
nymi w detoksyfikacje cyjanku w tkankach ssaczych, katalizujac powstanie mniej
toksycznego zwigzku tiocyjanianowego(SCN-). W wyniku tej reakcji powstaje
tiocyjanian, nazywany rowniez rodankiem, stad grupe enzymow przeprowadzaja-
cych przeniesienie grup tiolowych nazwano rodanazami [16].

Biatka nalezace do nadrodziny rodanaz powszechnie wystgpuja u eukariotow,
prokariotow oraz archeonow. Wykazujg odmienne funkcje biologiczne a ich bu-
dowa jest wysoce heterogenna, o niskim stopniu homologii. Wyjatek stanowi mo-
tyw rodanazowy, ktory jest wsrod nich wysoce konserwatywny, a jego najbardziej
zachowana cze$cig jest motyw petli aktywnej z katalityczng reszta cysteinowa,
ktora bierze udziat w reakcji podwojnej wymiany, poprzez bezposrednie wigzanie
atomu siarki [8].

Ogolng reakcje katalizowang przez rodanazy mozna podzieli¢ na dwa etapy.
W pierwszym — siarka jest przenoszona z tiosiarczanowego zwiazku donorowego
na cysteine znajdujacg si¢ w petli aktywnej, z powstaniem formy posredniej — sul-
fanylo cysteiny (Cys-SSH). W drugim etapie przytaczona wczesniej siarka zostaje
przeniesiona na tiofilowy akceptor — jon cyjankowy (CN-) w celu zregenerowania
aktywnosci enzymu. W wyniku tej reakcji powstaje zwigzek tiocyjanowy (SCN-)
oraz zwigzek z grupg siarczynowg (SO,>) [34, 35].

Istnieje kilka metod klasyfikacji biatek zawierajacych motyw rodanazowy,
np. w zaleznos$ci od whasciwosci katalitycznych biatek lub od struktury i rozpro-
szenia domen rodanazowych w biatkach.

Biatka o wlasciwosciach fosfatazowych, posiadajace domeng¢ rodanazowa,
tworza nadrodzing CC3 (ang. Cysteine-based Class 111, inaczej rodanaz), w ktorej
wyrodznia si¢ tylko jedng rodzing CDC25 z 2 podrodzinami: CDC25 — w sktad
ktorej wehodza jedynie biatka CDC25 o wiasciwosciach fosfatazowych oraz pod-
rodzing ACR2 — do ktérej nalezg biatka o aktywnos$ci reduktazy arsenianowej,
wsrod ktorych czgs¢ wykazuje dodatkowa aktywnos$¢ fosfatazowa [14].



EUKARIOTYCZNE REDUKTAZY ARSENIANOWE 269

Odmienny sposob klasyfikacji pomija funkcje bialek i bierze pod uwagg ilos¢
domen rodanazowych w biatku oraz budowe i strukture petli aktywnej. W klasyfi-
kacji tej pojedyncze biatko moze posiadac¢ kilka domen rodanazowych utozonych
tandemowo lub rozproszonych lub posiada¢ domeny niezwigzane ewolucyjnie
[15]. Stad w nadrodzinie rodanaz wyrdznia si¢ 4 podrodziny: biatka jednodome-
nowe, biatka o tandemowym utozeniu domen, biatka wiclodomenowe oraz biatka
z wydtuzona petla aktywna. Biatka z pierwszych trzech wymienionych podrodzin
zaangazowane sa w reakcje wykorzystujace siarke, gdzie miedzy innymi biora
udziat w transferze siarki miedzy roznorodnymi czasteczkami [16]. Biatka z pod-
rodziny o wydluzonej petli aktywnej, posiadajg motyw C(X),R, gdzie C ozna-
cza katalityczng reszt¢ cysteinowa, reszty X tworza petle wiazacg substrat, a R
oznacza konserwatywng reszte argininowa. Dzigki wigkszej, 7 aminokwasowej,
kieszeni wiazacej substrat mogg wigza¢ fosfor lub chemicznie podobny arsen,
o wigkszym niz siarka promieniu van der Waals’a. Biatka o krétszej petli, posia-
dajgce motyw C(X),R, mogag wchodzi¢ w interakcje z atomami siarki i selenu,
a wedtug doniesien zespotu Sanchez-Bermejo, rowniez arsenu [8, 27, 59].

Arg 479

_,_\

RYCINA 1. Struktura domeny katalitycznej ludzkiego biatka CDC25B (PBD: 1QB0). Kolorem zielo-
nym oznaczono reszty aminokwasowe wchodzace w sktad petli aktywnej, kolorem z6ttym oznaczono
fancuch boczny katalitycznej reszty cysteinowej, a kolorem niebieskim oznaczono tancuch boczny
konserwatywnej reszty argininowej

FIGURE 1. Crystal structure of human CDC25B catalytic domain (PBD: 1QBO0). Active site loop
residues are coloured green, catalytic cysteine side chain is coloured yellow and conserved arginine
is coloured blue
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RYCINA 2. Przyréwnanie sekwencji motywow HC(X),R w homologach ACR2; Sc — Saccharomyces
cerevisiae; Cr — Chlamydomonas reinhardtii; Pp — Physcomitrella patens; Pv — Pteris vittata; At —
Arabidopsis thaliana, Os — Oryza sativa; Lm — Leishmania major;, Hs — Homo sapiens

FIGURE 2. Alignment of HC(X),R motif of ACR2 homologues; Sc — Saccharomyces cerevisiae;
Cr — Chlamydomonas reinhardtii; Pp — Physcomitrella patens; Pv — Pteris vittata, At — Arabidopsis
thaliana,; Os — Oryza sativa; Lm — Leishmania major; Hs — Homo sapiens

U eukariotow scharakteryzowano wiele reduktaz arsenianowych nalezacych
do podrodziny ACR2 o motywie C(X),R. Sg to migdzy innymi: ScAcr2 u drozdzy
piekarniczych Saccharomyces cerevisiae [7, 44], LmACR2 z pasozytniczego wi-
ciowca Leishmania major [83], AtACR2 z Arabidopsis thaliana [5], OsACR2
z ryzu siewnego Oryza sativa [21], HIACR2 z byliny Holcus lanatus [5] oraz
PvACR2 z paproci Pteris vittata [22].

PIERWSZA REDUKTAZA ACR2 ZOSTALA
ZIDENTYFIKOWANA U DROZDZY S. CEREVISIAE

U drozdzy S. cerevisiae za oporno$¢ na nieorganiczne zwigzki arsenu odpowie-
dzialne sa produkty genéw ACRI, ACR2 oraz ACR3. Po raz pierwszy zostaly one
wyizolowane, z wykorzystaniem plazmidow wysokokopijnych, ktorych obecnosé
w komorkach, znacznie podniosta opornos¢ na As(Ill) i As(V) [7]. Gen ScACRI
koduje czynnik transkrypcyjny Yap8, ktory w obecnosci As(I1I) lub Sb(III) aktywu-
je ekspresje genéw ScACR2 1 ScACR3 znajdujacych si¢ pod wspolnym promotorem
[6, 7, 73]. Gen ScACR?2 koduje cytoplazmatyczng reduktaze As(V) [44, 46], a gen
ScACR3 koduje btonowy antyporter As(I111)/H+ oraz Sb(II11)/H+ umozliwiajacy wy-
ptyw As(III) i Sb(III) z komorki drozdzowej [37, 38, 72].

Biatko Acr2 S. cerevisiae jest pierwsza i jedyna do tej pory opisang reduktaza
arsenianowg w tych komorkach. Gen ScACR?2 zlokalizowany jest na krotszym ra-
mieniu chromosomu X VI, w poblizu sekwencji telomerowej. Gen ten koduje biatko
ScAcr2 o masie 16 kDa, sktadajgce si¢ ze 130 aminokwasow, ktore izolowane jest
jako homodimer o masie 34 kDa. Wystepuja w nim trzy reszty cysteinowe, ale tylko
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Cys76 wraz z Arg82 wchodzg w skfad motywu C(X),R. Witasciwosci katalitycz-
ne Cys76 potwierdzono poprzez jej substytucje na reszte alaninowa lub serynowa,
w wyniku czego komorki ekspresjonujace tak zmodyfikowane biatko wykazywa-
ly fenotyp o zwigkszonej wrazliwosci na As(V). Udowodniono réwniez, ze resz-
ta Arg82 jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania biatka. Wprowadzenie
mutacji R82A powodowato inaktywacje¢ enzymu, a komorki wykazywaly wigksza
wrazliwo$¢ na pieciowartosciowe zwigzki arsenu [45].

Aktywno$¢ reduktazowa biatka ScAcr2 potwierdzono réwniez in vitro poprzez
wyizolowanie natywnego biatka ScAcr2, a nastgpnie inkubacj¢ w obecnosci 100
mM Na,AsO,, GSH oraz ScGrx. W tym badaniu redukcja As(V) byta mierzona po-
srednio, poprzez monitorowanie wzrostu ilo$ci utlenionych form NADPH, gdzie
poziom utlenionych form NADPH zwigksza si¢ w czasie wskutek redukcji GSSG.
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RYCINA 3. Mechanizm redukcji As(V) katalizowany przez ScAcr2. (1) Do zredukowanej Cys76
biatka Acr2 przylgcza sig czg$ciowo zdysocjowany kwas arsenowy(V) (HAsO,”) poprzez wigzanie
kowalencyjne. (2) W miejsce grupy hydroksylowej kwasu arsenowego(V) przylacza si¢ glutation. (3)
Glutaredoksyna (Grx-SH) wiaze, wezesniej przyltaczona, reszte glutationu powodujac redukceje As(V)
do As(III) oraz dochodzi do uwolnienia kompleksu Grx-SSG. (4) Powstaje monohydroksylowa forma
przejsciowa kwasu arsenowego(I11). (5) Dochodzi do uwolnienia kwasu arsenowego(I1I) i zregenero-
wania zredukowanej formy Acr2. (6) Kompleks Grx-SSG redukowany jest z udziatem GSH w wyniku
czego dochodzi do regeneracji Grx-SH oraz powstania GSSG [40, 46]

FIGURE 3. Acr2-dependent As(V) reduction mechanism. (1) HAsO,> binds covalently to reduced
Cys76 residue of Acr2. (2) Hydroxyl group is displaced by glutathione. (3) Glutaredoxin (Grx-SH)
binds previously attached glutathione residue, resulting in As(V) to As(II) reduction and Grx-SSG
complex release. (4) Intermediate monohydroxylated form of arsenite is formed. (5) Arsenite is re-
leased and reduced form of Acr2 regenerated. (6) Grx-SSG complex is reduced by GSH, resulting in
Grx-SH regeneration and GSSG formation [40, 46]
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Z kolei powstawanie GSSG jest bezposrednio zwigzane z procesem redukcji As(V)
katalizowanym przez ScAcr2. Wyniki uzyskane przez zespot Mukhopadhyay po-
twierdzaja funkcje ScAcr2 jako reduktazy As(V) oraz wskazuja, ze do redukcji
As(V) przez ScAcr2 niezbgdna jest obecnos¢ glutaredoksyny oraz GSH [46].

Do komorek S. cerevisiae As(V) moze wnika¢ z wykorzystaniem transporterow
fosforanowych o wysokim i niskim powinowactwie, takich jak Pho84 i Pho87 [52,
79]. W zwiazku z czym, wewnatrzkomorkowe stezenie As(V) moze osiggac znacz-
nie wyzsze warto$ci niz stezenie zewnatrzkomorkowe. Nie dziwi wigc fakt, iz ScA-
cr2 wykazuje male powinowactwo do As(V), zaczynajace si¢ dopiero przy stezeniu
30mM, a pomimo tego jest w stanie wydajnie pelnic¢ swoje funkcje w komorce [46].

ScAcr2 pomimo tej samej funkcji i podobnych mechanizméw dziatania co
reduktazy bakteryjne wykazuje jedynie znikomy stopien homologii sekwencji,
wzgledem obu klas bakteryjnych reduktaz ArsC. Co wigcej, R773 ArsC z E. coli jest
monomerem, ktory wykazuje klasyczna kinetyke reakcji enzymatycznej, w ktérym
szybkos¢ reakcji enzymatycznej zalezy jedynie od stezenia substratu. Z kolei ScA-
cr2 jest homodimerem, a kinetyka jego reakcji wykazuje pozytywna kooperatywn-
08¢ typowa dla biatek multimerycznych. Fakty te przemawiajg za hipoteza, iz enzy-
my te powstaty niezaleznie od siebie na drodze konwergencji [40, 46].

Co ciekawe, heterologiczna ekspresja R773 ArsC z E. coli w komoérkach S.
cerevisiae pozbawionych genu ScACR2 komplementowata fenotyp wrazliwos-
ci na As(V). Ponadto, ekspresja ScACR2 w komorkach E.coli bez R773 ArsC
jest rowniez w stanie przywroci¢ oporno$¢ komorek na As(V). Mimo, ze ScAcr2
1 R773 ArsC sa enzymami niespokrewnionymi ewolucyjnie, to kofaktory obecne
w komorkach bakteryjnych i drozdzowych umozliwiajg ich prawidtowe funkc-
jonowanie podczas heterologicznej ekspresji [46].

Cho¢ ScAcr2 posiada miejsce katalityczne "*C-TGSKN-R*, podobne do ludz-
kich fosfataz tyrozynowych Cdc25A/B [23], nie wykazuje aktywnosci fosfatazy.
Wynika to z braku motywu bogatego w reszty glicynowe GXGXXG odpowied-
zialnego za wigzanie fosforanow. Mutageneza ukierunkowana w biatku ScAcr2
trzech reszt aminokwasowych S79G, N81G, P84G doprowadzita do powstania bi-
atka ScAcr2 posiadajacego motyw bogaty w glicyne *C-TGGKG-R-GG?. Biatko
to uzyskato aktywnos¢ fosfatazy tyrozynowej oraz stracito zdolnos¢ do redukcji
As(V). Co wigcej, As(V) inhibowal aktywnos¢ fosfatazowa zmutowanego bialka.
Jest to dowod na mozliwa ewolucje eukariotycznych reduktaz As(V) z fosfataz
tyrozynowych, w wyniku presji ewolucyjnej zwigzanej z pojawieniem si¢ w $ro-
dowisku arsenu na pigtym stopniu utlenienia, w nastepstwie wzbogacenia si¢ at-
mosfery ziemskiej w tlen [51, 47].

Istnieje hipoteza, ze Acr2 nie pelni funkcji reduktazy As(V), badz tez nie jest
jedyna reduktaza arsenianowg obecna w komorkach drozdzy S. cerevisiae. Wska-
zuje na to fakt, ze As(V) jest wydajnie redukowany do As(Ill) w szczepach z de-
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lecja ScACR2 [36], a mimo to komorki sg znacznie bardziej wrazliwe na As(V)
w porownaniu do typu dzikiego [44]. Mozliwe, ze ScAcr2 pehni funkcje¢ reduktazy
tylko w okreslonych kompartmentach komoérkowych chronige zachodzace w nich
procesy metaboliczne przed dzialaniem As(V). Innym wyjasnieniem moze by¢ udziat
ScAcr2 przy formowaniu kompleksow As(I1) z grupami tiolowymi, takich jak As(I1I)
GS,, w wyniku czego dochodzitoby do zwigkszenia tolerancji komorek na arsen [36].

W komoérkach drozdzy rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe nie
znaleziono odpowiednika genu ACR2 z S. cerevisiae. W tych komorkach moze
dochodzi¢ do redukcji As(V) z udziatem fosfatazy SpCdc25, ktéra wykazuje ho-
mologie do ScAcr2 oraz fosfataz Cdc25 obecnych u ludzi czy ryzu siewnego [57].
Do tej pory nie dowiedziono, by ktérakolwiek z fosfataz obecnych w komorkach S.
cerevisiae posiadata aktywnos¢ redukujacg As(V), np. biatko ScYchl nie posiada
wlasciwosci redukujacych As(V), a delecja genu fosfatazy ScYCHI nie wptywa na
wrazliwo$¢ komorek na As(V) [46].

REDUKTAZY ARSENIANOWE U ROSLIN

Obecnie coraz powazniejszy staje si¢ problem zanieczyszczenia gleb i wod
odpadami postprodukcyjnymi zawierajacymi metale cigzkie i metaloidy, tj. arsen,
antymon, kadm czy olow. Intensywnie poszukuje si¢ sposobow na remediacj¢ ska-
zonych gruntéow. Jednym ze sposoboéw moze by¢ wykorzystanie gatunkow roslin
wykazujacych zdolnos¢ do wzrostu w Srodowisku zanieczyszczonym metaloida-
mi i metalami cigzkimi, okre$lanych jako metalofity, badZz hiperakumulatory. Po-
znanie szlakéw asymilacji i detoksyfikacji metaloidéw i metali cigzkich pozwoli
na konstrukcje modyfikowanych roslin, w tym uprawnych, ktére beda gromadzi¢
w tkankach jeszcze wigksze stgzenia szkodliwych substancji lub takich, ktore beda
akumulowaly toksyny w mniejszych ilosciach, co ograniczy ostateczng podaz tych
zwiazkow dostarczanych wraz z pozywieniem [61].

Szlaki detoksyfikacji arsenu w komorkach roslinnych sa dobrze poznane i wy-
kazuja duze podobienstwo migdzy gatunkami oraz ze szlakami obecnymi u S. cere-
visiae. Dla przyktadu reduktazy ACR2 z A. thaliana i O. sativa wykazuja aktywnos¢
fosfatazowsg, natomiast ACR2 z P, vittata takiej aktywnosci nie posiada [22, 77].

As(V) jest transportowany do komorek rosliny przez transportery fosforano-
we z rodziny PHT o wysokim powinowactwie dzigki molekularnemu podobien-
stwu do fosforandw. Sg to gtownie AtPHTI1;1 i AtPHT1;4 u 4. thaliana [65, 66],
PvPHT1;3 u P. vittata [20] 1 OsPHT1;8 u O. sativa [70, 71]. Kluczowg rol¢ PHT
we wnikaniu As(V) do komorek ro$linnych potwierdza delecja OsPHT1;8, ktora
zmniejsza ilo$¢ pobieranego As(V) o 33-57% oraz znaczaco zwicksza tolerancje
O. sativa na As(V) [70].
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W komorce As(V) jest redukowany do As(I1I) przez reduktazy arsenianowe.
Wiekszo$¢ roslin posiada wysoki poziom aktywnosci endogennych reduktaz arse-
nianowych, mogacych redukowac ponad 95% pobranego As(V). Powstaty As(I1I)
jest wysoce reaktywny i tatwo tworzy kompleksy z grupami tiolowymi. W wigk-
szosci roslin formy As(IIl) s3 magazynowane w korzeniach. Jest to mechanizm
chroniacy przed dotarciem zwigzkoéw arsenu do wigzek przewodzacych a wraz
z nimi do lisci i czedci generatywnych rosliny, gdzie mogiby wptywaé na wydaj-
nos¢ fotosyntezy [1] oraz wywolywac stres oksydacyjny [69]. Mechanizm enzy-
matycznej redukcji As(V) do As(III) jest wigc kluczowym etapem uniemozliwia-
jacym transport zwigzkow arsenu do tkanek nadziemnych [18].

Zahamowanie procesu redukcji As(V) w komorkach roslin prowadzi do kil-
kukrotnego wzrostu ilosci akumulowanego arsenu w tkankach. Istotnie wzrasta
tez ilo$¢ arsenu zgromadzonego w czes$ciach nadziemnych roslin, co umozliwia
bardziej wydajne usuwanie arsenu ze Srodowiska podczas zbioru tych czesci ro-
slin. Mozliwe, ze w przysztosci tak zmodyfikowane rosliny beda wykorzystywa-
ne w fitoremediacji gleb skazonych arsenem [18, 48, 59]. Z kolei zwickszenie
aktywnosci endogennych reduktaz As(V) moze wptyna¢ na zmniejszenie ilosci
arsenu akumulowanego w ro$linach i transportowanego do czg$ci nadziemnych.
Proces ten mozna wykorzysta¢ do zmniejszenia ilo$ci arsenu akumulowanego
w pedzie i ziarnach roslin jadalnych, takich jak ryz siewny [64, 74].

DWIE ODMIENNE REDUKTAZY U A. THALIANA

Arabidopsis thaliana jest ro$linnym organizmem modelowym ze wzgledu na
maly, dobrze poznany genom oraz wzglednie krotki cykl zyciowy. Dlatego po-
wszechnie wykorzystywana jest w badaniach podstawowych w biologii komorki
i biologii molekularnej roslin.

W komorkach A. thaliana obecnie wyroznia si¢ dwie reduktazy arsenianowe
ACR2 oraz HACI1. Gen AtACR?2 jest zlokalizowany na chromosomie V i sktada
si¢ z 3 egzondw, koduje 146 aminokwasowe biatko AtACR2 o masie 14.5 kDa.
AtACR2 wykazuje 33% identycznos$ci i 42% podobienstwa do ScAcr2, posiada
rowniez charakterystyczny dla rodanaz motyw aminokwasowy C(X).R [18, 49].

AtACR2 wykazuje in vitro aktywno$¢ fosfatazy tyrozynowej i przypuszcza
sie, ze moze bra¢ u A. thaliana udziat w regulacji cyklu komoérkowego [33]. Mu-
tant A. thaliana pozbawiony genu ACR2 (acr2) jest bardziej wrazliwy na hydrok-
symocznik (czynnik wywolujacy stres replikacyjny) niz rosliny typu dzikiego
[68]. Z kolei heterologiczna ekspresja AtACR2 u S. pombe prowadzi do zmniej-
szenia rozmiaru komorek z powodu zwigkszenia szybkosci podziatéw mitotycz-
nych [67]. Jednakze nie obserwuje si¢ réznic fenotypowych w warunkach kon-
trolnych mi¢dzy ro$linami z delecja lub nadekspresja genu AtACR2 a ro$linami
typu dzikiego [18, 36, 48]. Co cieckawe, biatko fuzyjne AtACR2-Gfp lokalizuje
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sic w mitochondriach [50]. Lokalizacja ta zdaje si¢ pozostawaé¢ w sprzeczno$ci
z mozliwym zaangazowaniem AtACR2 w regulacje cyklu komoérkowego.

Gtowna postulowang funkcjg AtACR?2 jest redukcja As(V) do As(Il) z udzia-
lem Cys136 i Cys145 [49]. Zdolno$¢ do redukcji As(V) przez AtACR2 w ostat-
nich latach poddawana jest jednak w watpliwo$¢, mimo to zdecydowana wigk-
szo$¢ badan potwierdza aktywnos¢ reduktazowa AtACR2 [18, 22, 36, 48]. Za
wilasciwosciami redukujacymi As(V) AtACR2 przemawiaja badania zespotu
Dhankher, podczas ktorych wyciszono ekspresje AtACR2 z wykorzystaniem
RNAIi, w wyniku czego doszto do 5-6 krotnego zmniejszenia $wiezej masy roslin
rosngcych na podtozu z As(V) w porownaniu do roslin typu dzikiego. Ekspresja
heterologiczna AtACR2 w komoérkach E. coli pozbawionych ArsC prowadzita do
komplementacji fenotypu wrazliwosci komorek bakterii na As(V) [18]. Z kolei
badania zespotu Liu wskazujg na brak wtasciwosci redukujacych As(V) przez
biatko AtACR2. W badaniu stworzono linie mutantow insercyjnych T-DNA 4.
thaliana z wytaczonym genem acr2 oraz lini¢ nadekspresjonujaca AtACR2. W li-
niach insercyjnych nie zaobserwowano zmniejszenia poziomu redukcji As(V), ani
zmian ilosciowych w pobieraniu As(V) do komorek czy wyptywu As(IIl) z komo-
rek. Nadekspresja AtACR2 nie miata wplywu na ilos¢ As(Ill) magazynowanego
w roslinach. Wszystkie pomiary ilo$ci arsenu w roslinach dokonywano po mak-
symalnie 1 tygodniu inkubacji roslin z As(V) w podtozu. Co wigcej, mutacja ani
nadekspresja AtACR2 nie miaty wptywu na dtugos$¢ korzeni roslin hodowanych
na podtozu z As(V) [36]. Wykorzystanie odmiennych metod tworzenia linii 4.
thaliana pozbawionych aktywnosci AtACR2 przez obi egrupy moze ttumaczy¢
rozbiezno$¢ w wynikach. Z uwagi na to, ze AtACR2 1 AtHACI wykazuja podo-
bienstwo sekwencji w regionie, ktory zostat uzyty do wyciszenia ekspresji Az4-
CR2 przez zesp6t Dhankher mozliwe, ze wykorzystane RNA1 nie tylko wyciszato
ekspresje AtACR2, ale rowniez AtHACI. Thumaczyloby to fenotyp wrazliwos$ci
na As(V) roslin obserwowany przez zespot Dhankher [58]. Zespot Liu nie odniost
si¢, ani nie powtorzyt wynikoéw heterologicznej ekspresji AtACR2 w komorkach
E. coli pozbawionych ArsC, gdzie ros$linna reduktaza ACR2 komplementowata
fenotyp wrazliwosci na As(V).

Wyniki grupy Liu pokazuja, ze po 1 tygodniowej inkubacji mutantow insercyj-
nych acr2 A. thaliana ze 100mM As(V) ilo$¢ catkowitego akumulowanego arsenu
w liniach mutantow jest taka sama jak w roslinach typu dzikiego. Moze to dowo-
dzi¢ braku witasciwosci redukujacych As(V) przez produkt genu AtACR2, a w kon-
sekwencji braku akumulacji arsenu w komoérkach A. thaliana. Grupa Nahar powto-
rzyla i potwierdzita wyniki grupy Liu z 2012 roku, ale rowniez wskazata, ze przy
dtuzszym, 3 tygodniowym, okresie inkubacji mutantow acr2 ze 100mM As(V) cat-
kowita ilo§¢ zakumulowanego arsenu w zmutowanej linii jest 3- krotnie wicksza niz
w ro$linach typu dzikiego. Co wskazuje na aktywno$¢ reduktazowa AtACR2 oraz
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wplyw na akumulacje¢ arsenu w komorkach 4. thaliana i jest podstawa do twierdze-
nia, ze biatko AtACR2 posiada wtasciwosci reduktazy arsenianowej [36, 48].

W 2014 r. badanie asocjacyjne catego genomu (GWAS) A. thaliana wskazato na
istnienie nieznanego wczesniej biatka HACI1 o aktywnosci reduktazy arsenianowe;j.
Biatko AtHACI1 nalezy do nadrodziny rodanaz, ale nie do podrodziny ACR2, po-
niewaz posiada krétszy motyw petli aktywnej C(X),R oraz wykazuje wigksze podo-
bienstwo w budowie do sulfotransferaz niz do biatek z podrodziny ACR2. AtHAC1
zbudowane jest ze 169 aminokwasow oraz wykazuje 46% identycznosci i 62% podo-
bienstwa do biatka AtSTR16 o aktywnosci sulfotransferazy tiosiarczanu, a wzglgdem
AtACR2 wykazuje jedynie 16% identycznosci i 33.7% podobienstwa [12, 59].

Najwyzszy poziom ekspresji AtHACI obserwowany jest w korzeniach, a biat-
ko w fuzji z Gfp lokalizuje si¢ cytoplazmatycznie i jadrowo. In vitro AtHAC1 wy-
kazuje aktywnos¢ reduktazy arsenianowej o parametrach podobnych do wcze$niej
zidentyfikowanych eukariotycznych reduktaz arsenianowych. Mutant insercyjny
T-DNA hacl wykazuje zwickszong wrazliwo$¢ na As(V) oraz akumuluje znacznie
wigkszg ilo$¢ arsenu w korzeniach i pedzie. Wnioskowac z tego mozna, ze reduk-
cja As(V) z udziatem AtHAC1 w korzeniach ogranicza ilo$¢ arsenu tadowanego do
ksylemu i transportowanego do pedu. Heterologiczna ekspresja AtHACI w komor-
kach E. coli pozbawionych endogennej reduktazy ArsC, przywraca komorkom fe-
notyp opornosci na As(V). Co wigcej dowiedziono, ze migdzy AtHAC1 1 AtACR2
nie wystepuja interakcje epistatyczne, co moze sugerowac ich odmienny mecha-
nizm dzialania lub zaangazowanie w rdzne szlaki metaboliczne [12, 59].

REDUKTAZY ARSENIANIOWE U ORYZA SATIVA

Genom ryzu O. sativa zawiera dwa homologii ACR2: OsACR2.1 1 OsACR2.2.
Obie sekwencje koduja biatka zdolne do redukcji As(V). Badania wykazaly, ze
heterologiczna ekspresja OsACR2.1 komplementuje wrazliwy na arsen fenotyp
szczepow AarsC E. coli oraz acr2A S. cerevisiae, cho¢ OsACR2.2 w znacznie
mniejszym stopniu. Co ciekawe, oczyszczone OsACR.1 i OsACR2.2 charakte-
ryzuja sie nie tylko aktywnos$cig reduktazowsy, ale rowniez fosfatazowg. Ponadto,
mutageneza reszty cysteinowej w motywie HC(X),R doprowadzita do niemal cat-
kowitej utraty aktywnosci reduktazy arsenianowej i fosfatazy [21].

Ekspresja obydwu gendow w O. sativa zachodzi na niskim poziomie, w tym
OsACR2.2 jedynie w korzeniach. Po ekspozycji na As(V) ekspresja OsACR2.1
w pedach 1 korzeniach silnie wzrasta, OsACR2.2 wzrasta w korzeniach, ale
w mniejszym stopniu [21]. Regulacja ekspresji arsenem wystepuje roéwniez
w przypadku ScACR2 [38]. Warto tez wspomnie¢, ze niewielki wzrost ekspresji
w stresie As(V) zaobserwowano u AtACR2 [66].

O. sativa posiada przynajmniej 12 homologéw omawianej juz reduktazy arse-
nianowej AtHAC, z ktorych funkcje trzech zostaty opisane: OsHAC1;1, OsHAC1;2
oraz OsHAC4. Ekspresja OsHACI;1 1 OsHAC1;2 komplementuje wrazliwy na ar-
sen fenotyp AarsC E. coli, a oba enzymy wykazujg aktywnos$¢ reduktazy aresniano-
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wej. Ekspozycja roslin na As(V) znaczaco zwicksza ekspresje obu genéw. Ponadto
delecja OsHACI;1 lub OsHACI;2 zmniejsza redukcje As(V) do As(IIl) w korze-
niach, zmniejszajac tym samym wyrzut As(IIl) do medium, przy jednoczesnym
wzro$cie akumulacji arsenu w korzeniach. Z kolei nadekspresja kazdego z gendéw
zwigkszalta wyrzut As(I1I) do medium i tolerancj¢ na As(V) [64].

OsHAC4 zwrécit uwage badaczy podczas poszukiwania mutantow hiperwraz-
liwych na As(V). Wykazuje duze podobienstwo w sekwencji aminokwasowe]
z OsHACI1;1 (89%) 1 OsHACT1;2 (81%), a biatko fuzyjne OsHAC4-eGFP ekspre-
sjonowane w komorkach lisci tytoniu Nicotiana benthamiana lokalizowato si¢
w cytoplazmie oraz na terenie jadra [74], podobnie jak AtHACI1 [59]. OsHAC4
ekpresjonowany heterologicznie w AarsC E. coli, komplementuje wrazliwy na
arsen fenotyp i wykazuje aktywnos$¢ reduktazowag na poziomie podobnym do
OsHACI1;1. W O. sativa ulega wysokiej ekspresji w korzeniach i jest indukowa-
ny As(V). Co wigcej, nadekspresja OsHAC4 zwigksza tolerancje na As(V) i jed-
nocze$nie zmniejsza akumulacj¢ arsenu w tkankach [74]. Wyniki te wskazujg na
kluczowg role badanych homologow AtHAC1 w mechanizmach redukcji As(V)
i detoksyfikacji komoérek O. sativa.

EKSPRESJA ACR2 W HIPERAKUMULATORACH

Pteris vittata jest gatunkiem paproci bedacym hiperakumulatorem arsenowym.
Moze tolerowaé stezenia arsenu do 1500 mg*kg-1 w glebie [63] ijest w stanie
akumulowa¢ nawet do 19,300 ppm [80]. U gatunku tego zidentyfikowano dwie re-
duktazy arsenianowe ACR2: PvACR2 oraz Pv2.5-8. Ulegaja one konstytutywnej
ekspresji w lisciach, korzeniach i gametofitach i do redukcji wykorzystujg gluta-
tion [11]. Co ciekawe, poziom mRNA ACR?2 i Pv2.5-8 zwigksza si¢ w korzeniach
traktowanych arsenem, ale nie w lisciach. Roznice te nie przektadaja si¢ jednak na
poziom produktow biatkowych.

PvACR2 (134 aa) dzieli 25% identycznosci i47% podobienstwa z ScAcr2.
PvACR?2 jest jedynym homologiem ACR2, w ktérym w miejscu konserwatywne;j
reszty argininowej w motywie HC(X),R wystepuje reszta serynowa. Heterologicz-
na ekspresja PvACR2 w komorkach drozdzowego szczepu delecyjnego acr2A kom-
plementuje fenotyp wrazliwosci na As(V). Oczyszczone PvACR2 wykazuje aktyw-
no$¢ reduktazy arsenianowej, ale nie fosfatazy [22].

Masa wyizolowanego Pv2.5-8 wynosi okoto 34.55 kDa i jest duzo mniejsza
niz masa przewidywana na podstawie sekwencji nukleotydowej (45 kDa). By¢
moze Pv2.5-8 ulega modyfikacjom potranslacyjnym. Co ciekawe, w elektrofo-
rezie dwukierunkowej (2-DE) Pv2.5-8 migruje w postaci szesciu prazkéw z pl
w zakresie od 8.3 do 8.9 [11].

Warto doda¢, ze PvACR2 1 Pv2.5-8 nie s3 jedynymi opisanymi reduktazami
aresnianowymi u Pteris vittata. PvGSTF1 to S-transferaza glutationu, ktora in vitro
wykazuje aktywnos$¢ reduktazowa [10], a jej ekspresja w E. coli komplementuje
wrazliwy na As(V) fenotyp szczepu AarsC [32].
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REDUKTAZY ARSENIANOWE U MCHOW I ZIELENIC

Reduktaza As(V) zostata réwniez zidentyfikowana u modelowego gatunku
mchoéw — Physcomitrella patens. P. patens moze zakumulowa¢ az do 565,4 mg
As/kg suchej masy [78], co moze by¢ zwigzane z adaptacja do zycia w warunkach
ekspozycji na metaloidy, poniewaz mszaki wystepuja powszechnie w srodowi-
skach, gdzie obecny jest nieorganiczny arsen.

Biatko PpACR2 zbudowane jest ze 134 reszt aminokwasowych i wykazuje
39% podobienstwa do CrACR2 141% do AtACR2. Heterologiczna ekspresja
PpACR2 w szczepie E. coli AarsC nadaje komorkom zdolnosé¢ do redukeji As(V).
Ponadto, aktywno$¢ reduktazy zaobserwowano przez wzrost utleniania NADPH
W obecnosci oczyszczonego biatka PpACR2 i GSH, glutaredoksyny-2 i As(V), co
odzwierciedla redukcje As(V) do As(III) [78].

Chlamydomonas reinhardtii to gatunek jednokomorkowych zielenic, u kto-
rych redukcja As(V) pelni wazng role w detoksyfikacji. Zidentyfikowano u niego
dwa homologii ACR2: CrACR2.1 (135 aa) i CrACR2.2 (147 aa). Biatka te dzie-
la odpowiednio 27,46% 1 25% podobienstwa z OsACR2. Ekspresja obu genow,
w pozbawionym reduktazy szczepie E. coli AarsC, zwicksza jego opornos¢ na
As(V), przy czym CrACR2.2 tylko przy niskim stezeniu arseninu. Ponadto, AarsC
ekspresjonujacy CrACR2.11 CrACR2.2 wykazuje aktywno$¢ reduktazowg [77].

LmACR2 BIERZE UDZIAL W AKTYWACJI PENTOSTAMU

Leiszmanioza to pasozytnicza choroba wywotywana przez wiciowce z rodza-
ju Leishmania. Pentostam i glucantime stosowane w terapii przeciw leiszmaniozie
zawieraja pigciowartoSciowy antymon, ktory w celu przejscia do aktywnej formy
leku musi ulec redukcji do formy tréjwartosciowej. Za aktywacje leku przynaj-
mniej czgsciowo odpowiada nalezgca do rodziny ACR2 reduktaza LmACR2 [83].

Ekspresja LmAcr2 komplementuje fenotyp wrazliwosci na As(V) szczepu S.
cerevisiae z delecjg genu ScACR2, atakze w szczepie E. coli AarsC. LmACR2
do aktywnosci reduktazowej wymaga obecnos$ci GSH i glutaredoksyny. Redukuje
zarowno Sb(V) (Km=7uM), jak i As(V) (Km=6mM), przy czym proces jest ten
zdecydowanie wydajniejszy dla Sb(V) [83].

Biatko LmACR?2 jest zbudowane ze 127 reszt aminokwasowych. Wykazuje
28% identycznos$ci i 44% podobienstwa do biatka ScAcr2. Oba homologii po-
siadajag motyw FHC(X),R [45, 83]. Analiza mutacyjna wykazala, ze rowniez
w LmACR2 motyw HC(X),R jest odpowiedzialny za aktywno$¢ katalityczng [82].
W odr6znieniu od homodimerycznego ScAcr2, LmACR2 jest bialkiem monome-
rycznym [83].

LmAcr2 oprocz whasciwosci redukujgcych, posiada aktywno$¢ fosfatazy tyro-
zynowej. Oczyszczony enzym in vitro wykazuje zdolnos¢ do defosforylacji reszt ty-
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rozynowych syntetycznego peptydu LCK, [82]. Co ciekawe, Leishmania w swoim
cyklu zyciowym nie jest narazona na bezposrednie dziatanie As(V) czy Sb(V), ktore
moglyby wywrze¢ presj¢ ewolucyjng na LmACR2. Gtowng funkcja enzymu wydaje
si¢ by¢ raczej defosforylacja substratow. Pozostawaloby to w zgodzie z koncepcja
ewolucji eukariotycznych reduktaz z fosfataz tyrozynowych [42, 47].

LUDZKIE FOSFATAZY CDC25 WYKAZUJA
AKTYWNOSC REDUKTAZOWA

Kompleksy CDK sg kluczowymi regulatorami cyklu komérkowego i sg inhi-
bowane przez fosforylacje dwoch reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ w pe-
tli wigzacej ATP (Thr14 i Tyrl5 CDK1), przez kinazy WEEI i MYT113. Fosfa-
tazy Cdc25 aktywuja kompleksy CDK wtasnie przez defosforylacje¢ tych dwoch
reszt, umozliwiajac tym samym progres cyklu komorkowego. Stad nadekspresja
Cdc25A 1 Cdc25B jest czesto spotykana w wielu nowotworach [9]

Katalityczna domena ludzkiej fosfatazy Cdc25 dzieli homologie¢ z reduktaza-
mi ACR2 (Ryc.2). Razem naleza do nadrodziny rodanaz/Cdc25 i posiadaja mo-
tyw C(X),R. Zidentyfikowano trzy izoformy Cdc25: Cdc25A, Cdc25B i Cde25C.
Domeny katalityczne Cdc25 wykazujg aktywno$¢ fosfatazowa, ale co ciekawe
—1u Cdc25B i Cdc25C obserwuje si¢ rowniez aktywnos$¢ reduktazy arsenianowej.
Substytucja reszty cysteinowej lub argininowej w motywie C(X),R skutkuje utra-
ta aktywnosci fosfatazowej [75], ale takze reduktazowej [4].

Struktury krystaliczne Cdc25A [23] 1 Cdc25B [56] oraz LmACR?2 [42] zostaty
rozwiazane. Ich porownanie wykazato, ze konformacja petli zawierajacej miejsce
aktywne LmACR2 jest podobna do konformacji domeny katalitycznej enzymow
Cdc25 i kazda z nich zawiera motyw C(X),R [4].

PODSUMOWANIE

Zwiazki arsenu wystepuja powszechnie w wodzie i glebie stwarzajac powaz-
ne zagrozenie dla ludzi, zwierzat iro$lin. Szacuje si¢ ze miliony 0séb na catym
swiecie mogg by¢ wystawione na diugotrwata ekspozycje na zwiazki arsenu, co
moze prowadzi¢ do nowotworzenia lub nawet ostrych zatru¢ arsenem. Doktadne
poznanie bialek umozliwiajacych wnikanie, procesowanie i usuwanie arsenu z ko-
morek jest niezbedne do powstania skutecznych terapii antynowotworowych z wy-
korzystaniem zwigzkow arsenu oraz do rozwoju bardziej skutecznych terapii przy
zatruciach arsenem. Mozliwe jest rowniez wykorzystanie obecnej wiedzy przy pro-
jektowaniu ro$lin transgenicznych, ktére w zaleznosci od potrzeby bytyby w stanie
akumulowa¢ mniejsze lub znacznie wigksze ilosci arsenu w swoich tkankach.
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Jednym z gtéwnych mechanizmow toksycznosci arsenu jest wywotywanie stre-
su oksydacyjnego. W komorkach powstaje przede wszystkim znaczna ilo$¢ reak-
tywnych form tlenu i azotu, prawdopodobnie w wyniku zastepowania fosforu przez
arsen w biatkach i substratach zaangazowanych w oddychanie komoérkowe. Dodat-
kowo, dochodzi do zmniejszenia ilosci GSH wzgledem GSSG w komorkach wsku-
tek wykorzystywania GSH w procesie redukcji As(V) oraz w czasie formowania
koniugatow As(GS), [24].

W trakcie leczenia pacjentow zatrutych arsenem, czesto stosuje si¢ zwigzki
chelatujace jony metali, ktore dzigki obecnosci grup tiolowych w ich strukturze sa
w stanie wigzac¢ jony arsenu, unieczynniajac je, dzigki czemu mogg zosta¢ usunigte
przez nerki wraz moczem. Obecno$¢ grup tiolowych moze réwniez przyczyniaé
si¢ do zmniejszania ilo$¢ reaktywnych form tlenu i azotu w komorkach. Przy za-
truciach arsenem podaje si¢ gtownie DMPS (kwas 2,3-dimerkapto-1-propanosul-
fonowy), ale rowniez stosuje si¢ dimerkaprol i DMSA (kwas 2,3-dimerkaptobursz-
tynowy) chociaz sa one bardziej toksyczne i mniej skuteczne niz DMPS. Obecnie
intensywne badania prowadzone sa rowniez nad izoamylowa pochodng DMSA,
MiADMSA, ktora ze wzgledu na wigksza lipofilowos¢ miataby lepiej przenikac
przez bariere krew-mozg [25]

Badania wskazuja ze podawanie naturalnych lub sztucznych antyoksydantéw
roOwniez moze zmniejsza¢ stres oksydacyjny wywotany arsenem. Przebadane zo-
stalty miedzy innymi kwas askorbinowy (wit. C), a-tokoferol (wit. B), ryboflawina
(wit. B2) [31, 81], B-karoten [28], tauryna [24], kwercetyna, kwas liponowy [3]
czy N-acetylocysteina (NAC) [17]. Dodatkowo zastosowanie terapii kombinowane;j
z wykorzystaniem witaminy C oraz DMSA na modelu szczurzym, dato lepsze efek-
ty terapeutyczne niz monoterapie [41]. W przysztosci terapie kombinowane wy-
korzystujace zarowno chelatory, jak i antyoksydanty moga by¢ najskuteczniejsza
forma leczenia przewlektych i ostrych zatru¢ arsenem.

Antymon pigciowartosciowy jest sktadnikiem najczgsciej stosowanych lekow
w terapii przeciw leiszmaniozie (Pentostam, Glucantime). W celu aktywacji musi
zosta¢ zredukowany do wysoce toksycznej formy trojwartosciowej. Do redukcji za-
chodzi zarowno w zarazonych postacia amastigota makrofagach, jak i komorkach
Leishmania. Sb(V) jest pobierany przez makrofagi zarazone amastigota. Nast¢pnie
czg$¢ pobranego Sb(V) ulega redukcji do Sb(III) i jest transportowana do amasti-
gota przez AQP1. Pozostaty niezredukowany Sb(V) jest rowniez pobierany przez
amastigota i nastgpnie redukowany do Sb(Ill) przez LmACR2 [83]. Ponadto, po-
datno$¢ na Sb(V) zwigzana jest z poziomem aktywnosci reduktazowej Leishmania
[62]. Niestety gatunki Leishmania wykazuja r6zna wrazliwos¢ na Sb(III), co moze
by¢ zwiazane z odmienng regulacja ekspresji genow uczestniczacych w Sciezce
aktywacji lekow, np. AQP1 [39]. Szersze zbadanie tych mechanizmow pozwoli
w przyszto$ci na opracowanie skuteczniejszych terapii.
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ROLA 0-ARESTYN W UBIKWITYNACJI
I HOMEOSTAZIE BIALEK BLONY KOMORKOWEJ

ROLE OF oa-ARRESTINS IN UBIQUITINATION AND PROTEIN
HOMEOSTASIS AT THE PLASMA MEMBRANE

Kacper ZBIERALSKI, Donata WAWRZY CKA

Zaktad Genetyki i Fizjologii Komorki, Instytut Biologii Eksperymentalnej,
Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw

Streszczenie: Recykling lub degradacja biatek blonowych na drodze zaleznej od ubikwitynacji endo-
cytozy jest jednym z najwazniejszych mechanizmow regulacji homeostazy komorkowej. W regulacji
obrotu biatek btonowych istotna role odgrywa proces selektywnego naprowadzania ligaz ubikwityny
na odpowiednie substraty biatkowe dzigki aktywnosci tzw. biatek adaptorowych z rodziny konser-
wowanych ewolucyjnie arestyn. Od wielu lat badano pod tym katem B-arestyny, ktére umozliwiaja
ubikwitynacje¢ wielu ssaczych biatek blonowych. Nowo wyodrebniong podrodzing arestyn, ktora oka-
zala si¢ ewolucyjnie starsza od B-arestyn, sa a-arestyny. Biatka z rodziny arestyn wystepuja powsze-
chnie od drozdzy po ludzi i zaangazowane sg w wiele procesow komorkowych, a ich dysfunkcje moga
prowadzi¢ do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu komorek, co czyni arestyny waznym obiektem
badan. Roznorodnos¢ i zmiennos¢ lokalizacji a-arestyn moga sugerowac zaangazowanie tych biatek
w wiele r6znych proceséw komorkowych. Wiekszos¢ dotychczasowych informacji na temat funk-
¢ji i mechanizmu dziatania a-arestyn pochodzi z badan prowadzonych na drozdzach piekarniczych
Saccharomyces cerevisiae. a-Arestyny wchodza w interakcje z RspS, ligaza ubikwityny z rodziny
Nedd4, poprzez motywy PY i domeny WW rekrutujac ja do specyficznych substratow. Natomiast
rozpoznawanie biatek substratowych przez odpowiednie a-arestyny mozliwe jest dzigki tzw. syg-
natom degronowym (degrony), najprawdopodobniej stanowigcym krotkie sekwencje aminokwasowe.
Badania wskazuja na regulacj¢ aktywnosci a-arestyn poprzez modyfikacje potranslacyjne np. fosfo-
rylacje i ubikwitynacje. Modyfikacje potranslacyjne wpltywaja na zmiang specyficznosci substratowe;j
a-arestyn co pozwala na $cista regulacje i sprawng odpowiedz w systemie kontroli biatek blonowych,
umozliwiajac szybka adaptacj¢ komorki do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska.

Stowa kluczowe: a-arestyny, biatka btonowe, ubikwitynacja, adaptory, degradacja

Summary: Recycling or degradation of membrane proteins by ubiquitination-dependent endocytosis is
one of the most important mechanisms of regulation of cellular homeostasis. The proces of selective
targeting of ubiquitin ligases to the appropriate protein substrates, due to the activity of the so-called
adapter proteins from the family of evolutionarily conserved arrestins, plays an important role in regu-
lation of the membrane proteins turnover. The role of -arrestins which enable ubiquitination of many
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mammalian membrane proteins have been studied for many years. A newly separated subfamily of
arrestins, which turned out to be evolutionarily older than fB-arrestins, is the subfamily of -arrestins.
Arrestin family proteins are ubiquitous from yeast to humans and are involved in many cellular pro-
cesses. Their dysfunction can lead to serious disorders in the functioning of the cell, making arrestins
an important research target. The variability of the subcellular location of -arrestins may suggest the
involvement of these proteins in many different cellular processes. Most of the information on the
function and mechanism of action of a-arestins comes from studies conducted with the baker’s yeast
Saccharomyces cerevisiae. o-Arrestins interact with RspS, the Nedd4 family E3 ubiquitin ligase, via
PY motifs and WW domains, and recruit it to the specific substrate. The recognition of substrate
proteins by a-arrestins is possible thanks to the so-called degron signals (degrons), most likely short
amino acid sequences. The regulation of a-arrestin activity through post-translational modifications,
e.g. phosphorylation and ubiquitination may modulate the substrate specificity of a-arrestins, which
allows a tight regulation and efficient response in the membrane protein control system, enabling the
cell quick adaptation to changing environmental conditions.

Keywords: a-arrestins, plasma membrane proteins, ubiquitination, adaptors, protein degradation

WPROWADZENIE

Jednym z najwazniejszych sposobow regulacji poboru substancji ze srodowi-
ska zewnatrzkomorkowego oraz komunikacji migdzykomorkowej we wszystkich
komorkach eukariotycznych jest endocytoza i recykling lub degradacja biatek bto-
nowych. Regulacja obecnosci transporterow, kanatow i receptoréw w btonie ko-
moérkowej poprzez degradacje endocytarna, zalezna jest od wielu procesow komor-
kowych, w tym modyfikacji lipidow, formowania koszy klatrynowych, czy zmian
szkieletu aktynowego [15]. W regulacji obrotu bialek blonowych istotna rolg od-
grywa takze ubikwitynacja [27, 29], odpowiedzialna za inicjacj¢ endocytozy oraz
warunkowanie prawidlowego sortowania endosomalnego i degradacje wakuolarna,
zardwno u eukariontow nizszych (np. drozdzy), jak i ssakow [37, 73].

Przytaczenie czasteczki ubikwityny do biatka btonowego zachodzi na drodze
3-stopniowego szlaku reakcji enzymatycznych, w ktorych udzial biora kolejno:
enzymy aktywujace ubikwityne (E1), enzymy wiazace ubikwityne (E2) oraz liga-
zy ubikwityny (E3). Istotnym elementem procesu ubikwitynacji jest specyficzne
i selektywne rozpoznawanie biatek przeznaczonych do degradacji przez enzymy
E3. Ligazy ubikwityny wykazuja najwigcksza réznorodnos¢ sposrod enzymow
maszynerii ubikwitynowej (odkryto 60-100 ligaz E3 u drozdzy [16] i ponad 600
u ludzi [35]), jednak tylko nieliczne z nich zaangazowane sa w rozpoznawanie
biatek btonowych. Rozpoznawanie substratow przez ligazy E3 zachodzi poprzez
sygnaty degradacyjne (degrony) np. w postaci okreslonej sekwencji aminokwaso-
wej, lecz zazwyczaj wymagane sg rowniez modyfikacje potranslacyjne substratow
lub ligaz E3, a takze interakcje z biatkami adaptorowymi. W proces ubikwitynacji
bialek btonowych zaangazowane sa ligazy z rodziny Rsp5/Nedd4, nalezace do
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grupy ligaz HECT (ang. homologous to the E6AP carboxyl terminus) zdolnych
do bezposredniego katalizowania reakcji przenoszenia czasteczki ubikwityny na
biatko docelowe [31,48]. Wiazanie przez nie substratow zachodzi jednak najcze-
$ciej posrednio, przy udziale biatek adaptorowych zrodziny arestyn (arestyny
wzrokowe 1 B-arestyny) oraz spokrewnionych z nimi stabiej poznanych biatek
z rodziny ARTs (ang. arrestin-related trafficking adaptors), nazywanych tez a-a-
restynami [2]. Jako ze biatka z klanu arestyn wystepuja powszechnie od drozdzy
po ludzi i zaangazowane sg w wiele procesow komorkowych, takich jak regulacja
degradacji i recyklingu biatek blonowych w r6znych warunkach, kontrola aktyw-
nosci receptorow sprzezonych z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptors,
GPCRs), czy udziat w przekazywaniu sygnatéw komoérkowych, ich dysfunkcje
moga prowadzi¢ do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu komérek, co czy-
ni arestyny waznym obiektem badan. Wigkszo$¢ dotychczasowych informacji na
temat funkcji i mechanizmu dziatania ARTs pochodzi z badan prowadzonych na
drozdzach piekarniczych Saccharomyces cerevisiae, ktore sg organizmem mode-
lowym w biologii molekularnej eukariotow [12].

ADAPTORY ARTs: KONSERWATYWNE
BIALKA Z KLANU ARESTYN

Jedna z gtownych rol arestyn jest naprowadzanie ligaz z rodziny Rsp5/Nedd4
na substraty btonowe i posredniczenie w reakcji ich ubikwitynacji. Od wielu lat
badano pod tym katem B-arestyny, ktore umozliwiajg ubikwitynacje wielu ssa-
czych biatek btonowych, dodatkowo stymulujagc endocytoze poprzez wigzanie
klatryny oraz endocytarnego kompleksu AP-2 [34]. U ludzi, rodzina Nedd4 sktada
sic z 9 ligaz E3 [64], z ktorych ligaza Nedd4 wydaje si¢ by¢ najstarsza ewolucyj-
nie i wykazuje duza homologi¢ do drozdzowej ligazy Rsp5, co wskazuje, ze bial-
ka te sg konserwowane ewolucyjnie [82]. Ligazy Rsp5/Nedd4 rozpoznaja swoje
substraty dzigki domenom WW wiazacym motywy PY ([L/P]PxY) lub ufosfory-
lowane reszty seryny/treoniny w poblizu reszty prolinowej [42]. Jednakze, wie-
le bialek ubikwitynowanych przez te ligazy nie posiada w strukturze motywow
PY, co rodzi konieczno$¢ interakcji z biatkami adaptorowymi [39]. Co ciekawe,
arestyny wzrokowe i B-arestyny rowniez nie posiadaja w swojej strukturze moty-
wow PY, a inne bogate w proling sekwencje w ich strukturze nie sg rozpoznawa-
ne przez ligazy Nedd4 [67], co najprawdopodobniej §wiadczy o niekanonicznych
interakcjach migdzy tymi biatkami. Stosunkowo niedawno, bo dopiero w 2008
r., Alvarez opisatl grupe bialek adaptorowych zaangazowanych w ubikwitynacje
cargo — bialka ARTs — przypominajace ssacze P-arestyny i wchodzace w inte-
rakcje z ligazami Rsp5/Nedd4 poprzez motywy PY i domeny WW [2]. Analiza
filogenetyczna wykazala, ze B-arestyny i arestyny wzrokowe wywodzg si¢ z tej
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samej ancestralnej rodziny arestyn, ktora data poczatek biatkom ARTs oraz innym
biatkom podobnym od arestyn [2]. Ze wzgledu na ewolucyjnie starsze pochodze-
nie, adaptory ARTs nazwano a-arestynami, odrdzniajac je od rodziny B-arestyn/
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RYCINA 1. Drzewo filogenetyczne i schemat organizacji domenowej a-arestyn u drozdzy S. cerevi-
siae. Drzewo filogenetyczne stworzono za pomoca metody Neighbor-joining method, przy uzyciu pro-
gramOw ClustalW oraz MEGA7. Domeny przewidziane przez HmmerWeb 2.41.1 (https://www.ebi.
ac.uk/Tools/hmmer/) w oparciu o baz¢ Pfam 32.0 odpowiadaja nastepujacym numerom dost¢pu Pfam-
-A: Arr N (Arresin N): PF00339, Arr C (Arrestin_C): PF02752, Arr N-like (LDB19): PF13002,
Bull N: PF04425, Bull _C: PF04426

FIGURE 1. Phylogenetic tree and schematic representation of the domain organization of yeast S.cer-
evisiae a-arrestins. Phylogenetic tree was created with Neighbor-joining method using ClustalW and
MEGA?7 programs. Domains based on Pfam 32.0 and detected by HmmerWeb 2.41.1 (https://www.ebi.
ac.uk/Tools/hmmer/) correspond to the following Pfam-A accessions: Arr N (Arresin_N): PF00339,
Arr_C (Arrestin_C): PF02752, Arr_N-like (LDB19): PF13002, Bull_N: PF04425, Bull_C: PF04426
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arestyn wzrokowych (odtad nazywanych B-arestynami) oraz innych bialek po-
siadajacych domene arestynowa [2]. Jednocze$nie wykazano, ze a-arestyny sa
biatkami wystepujacymi powszechnie u wszystkich eukariontow poza roslinami,
u ktorych nie stwierdzono obecnosci takze ligaz Rsp5/Nedd4 [2]. Jedng z pierw-
szych zidentyfikowanych a-arestyn byto biatko PalF u Aspergillus nidulans, za-
angazowane w $Sciezke sygnalng pH poprzez wigzanie receptora PalH [25]. U lu-
dzi zidentyfikowano co najmniej 6 a-arestyn: ARRDCI1-5 (ang. arrestin-domain
containing 1-5) oraz TXNIP (ang. thioredoxin-interacting protein) [2]; u drozdzy
S. cerevisiae, ktore stanowig gtéwny model badan nad a-arestynami, zidentyfiko-
wano 14 biatek nalezacych do tej rodziny, w tym biatka Art1-10 [51] oraz Bull-3
[53] (Rye. 1)(Tab. 1).

Strukturalng cechg wspolng dla arestyn i bialek z nimi spokrewnionych jest
obecno$¢ charakterystycznie utozonych nici  formujgcych dwie domeny o struk-
turze B kanapek potaczonych domena zawiasowa (ang. arrestin fold) [2, 4, 5, 40,
76]. B-arestyny charakteryzuja si¢ takze elementami strukturalnymi, ktorych star-
sze ewolucyjnie a-arestyny nie posiadaja, np. motywy wiazace klatryne¢ u [-are-
styny-1 1 -2 i N-koncowa a-helisa, ktorej rola u B-arestyn nie zostala jednoznacz-
nie okreslona [2]. Znaczacg r6znica miedzy o- i B-arestynami jest powszechna
obecnos¢ motywow PY w strukturze a-arestyn [2] (Rye. 1), co zgodnie z obser-
wacjami pozwala im na kanoniczne wigzanie przez ligazy Rsp5/Nedd4 i efek-
tywne petienie roli w regulacji endocytozy i sortowania endosomalnego biatek
btonowych [3, 19,20 ,22 ,52] (Tab. 1).

WIELOFUNKCYJNOSC LUDZKICH 0-ARESTYN

Biatka a-arestyn lokalizuja si¢ w komoérkach réznie w zaleznosci od przedsta-
wiciela rodziny, a takze w zalezno$ci od warunkéw panujacych w komorce. Ludz-
ka a-arestyna TXNIP moze lokalizowac si¢ w btonie komorkowej [80] lub ule-
ga¢ translokacji do mitochondriéw, a wchodzac w interakcje z importyng-a moze
krazy¢ miedzy cytosolem a jadrem komorkowym [63]. Z kolei ludzkie ARRDC3
i drozdzowe Art9/Rim8 oprocz btony komorkowej lokalizuja si¢ takze w btonie en-
dosomu, gdzie wchodzg w interakcj¢ z biatkami endosomalnymi [14, 24]. R6zno-
rodno$¢ i zmiennos¢ lokalizacji moga sugerowac zaangazowanie o-arestyn w wie-
le r6znych procesow komorkowych, tak jak w przypadku B-arestyn. Strukturalne
podobienstwo miedzy - i B-arestynami, rowniez wskazuje na podobne funkcje
tych bialek. Pomimo intensywnych badan na przestrzeni ostatnich lat, rola a-are-
styn w komorkach zwierzgcych nadal pozostaje stabo poznana, a ostatnie odkrycia
pokazuja, ze a-arestyny, tak jak i B-arestyny, mogg petnic¢ istotng role w regulacji
proteostazy. Wykazano, ze a-arestyna TXNIP odgrywa znaczaca role w promowa-
niu apoptozy komorek B trzustki oraz procesach redoks w komorce [63]. Zgodnie
z nowszymi doniesieniami, TXNIP petni takze wazng funkcje w regulacji poboru
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TABELA 1. Drozdzowe i ludzkie a-arestyny
TABLE 1. Yeast and human a-arrestins

Drozdzowa

T Charakterystyka Odnosniki
Artl/Ldb19 rsetiglaqa endocytozy Mupl, Canl, Tat2, Fur4, Lyp1, Ste2, [19,51.60]
Ar2/Eem21 ;?illﬂacja endocytozy Smfl, Tat2, Furd, Lypl, Thi7, Thi72, [51.62]

Art3/Aly2 regulacja endocytozy Gapl, Dip5, Ste3 [13,55,60]
Art4/Rod1 regulacja endocytozy Jenl, Hxt6, Hxt1, Hxt3, [17,51,56]
Art5 regulacja endocytozy Itrl [51]
Art6/Alyl regulacja endocytozy Gapl, Dip5, Ste3 [13,55,60]
Art7/Rog3 regulacja endocytozy Hxtl, Hxt3 [56]
Art8/Csr2 regulacja endocytozy Smf1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt6, Hxt7 [30,51,68]
Art9/Rim8 regulacja endocytozy i sortowania Rim21 [23,24]
Art10 meznan’a .funkCJa; r}adekspreSJa skutkuje zwigkszeniem [72]

opornosci na arsenin
Bull ;ﬁjlag;sendocytozy Jenl, Gapl, Ptr2, Tatl, Tat2, Ctrl, [1,13,17,32,41,75]
Bul2 regulacja endocytozy Jenl, Gapl, Ptr2, Tatl, Tat2, Ctrl, [1,13,17.32,41,75]

Put4, Dal5

Bul3 (BSC5/

nieznana funkcja; usunigcie skutkuje zwickszeniem wrazli-

YNRO068C) wosci na temperature [53]
Spo23 nieznana funkcja; zwigzana z mejotycznym biatkiem Spol [74]
Ludzka Charakterystyka Odnos$niki
a-arestyna
RRT regulacja ubikwitynacji DMT1, Notch, YAP1; rekrutacja
A cl TSG101 do sekrecji pecherzykow ARMMs [44,49.61,81]
ARRDC?2 przypuszczalnie regulacja post-endocytarnego sortowania [21]
B2-AR
regulacja endosomalnego sortowania PAR1; regulacja post-
ARRDC3 -endocytarnego sortowania 2-AR; regulacja ubikwitynacji [6,14,21,69,81]
YAPI, ITG B4, IR
przypuszczalnie regulacja post-endocytarnego sortowania
A 4 B2-AR; regulacja ubikwitynacji DMT1, MDAS, V2R [21,44,46,66]
ARRDCS nieznana funkcja
TXNIP udziat w procesach redoks poprzez wigzanie tioredoksyny; [63,77.80.83]

regulacja apoptozy; regulacja endocytozy GLUT1, GLUT4
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glukozy przez promowanie degradacji transporterow glukozy GLUT1 oraz GLUT4
(ang. glucose transporter) pod wptywem wewnatrzkomorkowego stezenia glukozy
oraz insuliny [77, 80]. a-Arestyny wspolpracuja takze z f-arestynami w regulacji
obrotu receptora 2-AR, cho¢ zaangazowana w ten proces a-arestyna ARRDC3
uczestniczy jedynie w post-endocytarnym sortowaniu ubikwitynowanego juz re-
ceptora do ciat wielopgcherzykowych (ang. multivesicular bodies, MVB) 1 odgrywa
mniejsza role w jego obrocie —gtownymi adaptorami dla receptora 32-AR sg p-are-
styny [21]. Niedawno odkryto uczestnictwo bialek ARRDC1 i ARRDC3 w hamo-
waniu rozwoju jasnokomoérkowego raka nerki poprzez wspoéldziatanie z ligazami
Nedd4 w kierowaniu na $ciezke degradacji onkogenu YAP1 (ang. Yes-associated
protein 1) [81]. Nowe badania pokazujg, ze ARRDC3 uczestniczy w sortowaniu
receptora GPCR PARI1 (ang. protease-activated receptor 1) do MVB poprzez pro-
mowanie ubikwitynacji endosomalnego biatka ALIX (ang. ALG-interacting protein
X) [14], a takze posredniczy w ubikwitynacji integryny B4, hamujac jej recykling
i sekrecje w komorkach raka piersi oraz kierujac ja na $ciezke degradacji lizoso-
malnej [69]. Badania na myszach pokazaly, ze biatko ARRDC3 jest silnie zaanga-
zowane takze w procesy metaboliczne w watrobie. W warunkach hiperinsulinemii
ekspresja genu ARRDC3 w watrobie ulega regulacji w sposéb zalezny od aktyw-
no$ci receptora insuliny (ang. insulin receptor, IR) — u myszy pozbawionych IR
w watrobie obserwowano znaczne zmniejszenie ARRDC3 mRNA [6], natomiast
delecja genu ARRDC3 skutkowata zwigkszonym st¢zeniem IR w blonie komorko-
wej oraz zwiekszong wrazliwoscig komorek na insuling [6]. Wyniki te wskazuja na
role ARRDC3 w petli regulujacej odpowiedz komodrek watroby na insuling. Inne
badania wskazywaty na role ARRDC3 oraz ARRDC4 w rekrutacji ligaz Nedd4 do
receptorow GPCR [66]. ARRDCA4, a takze ARRDCI1, posrednicza w ubikwitynacji
takze transportera DMT1 (ang. divalent metal ion transporter 1), co pozytywnie re-
guluje jego uwalnianie w pecherzykach zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular
vesicles, EVs) [44]. Pokazano tez, ze a-arestyna ARRDCI1 wspotdziata wraz z [3-a-
restynami w negatywnej regulacji $ciezki sygnalnej Notch, rekrutujac ligaze Itch do
ubikwitynacji receptora Notch, co promuje jego degradacje¢ lizosomalng [61]. Co
ciekawe, powyzsza praca zasugerowata zdolnos¢ a- i f-arestyn do heterodimeryza-
cji poprzez domeng arestynowa i kooperacje w wigzaniu substratow dla ligazy E3.
Wezeséniej pokazano juz, ze obie rodziny arestyn majg zdolno$¢ do homodimeryza-
cji [49,71]. W przypadku receptora Notch, nadekspresja nierozpoznawanego przez
ligazy Nedd4 mutanta ARRDC1 pozbawionego motywu PY spowodowata znaczne
zahamowanie ubikwitynacji i degradacji receptora Notch oraz wzrost kompleksow
Notch/p-arestyna-1, prawdopodobnie ze wzgledu na nieefektywng degradacje tego
receptora [61]. Mozliwo$¢ formowania heterodimeréw sugerowaly takze inne bada-
nia, gdzie nadekspresja ARRDC3 i ARRDC4 prowadzita do koimmunoprecypitacji
ich kompleksow z B-arestynami [66].
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Podobienstwa w funkcjonowaniu miedzy B- i a-arestynami wskazujg na row-
nie istotng role tych drugich w prawidlowym funkcjonowaniu komoérek, a tym
samym potencjalne powazne skutki zaburzen ich ekspresji czy mutacji. Niestety,
obecnie nadal dysponujemy niewielka wiedza na temat powigzan mig¢dzy a-are-
stynami a stanami chorobowymi. Przyktadem stwierdzonych zalezno$ci sg obser-
wacje zwigkszonej ekspresji biatka TXNIP w zwigzku z cukrzycg. TXNIP promu-
je apoptoze komorek B, a niedobory tego bialka promujg przezycie tych komoérek
oraz poprawiaja sekrecje i wrazliwo$¢ na insuline, biatko to stanowi wigc obie-
cujacy cel w terapiach farmakologicznych — inhibitory TXNIP lub znaczne obni-
zenie jego ekspresji mogtoby chroni¢ przed cukrzycg typu I oraz II [79]. Podob-
nie potencjalnym celem w leczeniu chordb zwigzanych z dysfunkcja gospodarki
insulinowej mogtoby by¢ biatko ARRDC3. Zaobserwowano, ze globalna delecja
ARRDC3 u myszy chronita je przed otyloscia, insulinoopornos$cia oraz sttuszcze-
niem watroby, a analiza genomowa u ludzi wykazala powigzanie miedzy otyto-
$cig u mezezyzn a rzadkim haplotypem w obrgbie locus genu ARRDC3 [59]. Naj-
nowsze badania udowodnity, ze delecja ARRDC3 u myszy poprawia ich ogo6lng
wrazliwo$¢ na insuling, zwigkszajac ilo$¢ receptorow insuliny w btonie komorek
watroby, a takze zwicksza ekspresje glukokinazy i karboksykinazy PEPCK (ang.
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1), co przektada si¢ na zwigkszong synteze
glikogenu [6]. a-Arestyny moga tez bra¢ udziat w zapobieganiu nowotworzeniu,
co pokazalo wspomniane wcze$niej badanie nad rola ARRDC1 i ARRDC3 w de-
gradacji onkogenu YAP1 [81]. Przyktady te pokazuja, ze ludzkie a-arestyny maja
duzy potencjat terapeutyczny, jednak aby lepiej poznac ich funkcj¢ niezbedne sa
dalsze badania.

DROZDZOWE a-ARESTYNY JAKO
ADAPTORY ENDOCYTARNE

Najczesciej obserwowana funkcja a-arestyn jest wspotdziatanie z ligazami
Rsp5/Nedd4 w degradacji okreslonych biatek i proces ten jest konserwatywny od
drozdzy po ludzi, dlatego dobrym modelem do szczegotowego zgtebiania interakcji
miedzy tymi ligazami E3 a ich adaptorami moga by¢ drozdze S. cerevisiae. W 2008,
kiedy Alvarez po raz pierwszy opisywat a-arestyny, jako przedstawicieli tej rodziny
u S. cerevisiae zidentyfikowano jedynie 3 biatka: Art4/Rod1, Art7/Rog3 oraz Art9/
Rim8 [2]. W kolejnych latach do rodziny a-arestyn zaliczono takze adaptory Artl/
Ldbl19 [40], Art2/Ecm21 [40], Art3/Aly2 [40], Art5 [40], Art6/Aly1 [40], Art8/Csr2
[40], Art10 [51], Bul1-3 [53] 1 Spo23 [5] (Rye. 1)(Tab. 1). Cho¢ wszystkie te biatka
posiadaja domeny arestynowe, a w wigkszosci takze motywy PY, nadal nie poznano
funkcji czesci z nich. Bialka te przede wszystkim naprowadzajg ligazg Rsp5 (jedyna
ligaze Nedd4 u drozdzy) na jej bialka substratowe, a tym samym regulujg endocy-



o-ARESTYNY W PROTEOSTAZIE BIALEK BLONOWYCH 295

toze 1 sortowanie biatek btonowych do MVB [9]. Rozpoznawanie biatek substrato-
wych przez odpowiednie adaptory mozliwe jest dzigki tzw. sygnatom degronowym
(degrony), stanowigcym krotkie sekwencje aminokwasowe (np. PEST — sekwencje
bogate w proling, glutaminian, seryng i treoning¢) [45], motywy strukturalne, poje-
dyncze reszty aminokwasowe, czy wolne grupy a-aminowe.

Strukturalnie i funkcjonalnie wéréd drozdzowych a-arestyn wyrdznia si¢ biat-
ko Art9/Rim8, poniewaz jako jedyne w swojej strukturze nie posiada motywu PY
i (podobnie do swojego homologa PalF u 4. nidulans) zaangazowane jest w odpo-
wiedz na zmiany pH otoczenia na $ciezce sygnalnej RIM (ang. regulator of IME?),
poprzez modulacje aktywnosci czynnika transkrypcyjnego Rim101 [23]. Art9/
Rim8 funkcjonuje tu jako adaptor taczacy receptor GPCR Rim21 z biatkami en-
dosomalnych kompleksow ESCRT (ang. endosomal sorting complex required for
transport) [23, 24]. Nowe badania nad wptywem cykloheksymidu na proteom blo-
nowy komorek S. cerevisiae wytonity wiele bialek ulegajacych a-arestyno-zalezne;j
ubikwitynacji i endocytozie pod wptywem tego antybiotyku [62]. Wsrdd tak odkry-
tych substratéw o-arestyn wymieni¢ mozna transportery witaminy Bl (tiaminy):
Thi7 oraz blisko spokrewnione z nim transportery Nrtl i Thi72, ktore wigzane sa
przez Art2/Ecm21 [62]. Delecja Art2/Ecm21 skutkowala zahamowaniem endocy-
tozy tych transporteréw, a interakcja migdzy Art2/Ecm21 i Thi7 warunkowana jest
zmianami konformacyjnymi i aktywnos$cig tego transportera [62]. Inne badania po-
kazaty, ze drozdzowe transportery heksoz z rodziny Hxt (ang. hexose transporters),
homologi ssaczych transporterow GLUT, ulegaja ubikwitynacji przez ligazg Rsp5
w sposob zalezny od bliskospokrewnionych arestyn Art4/Rod1 i Art7/Rog3, a takze
Art8/Csr2 [8, 30, 51, 56, 68]. Rozpoznawanie substratow dla ligazy Rsp5 wydaje
si¢ jednak by¢ uzaleznione od czynnikéw indukujacych degradacje danego biatka
— wiazanie transportera Hxt6 przez Art4/Rod1 indukowane jest wysokim stezeniem
glukozy, cykloheksymid z kolei pobudza wigzanie tego transportera przez Art8/
Csr2 [51]. Obserwacje te stanowig jeden z wielu dowodow istnienia mechanizmu
selektywnej regulacji biatek blonowych, w ktorej rozne a-arestyny promujg ubikwi-
tynacje¢, endocytoze i degradacje tych samych substratow ligazy Rsp5 w odpowie-
dzi na r6zne warunki. Co ciekawe, Art4/Rod1 i Art7/Rog3 (ale tez Art6/Alyl i Art3/
Aly2), odpowiedzialne byly za degradacj¢ heterologicznie ekspresjonowanych
w komorkach S. cerevisiae transporterow cukrowych CDT-1 i CDT-2 Neurospora
crassa, co moze swiadczy¢ o pewnej konserwatywnosci sekwencji degronowych
[65]. Biatko Art4/Rod1 powiazane jest z homeostazg cukrowa [8], co potwierdzity
najnowsze badania nad degradacja permeazy mleczanowej Jenl, ktorej C-koncowy
degron wigzany jest przez Art4/Rodl w obecnosci fermentowalnego zrodta wegla
[17]. Jenlp rozpoznawane jest takze przez a-arestyny Bull i Bul2, ktore wigzg zu-
petnie inny region transportera niz Art4/Rod1 (N-koniec) i robig to w odmiennych
warunkach, co dowodzi zaangazowania wielu a-arestyn w degradacj¢ tych samych
substratow w réznych warunkach [17]. Innym biatkiem rozpoznawanym przez kil-
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ka a-arestyn jest transporter manganu Smfl, w ktérego degradacje zaangazowane
sg m.in. blisko spokrewnione biatka Art2/Ecm21 i Art8/Csr2 [52].

Arestyny Bull oraz Bul2 charakteryzuja si¢ jak dotad najwigksza iloscig stwier-
dzonych substratow [1, 13, 17, 32, 41, 75], ktore czgsto sa jednak rozpoznawane
takze przez inne o-arestyny wigzace odmienne degrony w strukturze tych subs-
tratow, np. Art4/Rod1 w przypadku transportera Jenl [17], Art6/Alyl i Art3/Aly2
przy indukowanej stresem degradacji permeazy Gapl [13] czy Artl/Ldb19, Art2/
Ecm21 i Art8/Csr2 w przypadku permeazy Fur4 [51]. Nietypowym przypadkiem
jest trzeci zidentyfikowany przedstawiciel rodziny Bul — Bul3, ktory jest produktem
dwach sasiadujacych otwartych ramek odczytu (ang. open reading frames, ORF):
BSC5 (YNR069C) oraz YNR0O68C, transkrybowanych z pominigciem kodonu stop
[50]. Produkty biatkowe BSCS5 i YNR068C wykazuja homologi¢ do odpowiednio
N- i C-koncowej domeny Bull i biatko to posiada motyw PY, co moze sugerowac
funkcje podobne do pozostatych bialek Bul [53]. Analiza funkcji Bul3p wykazata,
ze w zaleznos$ci od formy biatka (skroconej lub pelnej) wchodzi ono w interakcje
z ligazg Rsp5 poprzez rézne domeny WW tej ligazy [53]. Usunigcie BSCS5/YN-
R0O68C skutkowato zwickszong wrazliwoscia komorek drozdzowych na tempera-
turg, ale nie potwierdzono dotad interakcji Bul3p z zadnym substratem blonowym.
Wykazano takze, ze wszystkie biatka Bul wiaza si¢ in vitro z roznymi domenami
WW Rsp5, a kombinacje ich delecji moga dawa¢ antagonistyczne skutki, dlatego
postawiono hipoteze, zgodnie z ktéra adaptory Bul mogtyby funkcjonowa¢ jako
modulatory aktywno$ci RspS5, ktore taczac si¢ z r6znymi domenami WW reguluja
jej zdolnos¢ do wigzania substratow [53].

Analiza dotychczasowych odkry¢ pokazuje, ze a-arestyny tworzg wysoce ztozona
sie¢ Rsp5-adaptor, ktora nadaje ligazie Rsp5 swoistos¢ substratowa, pozwala na $cista
regulacje wielu biatek btonowych i sprawna odpowiedz na szybko zmieniajace si¢
warunki otoczenia oraz funkcjonuje w systemie kontroli jakosci bialek blonowych,
zapewniajac komorce drozdzowej homeostaze. Sie¢ RspS-adaptor wspottworza takze
inne drozdzowe biatka adaptorowe posiadajace motywy PY, ale nie nalezace do ro-
dziny arestyn (np. Bsd2, Trel/2, Earl oraz Ssh4), zaangazowane m.in. w rekrutacje
ligazy Rsp5 do ubikwitynacji Smflp czy sortowanie cargo do MVB [26, 38, 70].

SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA
DROZDZOWYCH a-ARESTYN

Wecigz niewiele wiadomo o mechanizmie rozpoznawania substratow ligazy
Rsp5 przez a-arestyny. Rozpoznawanie biatek btonowych jako przeznaczonych
do internalizacji i recyklingu lub degradacji wigze si¢ czg¢sto ze zmiang warunkow
panujacych wewnatrz lub na zewnatrz komorki. Sygnaty degronowe biatek blony
komoérkowej moga ulega¢ ekspozycji dla maszynerii endocytarnej m.in. z powo-
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du indukowanego stresem rozfatdowania (np. przy szoku cieplnym) [84], ale tez
w wyniku zmian konformacyjnych towarzyszacych transportowi substratow przez
btonowe permeazy [18]. Endocytoza i degradacja biatek moze by¢ tez efektem
aktywacji receptorow i ich $ciezek sygnalnych [67] lub zmiany stezenia réznych
substancji wewnatrz komorki [30]. Istotna jest takze sama struktura sygnalow de-
gradacyjnych. Badania nad degradacja permeazy metioninowej Mupl i permeazy
argininowej Canl wykazaly, ze oba biatka posiadajg w poblizu ulegajacych ubikwi-
tynacji reszt lizynowych skupisko kwasnych reszt aminokwasowych (tzw. acidic pa-
tch), ktorego obecnosc jest konieczna dla rekrutacji Art1/Ldb19 i ubikwitynacji tych
biatek. Mutacje w obrebie acidic patch obu transporteréw skutkowaty ich wyrazng
stabilizacjg w btonie komérkowej [19]. Dalsze badania nad interakcja miedzy Mupl
a Artl/Ldb19 doprowadzity do identyfikacji regionu bogatego w zasadowe reszty
aminokwasowe w Artl/Ldb19 jako potencjalne miejsce interakcji z acidic patch
Mupl. Rzeczywiscie, mutacje zmieniajace charakter odpowiednich reszt aminokwa-
sowych Artl/Ldb19 pozwalaty na supresj¢ efektu mutacji w obrebie acidic patch
Mupl, przywracajac endocytoze tej permeazy [19]. Uzyskane wyniki pozwolily na
sformutowanie hipotezy, wedtug ktorej powszechny mechanizm odpowiedzialny za
interakcje migdzy a-arestynami a substratami ligazy Rsp5 méglby opierac si¢ na od-
dziatywaniach elektrostatycznych [19]. Ujemnie natadowane reszty aminokwasowe
rozpoznano jako istotne w degradacji takze innych biatek blonowych, w tym Gapl
[13], Jenl [17] oraz antyportera Acr3 [78]. Wciaz nie wiadomo co stanowi sygnat do
zwigzania si¢ adaptora w obrebie sekwencji degronowej. W niektorych przypadkach
do prawidtowej degradacji biatek btonowych konieczna jest fosforylacja, np. Smflp
musi ulec fosforylacji w poblizu ubikwitynowanych reszt lizynowych na N-koncu
— mutant Smfl, ktorego N-koncowe reszty serynowe zmieniono na reszty alanino-
we, byl slabiej wiazany przez Art2/Ecm21 [52]. Przypomina to sposob interakcji
miedzy B-arestynami a receptorami GPCR, ktore aby zosta¢ zwigzane przez adaptor
muszg ulec najpierw aktywacji i fosforylacji. Podobnie receptor Ste2 oraz perme-
aza Fur4 posiadajg w swojej strukturze charakterystyczne sekwencje, odpowiednio
SINNDAKSS oraz PEST, w obrgbie ktorych zachodzi fosforylacja niezbgdna dla
degradacji tych bialek [28, 45]. Cecha wspolna taczaca kwasne oraz ufosforylowane
reszty aminokwasowe jest obecnos¢ ujemnego tadunku, ktory wydaje si¢ niezbedny
dla interakcji wielu biatek btonowych z ich adaptorami, co idzie w parze z hipoteza
dotyczaca oddziatywan elektrostatycznych jako podstawy tych interakcji.

REGULACJAAKTYWNOSCI ARESTYN

Zmiana warunkéw zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych wptywa nie tylko
na konformacje i aktywno$¢ biatek blonowych, ale takze aktywuje réznorodne
$ciezki sygnalne warunkujace odpowiedz na te zmiany. Waznym elementem tych
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odpowiedzi sg modyfikacje potranslacyjne biatek, dotyczace rowniez maszynerii
endocytarnej, np. fosforylacja substratow btonowych [28, 36, 45] lub ligaz ubi-
kwityny [10, 11, 58]. Scistej regulacji poprzez modyfikacje post-translacyjne (ta-
kie jak fosforylacja czy ubikwitynacja) ulegaja takze adaptory dla enzymow E3,
dzieki czemu komorki moga lepiej kontrolowac ich aktywnos¢ w odpowiedzi na
zmiany w srodowiska i efektywnie regulowa¢ proteom btonowy.

Ubikwityna jest znanym regulatorem aktywnos$ci a-arestyn, ale (w przeci-
wienstwie do B-arestyn) ich ubikwitynacja zalezy od ligaz Rsp5/Nedd4, co czyni
je jednoczesnie adaptorami i substratami dla ligaz z tej rodziny. Zdolnos$¢ a-are-
styn do ulegania ubikwitynacji wydaje si¢ by¢ kluczowa dla prawidtowego funk-
cjonowania wielu procesow w komorce. Zaobserwowano, ze ludzka a-arestyna
ARRDCI1 zdolna jest do rekrutacji endosomalnego biatka TSG101 (ang. tumor
susceptibility gene 101) (homolog drozdzowego Vps23p) do btony komorkowe;,
co skutkuje sekrecja podobnych do egzosomow mikropecherzykow zawierajacych
ARRDCI (ang. ARRDCI-mediated microvesicles, ARMMs) na zewnatrz komorek
[49]. Autorzy wskazuja na potencjalng funkcje ARMMs jako sposdb komunikacji
miedzykomorkowej (pecherzyki moga zawiera¢ RNA lub biatka), a utworzenie ich
wymaga ubikwitynacji ARRDCI1 przez ligaze WW?2 z rodziny Nedd4 [49]. Inna li-
gaza Nedd4 — Itch — reguluje aktywnos$¢ biatka TXNIP [83]. a-Arestyna ta funkcjo-
nuje jako antyoksydant i regulator redoks zdolny do hamowania proliferacji i pro-
mowania apoptozy, dlatego w komoérkach nowotworowych obserwuje si¢ regulacje
aktywnosci poprzez poliubikwitynacje i degradacje proteasomalnag [83].

Regulacje aktywnosci arestyn poprzez ubikwitynacj¢ zaobserwowano tez
u drozdzy. Badania w tym modelu pokazaly, ze drozdzowa a-arestyna Art4/Rod1
ulega ubikwitynacji w odpowiedzi na glukoze, promujac endocytoze permeazy
Jenl [8]. Zmutowany wariant Art4/Rod] nieulegajacy ubikwitynacji byt ekspre-
sjonowany w komorkach ArodI na poziomie podobnym do typu dzikiego, ale nie
byt zdolny do promowania glukozo-zaleznej endocytozy Jenl [8]. Podobnie sub-
stytucja ubikwitynowanej reszty lizynowej biatka Art1/Ldb19 na reszte arginino-
wa skutkowata stabilizacjg wigzanej przez nig permeazy Canl w btonie komoérko-
wej [40]. Mutacja ta wplywala nie tylko na aktywno$¢ arestyny, ale takze na jej
lokalizacjg¢ subkomoérkowa (biatko dzikiego typu obserwowano w diktiosomach
aparatu Golgiego, natomiast mutant lizynowy byt rozproszony w cytoplazmie)
[40]. Zaobserwowano takze C-koncowg Rsp5-zalezna monoubikwitynacje droz-
dzowej a-arestyny Art9/Rim8, ktdra pozwala na jej stabilne wigzanie z podjed-
nostka Vps23 kompleksu ESCRT-I dzigki motywowi SxP w strukturze arestyny
oraz domenie wigzacej ubikwityng UEV (ang. ubiquitin E2 variant) w strukturze
Vps23 [23]. Warto zauwazy¢, ze w komorkach Avps23 ubikwitynacja Art9/Rim8
nie zachodzi, co sugeruje, ze to wigzanie Art9/Rim8 przez Vps23 promuje ubi-
kwitynacje tej arestyny. Proponowany model tego procesu zaktada dwustopniowa
ubikwitynacje Art9/Rim8, w ktorej najpierw dochodzi do utworzenia kompleksu
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podjednostki Vps23 z arestyng (poprzez jej motyw SxP) oraz ligaza Rsp5 z przy-
laczong czasteczka ubikwityny (poprzez domene UEV biatka Vps23) — dopiero
pozniej zachodzi przeniesienie czgsteczki ubikwityny z enzymu E3 na arestyne.
Utworzenie takiego kompleksu umozliwiatoby odpowiednie pozycjonowanie
Art9/Rim8 i przeniesienie na nig czasteczki ubikwityny, co stabilizowaloby kom-
pleks arestyna-Vps23 [23]. Przypuszcza si¢, ze potozony na C-koncu motyw SxP
Art9/Rim8 moze by¢ zwigzany z motywem P[S/T]xP, ktory wigzany jest zarowno
przez drozdzowe Vps23, jak ijego ludzki homolog TSG101 [23]. Co ciekawe,
ludzka a-arestyna ARRDC1 posiada na swoim koncu motyw PSAP, ktory jest
niezbedny do interakcji z TSG101 i formowaniem ARMMs [49], co sugeruje kon-
serwatywnos$¢ takiej interakcji.

Innym regulatorem aktywnosci o-arestyn jest modyfikacja przez fosforyla-
cje. Zgodnie z najnowszymi odkryciami, biatko ARRDC3, ktére w mysich ko-
morkach watroby odpowiada za regulacje obecnos$ci receptora insuliny w btonie
komoérkowej, aby zwigza¢ si¢ z tym receptorem wymaga stymulowanej insuli-
ng fosforylacji konserwatywnej reszty tyrozynowej, polozonej migdzy dwoma
C-koncowymi motywami PY [6]. Zwickszong fosforylacje reszty tyrozynowej
w C-koncowej domenie ARRDC3 zaobserwowano w komorkach nowotwordéw
charakteryzujacych si¢ mutacjami aktywujacymi receptor EGF (ang. epidermal
growth factor receptor), co moze sugerowac fosforylacje C-konca ARRDC3 przez
receptory kinazy tyrozynowej [6]. W ostatnich latach pojawito si¢ takze wiele do-
wodow przemawiajacych za fosfoinhibicjg jako powszechnym mechanizmem re-
gulacji aktywnosci a-arestyn. Cho¢ opisana wcze$niej monoubikwitynacja Art9/
RimS8 stabilizuje jej kompleks z biatkiem Vps23, modyfikacja ta nie wydaje si¢
mie¢ istotnego znaczenia dla $ciezki sygnalnej RIM [23]. Duza role w kontroli
aktywnosci Art9/Rim8 odgrywa za to fosforylacja zarowno ubikwitynowanego,
jak inieubikwitynowanego wariantu tej arestyny, katalizowana przez kinaze¢ ka-
zeinowa | (ang. casein kinase I, CK1) [24]. Zmiany pH z kwas$nego na neutralny/
zasadowy skutkuja relokalizacjg Art9/Rim8 z cytoplazmy do btony komorkowe;,
gdzie wigze si¢ z Rim21 i (podobnie do mysiej B-arestyny-2 [33]) ulega fosforyla-
cji w regionie zawiasowym tego biatka, co hamuje aktywnos¢ tej arestyny, a tym
samym catg Sciezke sygnalng RIM [24].

U drozdzy scharakteryzowano fosfoinhibicyjng regulacje aktywnosci a-arestyn
Bull i Bul2 na $ciezce TORC1/Npr1/14-3-3. TORCI1 (ang. the target of rapamy-
cin complex 1), wysoce konserwatywny wielopodjednostkowy kompleks kinazy
zaangazowany w odpowiedz m.in. na zmian¢ dostepnosci substancji odzywczych
i sygnaty wzrostowe, posrednio wptywa na endocytoze btonowych transporterow
substancji odzywczych w sposob globalny (w odpowiedzi na stres) oraz indywidu-
alnie (w odpowiedzi na substraty danej permeazy), regulujac fosforylacje adapto-
row endocytarnych wigzacych odpowiednie biatka transporterowe, np. Gapl, Canl,
Mupl i Fur4 [43, 47, 57]. W oparciu o badania nad degradacjg permeazy Gapl za-
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proponowano model opierajacy si¢ na przeciwstawnej TORC1-zaleznej aktywno-
sci kinazy efektorowej Nprl oraz fosfatazy Sit4. W niekorzystnych warunkach (np.
dostepnosci ubogiego zrodta azotu w przypadku Gapl), TORCI jest nieaktywny, za
to fosfataza Sit4 warunkuje hipofosforylacj¢ kinazy Nprl, aktywujac ja. Aktywne
Nprl fosforyluje adaptory Bull-2, co warunkuje ich wigzanie do biatek 14-3-3 i ha-
muje aktywno$¢ kompleksow adaptor-Rsp5, a tym samym stabilizuje Gapl w bto-
nie komodrkowej. W korzystnych warunkach kompleks TORCI1 jest aktywowany
i fosforyluje kinaze Npr1 oraz biatko Tap42. Hiperfosforylowana kinaza Npr1 ulega
inaktywacji, a Tap42p wiaze si¢ z fosfatazg Sit4, ktora w takim kompleksie rozpo-
znaje biatka Bull-2 i defosforyluje je, uwalniajac je z kompleksow z biatkami 14-3-
3 i umozliwiajgc rekrutacje ligazy RspS, co warunkuje ubikwitynacje i degradacje
Gapl [47, 57]. Defosforylacji biatek Bul towarzyszy tez ich monoubikwitynacja,
ale znaczenie tej modyfikacji pozostaje nieznane [47].

W regulacje obrotu Gapl zaangazowane sa takze adaptory Art6/Alyl oraz
Art3/Aly2, ale ich rola wydaje si¢ opiera¢ przede wszystkim na regulacji we-
wnatrzkomoérkowego sortowania Gapl [54]. a-Arestyny te biorg udzial w promo-
waniu transportu Gapl z endosomow do sieci transaparatu Golgiego (ang. trans-
-Golgi network, TGN) i recykling tej permeazy [54]. Wykazano, ze w warunkach
stresu azotowego Art3/Aly2 ulega fosforylacji przez kinaze Nprl, modyfikacja
ta nie inaktywuje jej jednak, a umozliwia jej wejscie w bezposrednia interakcje
z kompleksem AP-1 w endosomach, promujac klatryno-zalezny transport Gapl
do TGN, skad w warunkach niedoboru azotu dochodzi do ponownej sekrecji
Gapl do btony komorkowej [54]. Przy duzej dostepnosci azotu kinaza Nprl po-
zostaje z kolei nieaktywna i nie fosforyluje Aly2/Art6, a Gapl kierowane jest na
sciezke degradacji wakuolarnej [54]. Nowsze badania pokazaly, ze biatko Art6/
Alyl zaangazowane jest takze w degradacj¢ transportera kwasu asparaginowe-
go i glutaminowego Dip5, gdzie pelni funkcje w promowaniu jej Rsp5-zaleznej
ubikwitynacji i degradacji wakuolarnej [55]. Wykazano, ze skierowanie Dip5 do
wakuoli wymaga defosforylacji Art6/Alyl, za co odpowiada Ca**-zalezna fosfa-
taza bialkowa kalcyneuryna [55]. Nalezy zauwazy¢, ze defosforylacja Art6/Alyl
wydaje si¢ jednak nieistotna dla samego wigzania Dip5 i jego ubikwitynacji ani
nie warunkuje stabilno$ci Art6/Alyl [55]. Wykazano takze, ze cho¢ Art6/Alyl
potencjalnie moze wigza¢ si¢ z biatkami 14-3-3, kalcyneuryno-zalezna fosfory-
lacja prawdopodobnie nie bierze udziatu w regulacji tej interakcji, a takze nie
wplywa na Art6/Alyl-zalezny obrot biatka Gapl [55]. Wykazano rowniez, ze
w szczegolnych warunkach adaptory Art6/Alyl i Art3/Aly2, razem z biatkami
Bull-2, takze moga rozpoznawa¢ Gapl w btonie komoérkowej i promowac jego
ubikwitynacje przez Rsp5 oraz degradacje wakuolarna, a odpowiedzialny za to
mechanizm rdézni si¢ od dotychczas scharakteryzowanego dla biatek Bull-2 [13].
W warunkach stresu wywotanego dysfunkcja kompleksu TORCI1, wcigz ufosfo-
rylowane adaptory Bull-2 oraz Art6/Alyl i Art3/Aly2, prawdopodobnie nadal
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zwiazane z biatkami 14-3-3, dalej moga posredniczy¢ w ubikwitynacji Gapl i in-
nych permeaz blonowych [13]. Zauwazono tez, ze te ufosforylowane a-arestyny
wchodza w interakcje z odmiennymi regonami cytoplazmatycznymi Gapl niz ma
to miejsce w przypadku degradacji Gapl warunkowanej wewnatrzkomoérkowym
stezeniem aminokwasow [13]. Reasumujac, wyniki wyraznie pokazujg obecno$é
kilku réznych wspotdziatajacych mechanizméw promowania ubikwitynacji per-
meaz btonowych poprzez biatka Bull-2 oraz Art6/Alyl i Art3/Aly2, w zaleznosci
od modyfikacji a-arestyn w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki w komorce
[13] co pozwala na zwigkszenie mozliwosci adaptacyjnych.

Inny opisany mechanizm regulacji a-arestyn zwigzany jest z odpowiedzig na
zmiang stezenia glukozy w komorce. Drozdzowa a-arestyna Art4/Rodl, odpowie-
dzialna za degradacj¢ m.in. transporteréw Hxt oraz Jenl, przy braku glukozy ulega
fosforylacji przez kinazg¢ Snfl i, podobnie do biatek Bull-2, pozostaje nieaktywna
w kompleksie z biatkami 14-3-3 [8]. Pojawienie si¢ glukozy w komorce skutkuje
defosforylacjg Art4/Rodl przez fosfataze biatkowa I (ang. protein phosphatase I,
PPI), jej uwolnieniem z kompleksu z biatkiem 14-3-3 i ubikwitynacja przez liga-
z¢ Rsp5. Aktywowane bialko Art4/Rodl bierze udziat nie tylko w rekrutacji Rsp5
do cargo w btonie komorkowej, ale takze w sortowaniu internalizowanych oraz
ulegajacych sekrecji biatek w TGN [7]. Stymulowana defosforylacja ubikwityna-
cja Art4/Rodl wydaje si¢ niezbedna do prawidtowego rozpoznawania transportera
Jenl przez t¢ arestyne, ale doktadny mechanizm tej zaleznosci pozostaje niezna-
ny [8]. Spadek stezenia glukozy w komorce skutkuje fosforylacja Art4/Rodl i jej
ponownej rozproszeniem w cytosolu [7]. Co ciekawe, podobny mechanizm regu-
lacji w odpowiedzi na glukoze¢ opisano dla ludzkiej a-arestyny TXNIP. Biatko TX-
NIP, w obecnosci glukozy zaangazowane jest w endocytoze transporterow GLUT1
1 GLUT4 [80]. W sytuacji stresu energetycznego ulega jednak fosforylacji przez
ludzkiego homologa drozdzowej kinazy Snfl, kinaz¢ AMPK (ang. 5 -AMP-activa-
ted protein kinase) [80], a fosforylacja ta skutkuje gwattowna degradacja TXNIP
[80]. Mutacje w obrgbie motywow PY tego biatka hamowaty jego indukowang fos-
forylacja degradacjg, co sugeruje, ze fosforylacja TXNIP powoduje uzewngtrznie-
nie si¢ jego motywow PY i umozliwia jego rozpoznanie przez ligaze Nedd4 jako
substratu przeznaczonego do degradacji [80]. Taki mechanizm regulacji pozwala
na stworzenie auto-inhibicyjnej petli odpowiedzi na zewnatrzkomoérkowe stezenie
glukozy, modulowane AMPK-zalezna degradacjg biatka TXNIP.

PODSUMOWANIE

Przedstawiciele klanu arestyn to wielofunkcyjne biatka zaangazowane w sze-
reg istotnych funkcji zwigzanych z wieloma procesami komérkowymi, zwtaszcza
w regulacje obrotu biatek blonowych jako biatka adaptorowe dla ligaz ubikwi-
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tyny z rodziny Rsp5/Nedd4. Na szczeg6lng uwage zashuguje rodzina a-arestyn,
ktorej przedstawiciele wystepuja powszechnie od drozdzy po ludzi. a-Arestyny,
cho¢ ewolucyjnie starsze od zwierzecych B-arestyn, odkryte zostaty relatywnie
niedawno i mimo intensywnych badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat,
wiele aspektéw ich biologii pozostaje niewyjasnionych. Niewiele wiadomo na te-
mat funkcji niektorych przedstawicieli tej rodziny, mechanizméw selektywnego
1 specyficznego rozpoznawania przez nie biatek przeznaczonych do internalizacji
i recyklingu lub degradacji lizosomalnej/wakuolarnej, a takze o mechanizmach mo-
lekularnych stojacych za ich regulacjg na drodze fosforylacji i ubikwitynacji w od-
powiedzi na zmieniajace si¢ czynniki srodowiska, dlatego zagadnienia te pozostajg
wyzwaniem na kolejne lata badan.
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Summary: The phenolic compounds from plants have a significant role in human diet as antioxidants.
Their main sources are fruits, vegetables and beverages etc. However, by-products from food and agri-
culture also have valuable amounts of phenolic antioxidants. These phenolic compounds are effective
in curing of many diseases including cancer, cardiovascular, contagious, viral and inflammatory dis-
cases. Dietary phenolic contents were compared in various plant materials including rosemary extract,
basil extract, laurel extract, cumin extract, ginger extract, extra virgin olive oil, high bush, low bush,
cranberry, strawberry, high bush blue berry, low bush blue berry, wild mulberry, black plum skin,
rough lettuce, red cabbage, wheat, date, rice kernel, rice bran, honey, red wine, white wine and green
tea extract; the phenolics were found in the range of 0.25-147 mg/g, with the exceptionally higher val-
ue reported for basil extract (147 mg/g) and the lowest value (0.25 mg/g) for white wine. Among all the
investigated fruits, vegetables, commercial fruit juices, beverages and wines, the highest amounts of
phenolic contents were found in apple (296.3 mg/100g), mint (399.8 mg/100g), orange (339 mg/100g),
instant coffee (146-151 mg/100g) and Italian red wine (3314-4177 mg/100g), respectively.

Keywords: dietary, phenolic, antioxidant, pharmacological
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INTRODUCTION

There are many free radicals including reactive oxygen species which are con-
tinuously produced as by products in human body as a result of metabolism [1]. If
these reactive oxygen species and free radicals are not excluded from body, they
can cause oxidative stress in body which may lead to oxidation of bio molecules
such as protein, lipids and DNA and thus leading ultimately to cancer [52]. If the
production of free radicals is prolonged it may cause different diseases such as age
related problem, atherosclerosis, neurodegenerative problems and inflammation
etc [9]. It is much necessary to control these oxidant species by some antioxidant
species which are abundantly found in common fruits and vegetables [40].

Plants are mostly rich in antioxidants which are not only necessary for life but
also help to control the free radical activities. The phenolic compounds present
in plants show antioxidant properties; these properties depend upon the nature
of plants, growing conditions, harvesting time, packing conditions and type of
solvent used in their extraction [30]. Crude extracts of plant materials, spices and
herbs rich in phenolics are very important for food industry because they the abi-
lity to stop oxidative degradation of lipids and are thus important to improve the
quality and nutritional value of food [57]. The phenolic compounds actively par-
ticipate in adsorption, neutralization of free radicals and reduction of singlet and
triplet oxygen and decomposition of peroxides. Plants also contain a variety of
phytochemicals which are effective to control various health issues like high blo-
od pressure, obesity and diabetes [21, 35]. The antioxidants lower the incidences
of degenerative diseases such as brain dysfunction, heart disease, inflammation,
arthritis, arteriosclerosis and cancer [19]. The Phenolic compounds in guava help
to cure cancerous cells and prevent skin aging before time [35].

Keeping in view the value of antioxidant potential of plants, current studies
were performed to compare the antioxidant dietary phenolic contents in various
plants and their products.

PHENOLIC COMPOUNDS IN DIETARY CONSTITUENTS

Phenolic compounds, ubiquitous in plants are an essential part of the human
diet. They are of considerable interest owing to their antioxidant properties [3].
They have various chemical structures which are responsible for their colors and
rigidity. They belong to a class of plant secondary metabolites and may consist of
simple structures (e.g. phenolic acids), polyphenols (e.g., flavonoids) or polymeric
forms [11]. There have been a larger number of investigations on the role of pheno-
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lic compounds in food and beverages during last few years [17, 34]. These compo-
unds play a vital role in defense responses including anti-proliferative activities,
antioxidant, anti-inflammatory and anti-aging. Therefore, it is beneficial to eat the
plant foods comprising of high antioxidant contents, which lower the incidences
of certain chronic diseases e.g., cardiovascular, cancer and diabetes through the
management of oxidative stress [27]. Table 1 shows the comparison of phenolic
content in some plant materials [17].

TABLE 1. Amount of Phenolic contents (mg/g) in some plant materials

propucts | TOTALPHENOLIC | ppopycpg | TOTAL PHENOLIC
Rosemary extract 2.1940.15 Wild mulberry 3.7340.11
Basil extract 147£160 Black plum skin 92.5
Laurel extract 92.0+2.45 Rough lettuce 0.53+0.09
Cumin extract 37.4+0.32 Red cabbage 1.78+0.14
Ginger extract (dw) 39.9+2.6 Wheat 1.86
Extra virgin olive oil | 0.27 Date 2.47

High bush 2.78 Rice kernel 1.85

Low bush 3.49 Rice bran 16.4
Cranberry 1.71 Honey 0.35
Strawberry 2.57+0.02 Red wine 1.85+2.32
High bush blue berry | 3.86+0.14 White wine 0.25+0.05
Low bush blue berry | 4.71£0.19 Green tea extract | 59.8+1.8

Phenolic contents (Tab. 1) in some plant materials (rosemary extract, basil
extract, laurel extract, cumin extract, ginger extract, extra virgin olive oil, high
bush, low bush, cranberry, strawberry, high bush blue berry, low bush blue ber-
ry, wild mulberry, black plum skin, rough lettuce, red cabbage, wheat, date, rice
kernel, rice bran, honey, red wine, white wine, green tea extract) were found in
the range of 0.27-147 mg/g with the exceptionally higher value reported for basil
extract (147 mg/g), black plum skin (92.5 mg/g) and laurel extract (92.5 mg/g),
green tea extract (59.8.5 mg/g), ginger extract (39.9 mg/g) and rice bran (16.4
mg/g) while the lowest values were observed for white wine (0.25 mg/g), extra
virgin olive oil (0.27 mg/g) and rough lettuce (0.53 mg/g).
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CLASSIFICATION OF PHENOLIC COMPOUNDS

Phenolic compounds are distributed into many groups on the basis of their
chemical structures on the basis of differences in position and number of hydroxyl
groups on aromatic ring which result in change of simple phenolic compounds
to complex polymer compounds. Thus they may be classified into flavonoids,
phenolic acids, tannins (hydrolysable and condensed) stilbenes and lignans on the
basis of structures [23].

FLAVONOIDS
One of the most abundant phenolic compounds in our diet is flavonoids. The
structures of flavonoids containing 15 carbon atoms with flavan nucleus exist in
three rings (C6-C3-C6). Flavonoids are further distributed into six subgroups i.e.
flavanols, flavonols, flavones, flavanones, isoflavones, anthocyanin on the basis
of the oxidation state of central C-ring (Fig. 1) [13, 14].

Antocynadin Flavanone R4

OH o
‘ = R, g ‘
= OH
OH OH o

Flavone

Flavanol

FIGURE 1. Structures of six important flavonoids
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Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid

Gallic acid Ferulic acid

O, OH

Caffeic acid
H;CO
OH OH OH oH
OH

FIGURE 2. Structures of important phenolic acids

PHENOLIC ACID
Phenolic acids are further divided into two sub groups (Fig. 2) i.e., derivatives
of benzoic acid (Gallic acid) and cinnamic acid (caffeic acid and Ferullic acid)
[16]. Figure 2 displays the structures of important phenolic acids.

TANNINS
Tannins are the one of major groups of polyphenols in human diet and distri-
buted into two subgroups:

Sanguiin

OH

FIGURE 3. Structure of ellagitannine
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Procyanidin: R= H
Prodelphinidin: R= OH

FIGURE 4. Structure of proanthocyanidins

Hydrolysable tannins
They have central core of glucose or polyol esterified with gallic acid (an
hexahydroxydiphenic acid) and known as gallotannins and ellagitannins, respec-
tively. Figure 3 displays the structure of sanguiin which is a ellagitannine.

Condensed tannins
They are mentioned as proanthocyanidins (Fig. 4) in which polymers or oli-
gomers of flavan-3-ol are attached through an interflavan carbon bond [30, 57].

MECHANISM OF ACTION OF PHENOLIC ANTIOXIDANTS

The property of phenolic compounds as antioxidant depends upon the struc-
ture including number and position of hydroxyl group in phenolic compounds.
A phenolic antioxidant can provide hydrogen atom to a lipid radical for the pro-
duction of antioxidant radicals and lipid derivatives. The free radicals of antioxi-
dants may hinder further propagation reactions.

R /RO'/ROO+AH — Y A'+ RH/ROH/ROOH
RO/ROO +A" —— g ROA/ROOA

ROO" + RH — - ROOH+R'
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The antioxidant free radical can undergo redox reaction in the presence of
oxygen and any alkyl group such as:

AT+Oo, ——— 3 AOO
. ® -+
AOO  +RH ——————————— B R AOOH

A"+ RH ——— 3 AHFR

The phenyl radical gets stable due to the unpaired electrons delocalization
around the benzene ring and terminates the chain reaction. Ethyl radical or n-butyl
radical may increase the antioxidant property of phenolic compounds more than
methyl radical by substitution at para position. However, as chain gets long and
branched antioxidant property is lowered [37, 46, 47]. The resonance structures of
phenyl radicals are given in figure 5 [45].

o [u} [s]
{HC1,C C{CH3ly  (HyChe CICHiky  (HiChe CiGHyh  (HiChe CHACH )
————- - - —i
] CHy CHy CH,

CH

FIGURE 5. The resonance structures of phenyl radicals

PHENOLIC COMPOUNDS IN SOME PLANT MATERIALS

Almost all the plants in human diet including vegetables, fruits and beverages
are the main sources of phenolic compounds. Many edible plants show much in-
hibitory potential for oxidants [43].

VEGETABLES AND FRUITS

Phenolic compounds such as flavonoids are produced in the plants and fruits
naturally as secondary metabolites [56]. Vegetables and fruits are normally very rich
in antioxidational and nutritional contents. There is an extensive variation amon-
gst total phenolic contents in different vegetables and fruits. The phenolic contents
in different plants vary due to the complexity of the groups, analysis and extrac-
tions techniques. Phenolic contents were identified in some fruits like apple, bana-
na, cherry, guava and mango, litchi and vegetables like broccoli, carrot, cucumber,
mint and spinach etc [6, 25, 35, 36, 44, 50]. Spinach contained greater content of
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flavonoids as compared to other common vegetables [20, 22, 39]. Spinach contains
unique flavonoid compounds such as glucuronides and acylated di-andtriglycosides
of methylated and methylenedioxy derivatives of 6-oxygenated flavonols [2, 18].

Rice is the most consumed crop by all human population all over the world.
Studies have shown that rice are full of phytochemicals which are associated with
the reduced risk of many diseases [28, 58]. Near Infra-Red Spectroscopy was used
to characterize the rice and it has shown the presence of many phytochemicals
such as tocopherol, tocotrienol, kernel phenolic, antioxidant capacity and flavo-
noid contents [4, 24, 31].

Olive is the major crop which is grown in Mediterranean region as a source
of olive oil and other edible parts of olive plant. Besides its nutritional values it
is also full of many other phytochemicals which are important for health and the
control of diseases [8]. Researchers have shown that olive is full of antioxidant
chemicals such as phenolic compounds. These phenolic compounds may attribute
to the food quality such as flavor and health benefits [41]. The concentration of
phenolic compounds in olive fruits could reach values ranging between 1 and 3%
of the fresh pulp weight [49, 54].

BEVERAGES

Significant quantities of phenolic contents in the human diet are obtained from
fruit juices, wines and tea of plants. The composition of phenolic contents differs
in juices depending upon commercial processing procedures. In the similar way
composition of phenolic contents in wines may be varied by several aspects such
as quality of the grapes used, rising conditions, manufacture techniques and pro-
cessing limitations [14, 32].

Everyone is familiar with the consumption of lemon juice. It is most likely
used juices among citrus fruit juices [33, 53]. Lemon has acquired much impor-
tance due to high content of flavonoid such as flavanones and flavone glycosides
[10]. Other phenolic compounds such ashydroxycinnamic acids are present in this
juice at a lower concentration than flavanones and flavones. The main flavanones
detected in lemon juice are eriocitrin and hesperidin [5, 12].

AGRO-INDUSTRIAL BY-PRODUCTS

It is documented that some agricultural by-products such as buck wheat hulls,
rice hulls and pistachio hulls contain phenolic compounds. By-products from agri-
culture provide valuable amounts of phenolic antioxidants. The peels of different
fruits and vegetables have been reported to comprise greater number of phenolic
compounds than the edible fleshy parts. By-products and waste of olives, grape
seed peels, grape juices by products and white wine production also provide the
reasonable amounts of phenolic compounds [3, 7, 48, 51]. Table 2 shows dietary
phenolic contents in some fruits, vegetables, fruit juices and beverages.
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TABLE 2. Phenolic compounds in some common foods

SOURCES TOTéB;I;ES;)LIC SOURCES TOTé(I;;?ES;)LIC
Fruits
Apple 296.3+6.4 Guava 126.4+6.0
Banana 90.4+3.2 Litchi 3.35+0.05
Blueberry 270-930 Mango 6.25+0.05
Cherry 105.4+27.5 Strawberry 160+1.2
Vegetables
Broccoli 101.6+1.24 Mint 399.8+3.2
Brssel sprouts | 68.8+1.3 Spinach 91.0+8.5
Cabbage 54.6£7.0 Tomato 25.9-50.0
Carrot 56.4+5.1 Yellow onion 76.3£1.9
Commercial fruit juices
Apple 339+8.5 Pineapple 358+3
Grape fruit 535+11 Prune 441+59
Orange 755+18
Beverages
Black tea 80.5-134.9 Instant coffee 146-151
Green tea 117.3 Ground coffee 52.5-57.0
Red wines
Argentine 1593-1637 Japanese 1810-2151
French 1847-2600 Spanish 1869
Italian 3314-4177
White wines
Argentine 216 Japanese 295-556
Italian 439-854 Spanish 292
Rose wines
Italian 1304 Japanese 340
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Table 2 shows demonstrates that the highest amounts of phenolic contents were
found in apple (296.3 mg/100g), mint (399.8 mg/100g), orange (339 mg/100g),
instant coffee (146-151 mg/100g) and Italian red wine (3314-4177) among the list
of all currently reviewed fruits, vegetables, commercial fruit juices, beverages and
wines, respectively.

HEALTH POTENTIAL OF PHENOLIC COMPOUNDS

The consumption of dietary Phenolic compounds depends upon the liking and
eating practices of individuals. The average dietary intake of polyphenols per per-
son approximately is 1 gram. Phenolic compounds show their activities in vitro as
antioxidants and found active against many diseases like cancer, cardiovascular
diseases [55]. It has been investigated that oral administration of orange peel,
caffeine and black tea extracts are effective in reduction of body weight gain and
formation of adipose tissues. A study has also shown the reduction of synergistic
effect on antioxidant activity by using the combination of four fruits such as ap-
ple, orange, grapes and blueberry [46].

Polymethoxyflavones being important components of orange peel are found
effective as anti-inflammatory, anti-carcinogenic, anti-viral, anti-oxidant, anti-
-thrombogenic and anti-athrogenic agents. It was investigated that hydroxyty-
rosol-a key component of olive oil had a good potential to reduce the coronary
heart disease and atherosclerosis by itself. Soy comprises isoflavones which are
effective against chronic diseases including different kinds of cancer, osteopo-
rosis, cardiovascular ailments and menopausal symptoms. Isoflavones are also
effective to reduce allergic rhinitis [15, 26, 38, 45]. Numerous plants i.e. grapes,
pistachio, peanuts and berry fruits have phenolic compounds which are beneficial
in neurological disorders and type 2 diabetes [29].

Revertrol has been proved to be supportive in reduction of body weight at hi-
gher given doses and also showed cardio protective effects. It helps in reduction of
fats by inhibiting adipogenesis and increasing the rate of apoptosis in adipocytes
which affect the gene expressions to moderate mitochondrial functions [42].

CONCLUSIONS

Phenolic antioxidants from plants in human diet are natural antioxidants
which have an aromatic ring containing one or more hydroxyl groups at different
positions of the ring. The number of hydroxyl groups and their positions determi-
ne the potential of phenolic compounds as antioxidants. The valuable sources of
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phenolic antioxidants are fruits, vegetables, beverages, by-product and waste from
agriculture. The health benefits such as anti-inflammation, anti-infection, anti-can-
cer and anti-proliferation are usually attributed to the type of pleotropic bio-chains
present in them. The phenolic components in the investigated plant materials (rose-
mary extract, basil extract, laurel extract, cumin extract, ginger extract, extra virgin
olive oil, high bush, low bush, cranberry, strawberry, high bush blue berry, low bush
blue berry, wild mulberry, black plum skin, rough lettuce, red cabbage, wheat, date,
rice kernel, rice bran, honey, red wine, white wine, green tea extract) were found in
the range of 0.25-147 mg/g with the exceptionally higher value reported for basil
extract (147 mg/g) and the lowest value (0.25 mg/g) for white wine. The highest
amounts of phenolic contents were found in apple (296.3 mg/100g), mint (399.8
mg/100g), orange (339 mg/100g), instant coffee (146-151 mg/100g) and Italian red
wine (3314-4177) among the list of all currently reviewed fruits, vegetables, com-
mercial fruit juices, beverages and wines, respectively.
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Summary: Moringa oleifera is regarded as a multipurpose plant. It is an excellent source of nu-
trients, natural energy booster and a nature’s medicine cabinet. This plant contains numerous im-
portant compounds e.g., glucose, rhamnose, glucosinolates, isothiocyanates, methionine, cysteine,
tryptophan, phenylalanine, lysine, histidine, isoleucine, leucine, valine, alanine, threonine, glycine,
glutamic acid and aspartic acid. It is used a food in many countries because it is rich in important
nutrients including vitamins (A, B and K), minerals (K, Ca, Zn, Fe, P). It is leaves are comparable
to milk and eggs in protein contents. The plant is an affordable source of vital nutrients and can be
used to treat malnutrition. M. oleifera shows antimicrobial, hepatoprotective, cholesterol lowering,
antidiabetic, antispasmodic, antiulcer, antitumor, antihypertensive, anti-inflammatory, antioxidant,
antipyretic and diuretic potential. The plant is highly beneficial to treat depression, malnutrition,
general weakness, osteoporosis, pregnancy, diabetes, lactation, semen deficiency, scurvy, psoriasis,
hysteria, abnormal blood pressure, fever, eye and ear infections, cough, conjunctivitis, glandular
issues, blood impurities, catarrh, bronchitis, anxiety, blackheads, skin infections, anemia, hysteria,
pimples, shortness of breath, scouring, dementia, sore throat, sprains and tuberculosis. The plant is
also used to cure neurological disorders, musculoskeletal disorders, cancer, cholera, chest conges-
tions, asthma, headache, swellings, cough, diarrhea, blood pressure abnormality, pains in joints,
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pimps, respiratory disorder, pimple, seizures, intestinal worms, breastfeeding, diabetes and hyper-
tension. M. oleifera an an excellent source of antioxidants especially the leaves are a wealthy supply
of antioxidant compounds.

Keywords: Moringa oleifera, phytochemicals, nutrients; malnutrition, diseases, multipurpose

INTRODUCTION

Plants serve as sources of food and form the basis of obtaining numerous
unlimited medicinal and nutritional products. The plants like rice, cereals, whe-
at or corn are the main sources of human food and they fulfill nearly 60% food
requirements of the world [24]. Moringa oleifera is a nutritious vegetable tree,
which finds a broad range of uses and has its origin from the Northern part of
the India. This plant is commonly familiar as Moringa, Drumstick and Horsera-
dish (in English), as Moringa oleifera (in Latin), Sahjan (in Hindi), Surajana (in
Punjabi), Swejan or Sajiwan (in Nepali), Sojne danta (Bengali) and Surajana (in
Sanskrit). Moringa is not only important for human and animals but it also finds
numerous industrial applications. The leaves contain high protein content (27%).
In the 1980s, Moringa oleifera was grown as a herb for treating HIV in Uganda. In
Pakistan, India, Afghanistan and Bangladesh it used in folk medicine. Drumstick
is referred as a “miracle tree” or “wonder tree” [23]. It is a well-known multi-pur-
pose tree having nutritious pod and poisonous free flowers and leaves. It finds
applications as a good source of food, animal feed, cosmetic oils, medicines and
water coagulants [49]. The oil (yield = 30-40% w/w) of Moringa seed is commer-
cially called “Ben” or “Behen” oil due to the presence of high content of behenic
acid. This oil meets with most of the required conditions of biodiesel standards of
Europe, United States of America and Germany. So MO has been recognized an
industrial crop for sustainable biodiesel production in many countries [57]. The
roots, leaves, seeds, stem-bark, root-bark and pods have therapeutic properties.
The close flowers are used as a vegetable in food and making tea which gives
sufficient quantity of the potassium in addition to calcium [25]. Drumstick is erra-
tically label as a “Miracle Tree”, which means God’s Gift to Man, “Tree of Life”,
Savior of poor, Mother’s Best Friend. In several areas of Africa, it is usually used
for the self-medication by the patient which are affected by hypertension, diabetes
and HIV/AIDS [34].

Plants have been widely studied owing to their nutritional and medicinal va-
lue [42, 43, 44, 45]. There are recently greater investigations on M. oleifera since
its every part possesses beneficial properties [36]. Current studies carried out to
review the phytochemical composition, nutritional value and pharmacological im-
portance of Moringa oleifera.
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PHYTOCHEMICAL COMPOSITION

Drumstick tree is rich in the compounds especially common sugar, rhamno-
se, glucosinolate, isocytosinate etc. Its stem bark is comprised of two alkaloids
namely moringinine and moringine [3]. The leaves are comprised of zinc (Zn), so-
dium (Na), iron (Fe), calcium (Ca), potassium (K), copper (Cu), manganese (Mn)
and magnesium (Mg) [48]. Phytochemicals analysis of the leaves have shown
the existence of tannins, anthocyanin, cardiac glycoside, carotenoid, terpenoids,
saponins, steroids, alkaloids, flavonoid and anthraquinone in ethanolic as well as
aqueous extracts. However, the ethanolic extract is comprised of lower amounts
of phytochemicals than the aqueous extract as shown by quantitative analysis.
The aqueous extract was found to contain higher amounts of alkaloids (3.07 +
0.00), anthraquinone (11.68 + 0.04), carotenoids (1.16 £ 0.05), steroids (3.21 +
0.00), cardiac glycoside (0.36 + 0.03), terpenoids (4.84 &+ 0.05) and tannins (9.36
+ 0.04) while the ethanolic extracts possessed excessive saponins (1.46 + 0.03) in
addition to flavonoid (3.56 + 0.03) all in g/100g [47]. The stem and leaves tissues
of M. oleifera were found to contain a total of 32 metabolites out of which 22
metabolites were present in both the stem and leave tissues. The glutamine, tryp-
tophan and glutamate were present only in stem tissues while p-cresol, tyrosine,
guanosine, adenosine and 4-aminobutyrate were found only in leaf tissues [31].
The purified whole-gum exudate of M. oleifera shows the presence of D-gluco-
se (9.37), D-xylose (2.93), L-rhamnose (6.15), L-arabinose (43.50), D-mannose
(3.0) and D-galactose (34.00%) whereas the degraded gum was found to contain
L-glucose (23.2), L-mannose (6-O) and L-galactose (70.4%) [5].

Moringa leaves demonstrate an energy value of 1440 Kcal/100g and contain
an appreciable amount of crbohydrates (63.11%), crude proteins (17.01%), ash
(7.93%), fatty acid (1.69%), crude fat (2.11%) and crude fibre (7.09%). The leaves
also contain essential minerals including copper (6.10ppm), manganese (81.65ppm),
phosphorous (30.15ppm), zinc (60.06 ppm), iron (107.48 ppm), sodium (192.95
ppm), potassium (0.97%), magnesium (0.38%) and calcium (1.91%) [48].

The ethanolic extracts of leaves, seeds and flowers, of M. oleifera were inve-
stigated. The flowers have shown the presence of Dodecanal, Decanoic acid,
Sipo, Ocenol, Satol, Oleol, cis-9—Octadecen-1-ol and 9-Octadecen-1-ol. Seeds
contain majorly the 9-Octadecenoic acid, Veridiflorol and Roridin E. The leaves
were comprised of 15 components especially Safflower oil, Hi-oleic safflower oil,
2,6-Dimethyl-1,7-octadiene-3-ol, 4-Hexadecen-6-yne, 2-hexanone, 3-cyclohexy-
liden-4-ethyl-E2-dodecenylacetate, hexadecanoic acid, palmitic acid ethyl ester
and ethyl palmitate [46]. In another studies, the leaves have also been reported to
contain alanine, aspartic acids, valine, glycine glutamic acids, threonines, leucines,
methionines, cysteines, tryptophans, phenylalanines, lysines, histidine, isoleucines
while the flowers have shown the presence of Kaempferol-3-rutinoside 34 while
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B-sitosterone, B-sitosterol, octacosonoic acid, vanillin and 4-hydroxy mellein were

investigated in the steam [55]. There are also reports that seeds have several ami-

no acids, 4-(a-L-rhamnosyloxy)benzyl isothiocyanate and moringyne [20]. Benzyl
isothiocyanate was reported in the Moringa roots. The antimicrobil activity of plant
against bacteria (both gram positive and gram negative) is owed to the presence of

pterygospermin and spirochin components of the plant. Figure 1 displays the struc-

tures of some phytoconstituents isolated from M. oleiferea [36].

The acid hydrolysis of the Moringa gum gives aldotriouronic acid and is cha-
racterized as O-(B-D-glucopyranosyluronic acid) (1—6)-p-D-galactopyranosy-

1,(1—6)-D-galactose [55].
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NUTRITIONAL IMPORTANCE

M. oleifera is familiar as a natural energy booster and an excellent source of
nutrition [22]. It is rich in nutritional ingredients like calcium, phosphorus, iron,
vitamins (A,B and C), potassium, carotene and acts as an excellent source of natural
antioxidants such as flavonoids, ascorbic acids, phenolics as well as carotenoids [2,
53]. Moringa leaves contain more quantity of the calcium, iron, vitamin A, potas-
sium and vitamin C as compared to that of milk, spinach, carrots, bananas and oran-
ges, respectively. The protein content in leaves is comparable to that present in milk
and eggs [12]. Vitamin A provides defense against eye and skin diseases, ailments
of heart, ailments of gastro-intestine and extra problems related to health; vitamin
C enhances immunity against flu and cold; calcium gives strength to bone and teeth
and prevents from osteoporosis; vitamin K is necessary for the proper functioning
of proteins and brain [30; 41]. M. oleifera contains the highest amounts of vitamin
C, vitamin E, iron and B-carotene when compared with other 3 species (stenopetala,
peregrine and drouhardii) of Moringa while its protein content was second highest
(highest was that of stenopetala) among the said species [15]. Each part of Moringa
oleifera is safe to eat [25] as a food especially its tuberous roots, which show higher
resistance to the arid and drought conditions. The immature flowers, pods or leaves
of Moringa tree are useful for the cooking purposes in various parts of the world
[32]. The plant is an affordable source of vital nutrients as well as nutraceuticals and
can be used to eliminate malnutrition and hunger [57].

Asian people use flower, pods and young leaves of M. oleifera as a vegetable in
their diet. Each part of this plant is re-newable source of phenolic compounds, y-to-
copherols, protein, vitamin C, B-carotene, sulfur containing amino acids, cysteine
and methionine [14]. The fruit, immature pods, flowers and leaves of M. Oleifera
serve as an excellent nutrititional vegetable in many countries including Pakistan,
Africa, Hawaii, India and Philippines [40]. Vitamins “A” is present in fresh leaves
of this plant and plays important role in the numerous physiological actions such as
the, visions, reproduction, growth of embryo, developments, competences of immu-
ne system, cell explosion, cell differentiations and apoptosis [28]. The leaves of M.
Oleifera are edible and excellent sources of nutrition for the all aged people. They
are used to make salads and soups and also cooked and eaten like spinach. They
contain essential, disease preventing nutrients and are rich source of vitamins (A, B,
C), minerals (especially iron) and sulphur-containing amino acids cystine and me-
thionine. The leaves consist of a well-balanced quantity of the amino acids (building
blocks of proteins) which is unusual for a plant source [37].

The leaves serve as an excellent boon to people who are unable to obtain
protein from meat or other sources. The presence of histidine and argentine com-
ponents makes M. Oleifera a fantastic source of proteins for infants who could not
make enough proteins according to the requirement of their growth [33].
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The dried leaves of M. Oleifera contain even higher percentage of micro-
-nutrients including vitamin A (10 ten times than carrots), calcium (17 times than
milk), potassium (15 times as than bananas), iron (25 times than spinach) and pro-
teins (9 times than yogurt) [29, 33]. It is better to dry the leaves in shade (which
retains 50-70% vitamin A) as compared to direct sunlight which retains 20-40%
vitamin A). Moreover, the proteins of leaves may be broken down under the in-
fluence of high temperature [54]. The clean dried powder of Moringa leaves can
reabsorb humidity during or after grinding so it should be placed at 50 °C for 30
minutes in order to lower its moisture content. The powder can be stored upto 6
months below 24°C in air-tight containers in the absence of light and humidity.
Moringa is effective to combat malnutrition, particularly in nursing women and
infants. For children aged 1-3, one rounded tablespoon (8 g of powder) is suffi-
cient to satisfy nearly all the vitamin A needs, 23% of the iron, 40% of the calcium
and 14% of the protein. A woman’s daily calcium and iron requirements during
breast-feeding or pregnancy are can be fulfilled by 6 rounded spoonful of leaf po-
wder. Moringa was recommended as a natural nutrition for the tropics especially
by 3 NGOs (non-governmental organizations) namely Educational Concerns for
Hunger Organization, Church World Service and Trees for Life. This plant is full
of leaves even at the end of a dry season when there is scarcity of other foods. The
leaves of M. Oleifera can be eaten fresh or cooked. Moreover, they can be stored
as dried powder without refrigeration for many months while their nutritional
value is not lost. They also find applications in food fortification [16, 37]. The
spoonful addition of the powder into the vegetables, soups and baby food can add
the nutritional value without changing the taste. The powder also finds usage in
place of fresh leaves to produce lead sauces, or its few spoonful can be added to
other sauces just before serving. The taste of the sauce is not significantly chan-
ged by adding a small amount of this powder. Hence, there is always availability
of Moringa leaves for good nutritional intake on regular basis [16]. The plant
has very low demand of water and soil nutrients for its growth so it can easily be
grown. The leaves have great commercial potential as they can be incorporated
in common food diet to alleviate the deficiency of micronutrients and to prevent
from chronic degenerative disorders. Thus the leaves may not only be an excel-
lent source of income generation, employment and exports but they may also be
used to treat malnutrition in poor countries, as good alternatives to imported food
supplies [37]. There were investigations that the leaves of M. oleifera (from Lafia,
Nigeria) can act as good good supplements for better health and growth perfor-
mance of poultry [48].

Oxalate and oligosaccharides were investigated as the anti-nutrient factors in
the leaves of Moringa. Raffinose and stachyose were not present in mature leaves,
but present in seeds (22—98 mg/g dry weight) and in the young leaves (0— 14 mg/g
dry weight) [65]. In the developing nations, drumstick plant used as a food, alter-
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native to the imported foods supplements for treatment of malnutrition, especially
between nursing mothers as well as infants by the virtue of the chemical consti-
tuents [1]. The excessive used part in this tree is leaves mainly that were use for
the human’s diet and animal’s diet and use in the conventional medicine, which
used for treatment of animals. Leaves have high content of proteins, iron, calcium,
potassium, B-carotene, vitamins (relatively C and E), and in bioactive addition to
antioxidant compound for example glucosinolates, phenolic acids, flavonoid and
isothiocyanates, saponins and tannins. The special features of this plant make it
suitable for fighting against the malnutrition and it is used as medicinal plant in
the developing countries and underdeveloped countries [27]. Table 1 displays the
nutrient contents of mature Moringa leaves.

TABLE 1. Nutrient contents of mature Moringa leaves (100 g fresh weight) [65]

DM-Protein | Ascorbate Iron Carotene | Calcium Tocopherols
Species
(8) (mg)
Stenopetala | 24 5.8 | 400 54 13 711 18
Oleifera 24 5.7 | 249 9.2 15 638 25
Peregrine 21 2.9 | 264 5.6 5 458 28
Drouhardii | 29 5.0 | 388 8.7 11 745 14

PHARMACOLOGICAL VALUE

M. oleifera is a nature’s medicine cabinet [22]. Its roots, leaves, bark, flowers,
fruit of immature pods and seeds possess a number of therapeutic properties such
as antimicrobial, hepatoprotective, cholesterol lowering, antidiabetic, antispa-
smodic, antiulcer, antitumor, antihypertensive, anti-inflammatory, antioxidant,
antipyretic and diuretic potential. Moringa is highly beneficial in osteoporosis,
general weakness, malnutrition and depression [2]. Moringa was widely used in
traditional medicines for the treatment of hysteria, pimples, shortness of breath,
scouring, dementia, sore throat, sprains, tuberculosis [13], pregnancy, diabetes,
lactation, semen deficiency, scurvy, psoriasis, hysteria, abnormal blood pressure,
fever, eye and ear infections, cough, conjunctivitis, glandular issues, blood im-
purities, catarrh, bronchitis, anxiety, blackheads, skin infections and for anemia.
There are reports of uses of Moringa in ancient cultures due to its healing proper-
ties. Oil of Moringa finds an important value in cosmetics and use as a moisturizer
(for hairs and body) and skin conditioner. It has been used in skin preparations and
various ointments since Egyptian times [16, 38, 58].
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M. oleifera is also used to cure neurological disorders, musculoskeletal di-
sorders, cancer, cholera, chest congestions, asthma, headache, swellings, cough,
diarrhea, blood pressure abnormality, pains in joints, pimps, respiratory disorder,
pimple, seizures, intestinal worms, breastfeeding, diabetes and hypertension [60].
Plant can synthesize flavonoids as a response to the microbial infection. Eating
the flavonoids has shown protection against various chronic diseases related to-
oxidative stress, cancer and cardiovascular diseases. Leaf of this plant is a best
source of the flavonoids [62].

The medicinal value of Moringa owes to its antimicrobial, antioxidant, anti-in-
flammatory, antispasmodic and antitumor activities, which are described below:

ANTIMICROBIAL ACTIVITY

In vitro antimicrobial potential of leaves, seeds, bark and roots of M. oleifera
was tested against the bacteria, dermatophytes, yeast and helminths by disc-dif-
fusion method. Aqueous extracts of fresh leaf juice and seeds lowered the growth
of the Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. However, no action
were demonstrated against Candida albicans [7]. Antibacterial potential of plant
extracts against Vibrio cholera, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis is
also reported [63]. The existence of the 4-a-L-rhamnosyloxy benzyl isothiocy-
anates in root extract renders antimicrobial potential to the plant [11]. M. Oleifera
is also comprised of antibacterial principles e.g., pterygospermin and spirochin
which are active against gram negative as well as gram positive bacteria [9, 36].
Its roots and flowers are rich in pterygospermin (an antibiotic substance). The
flowers demonstrate both antibacterial and antifungal activities [8]. Seeds of this
plant express antibacterial potential due to the presence of benzyl isothiocyanate,
moringine and pterygospermin [21]. The bark extract of Moringa shows signi-
ficant antifungal activity [4]; the stem bark juice is active against bacteria e.g.,
Staphylococcus aureus [35]. The juice of M. oleifera fresh leaves is found to stop
the development of microorganisms (Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa) which are pathogenic to man [7].

ANTIOXIDANT ACTIVITY

Aqueous ethanolic (70 %) and methanolic (80 %) extracts of frozen dried
leaves display the radical scavenging as well as antioxidant activities. Drumstick
leaves are considered as a potential source of the natural antioxidants [22]. An-
tioxidants are of greater significance for the prevention of stress that may cau-
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se number of degenerative diseases. Relatively M.oleifera has complex profile
of flavonoids including malonylglucosides, rutinosides, glucosides, kaempferol
and traces of acetylglucosides of isorhamnetin and quercetin which are good an-
tioxidants [59]. Leaf and seed extracts demonstrate bio pesticide activity. Leaves
of this plant are a wealthy supply of antioxidant compounds [28]. Due to the
existence of numerous sorts of the antioxidants such as carotenoids, flavonoid,
phenolics, ascorbic acid, drumstick is able to extend the protection period in fo-
ods containing fats [39]. Regulation of thyroid hormone is possible with aqueous
leaf extracts, which involve the treatment of hyperthyroidism and demonstrate
antioxidant effects [50, 51].

ANTISPASMODIC AND ANTITUMOR ACTIVITY

Pharmacologically studies of Moringa leaves initiated that extract of etha-
nol and its constituent shows antispasmodic activity probably through calcium
channel blockages [10]. Moringa leaf juice shows stabilizing effects on the blood
pressures. The nitriles, thiocarbamates and glycosides of this plant are responsible
for lowering effect of the blood pressure. Its roots possess antispasmodic activity
and leaves of Moringa are the potential source of the anti-tumor activity [26].
Moringa is an effective anticancer plant due to the presence of a number of bioac-
tive compounds. The presence of bioactive compounds especially niazimicin and
thiocarbamates in leaves renders powerful anticancer activity to M. oleifera [19].
The different constituents of this plant show spasmolytic activity which supports
the conventional use of this plant in gastrointestinal motility disorders [18].

OTHER ACTIVITIES

Leaves of M. oleifera possess centrally opioid and peripherally non-opioid
anti-inflammatory and anti-nociceptive constituents. These studies also confirm
the traditional uses of drumstick for treatment of diseases related to inflammation
and pain. Strong analgesic activity was shown by alcoholic extracts of M.oleifera
which are equivalent to dose of aspirin (25 mg per kg of the body mass) [6]. Dru-
mstick leaves extracts or aqueous leaf extract showed anti ulcerogenic and anti-ul-
cer activity respectively demonstrate that antiulcer components dispersed exten-
sively throughout the plant. Roots also possess hepatoprotective activity [64].
Drumstick root extracts reduce carrageenan induced paw oedema to a comparable
degree. There were reports regarding the isolation of 1,3 dibenzyl urea and auran-
tiamide acetate from the roots of M. Oleifera. 1,3 dibenzyl urea showed conside-



330 M. KAMRAN ET AL.

rable inhibition of IL-2 and significant analgesic activity while aurantiamide ace-
tate exhibited significant inhibition of IL-2 and TNF-a. The results demonstrate
the analgesic and anti-inflammatory/anti-arthritic potential of M. Oleifera roots.
The ethyl acetate and aqueous leaves extract of dried leaf of drumstick possess si-
gnificant wound healing potential [52]. The presence of blood pressures lowering
constituents and decrease of lipid level has made this plant highly valuable for the
treatment of circulatory system disorders. The crude extract of drumstick leaves
have important cholesterol-lowering action in the serum of more fat diet [61].
Indian use leaves of this plant for herbal drugs as a hypocholesterolemic agent in
the overweight patients [17].

The alcoholic and aqueous extracts of flowers or roots of M. oleifera were sub-
jected to antihepatotoxic activity evaluations in paracetamol treated albino rats.
Liver function was assessed based on bilirubin, alkaline phosphatase (SALP), se-
rum levels of transaminase (SGPT, SGOT) and body weight ratio. All the extracts
were found to exhibit antihepatotoxic potential [56].

CONCLUSIONS

Moringa oleifera from monogeneric group (Moringaceae) of species is the
most extensively cultivated plant. Component of the tree contains numerous im-
portant mineral, addition to it moringa is superior source of the vitamins, B-caro-
tene, protein, phenolics along with various amino acids. M.oleifera is very helpful
to overcome the malnutrition, mainly in nursing mothers as well as infants due to
the existence of high amount of essential nutritional composition. Moringa leaf
contains extra vitamin A vitamin C and calcium than that of carrots, oranges and
milk, excess iron, and potassium than that of spinach and banana and proteins
quantity of Moringa leaves is superior to eggs and milks.
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INFORMACJE

INFORMACJA o dostepnosci pelnych artykulow publikowanych w PBK oraz
publikacji elektronicznej

Pelne wersje artykulow opublikowanych w ,,Postepach Biologii Komoérki” do 2017
roku sg dostgpne on line pod: http:/www.pbkom.eu/pl/pbk-publikacje. Artykuty opu-
blikowane w roku 2018, 2019 oraz 2020 sa podane w wersji skroconej, a zainteresowa-
na osoba moze uzyskac¢ darmowy dostep wylgcznie do streszczenia. Aby uzyskac peten
dostgp do prac z ostatnich dwoch lat nalezy dokonaé optaty w internetowym sklepie
dostepnym pod ww. adresem.

Artykuty przyjete do druku w ,,Postepach Biologii Komorki” w jezyku polskim
mogg by¢ umieszczone dodatkowo w jezyku angielskim w wersji elektronicznej ,,Po-
stepow” (Advances in Cell Biology) po przystaniu w ciggu miesigca do Redakcji angiel-
skiego tlumaczenia tekstu. Ta wersja ,,Postepow” jest indeksowana w AGROS.

Przygotowanie publikacji do umieszczenia jej w Advances in Cell Biology (ACB):

1. Prace przyjeta do ,,Postepdw Biologii Komorki” Autor moze umiesci¢ na potce
MetaPress w j. angielskim. Dostep do tej wersji pracy jest bezplatny iwiele osob
korzysta z tej wersji. Szczegolnie artykuly przegladowe, a takie publikuja ,,Postepy”,
sa bardzo cenione, gdy sg dostepne bez dodatkowych optat

2. Tytul pracy, streszczenie oraz bibliografia pozostaja takie same jak w wersji
polskiej. Tres§¢ pracy wj. angielskim Autor przygotowuje tak, aby odpowiadalo to
wersji w j. polskim. Ilustracje kolorowe sg mile widziane nawet, gdy w wersji polskiej
byty czarno/biate

3. Przettumaczong przez Autora wersj¢ pracy: tekst (ryciny —oddzielnie) nalezy wystaé
poczta e-mailowg do prof Michata Nowickiego na adres: mnowicki@ump.edu.pl

4. Prof Nowicki wysyta ten tekst do odpowiedniego korektora j. angielskiego.
Korektor jezykowy powinien w ciggu 1-2 tyg. odesta¢ poprawiony tekst prof Nowickiemu,
ktoéry bedzie prosi¢ Autora o akceptacje korekty

5. Poprawiony tekst po akceptacji Autora prof Nowicki przekazuje do sktadu a na-
stepnie jest umieszczany na stronie Advances in Cell Biology

6. Autor nie ponosi kosztow korekty j. angielskiego ani publikacji rycin kolorowych,
jak tez wersji artykutu w j. angielskim

Dotychczas opublikowane w tej wersji artykuty sa dostgpne pod adresem:
http://www.degruyter.com/printahead/j/acb
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Warunki otrzymywania czasopisma

— zlozenie zamowienia: faxem, poczta itp.
— jednoczesne dokonanie wptaty na konto:

Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej w Poznaniu
Nr konta w BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
— po otrzymaniu wptaty wystawiamy fakture VAT.

W sytuacji, kiedy wptata nastapi w trakcie trwania prenumeraty, wysytamy wszystkie
zeszyty (numery) czasopisma, ktore ukazaty si¢ w okresie objgtym prenumeratg.

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna
Redakcja przyjmuje optate prenumeraty na rok 2020 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ
ul. Swiccickiego 6, 60-781 Poznan; tel. (61) 854-64-58, fax. (61) 854-64-40
email: zpodemsk@ump.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNE]
ul. Swiecickiego 6, 60-781 Poznan; BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
Cena prenumeraty rocznika wynosi na rok 2020
dla instytucji (bibliotek) 230 zt + 8% VAT
dla odbiorcow indywidualnych 83 zt + 8% VAT

Subscription orders for POSTEPY BIOLOGIT KOMORKI for 2020

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Swiecickiego str. 6, 60-781 Poznan/Poland

+48 61 854-64-58, fax. +48 61 854-64-40, email: zpodemsk@ump.edu.pl

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNE]
Swiecickiego str. 6, 60-781 Poznan/Poland, BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
Price per year 80 dollars USA or 55 euro

Cennik dla Autor6éw rycin i druku w 2020 r.

publikacja pracy str. druku (ponad 15)

1 str.
Cena zt 1500,00 50,00

Do ceny nalezy doliczy¢ 8% VAT.



INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI (PBK) drukuja artykuty przegladowe w jezyku polskim lub angielskim z zakresu najnowszych

osiagnigc biologii komorki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cistos¢ podawanych infor-

macji. Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i embriolo-
gicznym oraz Stownikiem Biologii Komorki PAU 2008. Artykuty drukowane w PBK bez zgody redakcji nie moga by¢ publikowane

w innych periodykach.

POSTEPY BIOLOGIT KOMORKI zamieszczaja:

1)  artykuly przegladowe nie przekraczajace 5000 stow (do sumy tej nie wlicza si¢ strony tytulowej, streszczenia, po-
dzigkowan, tabel wraz z opisami, opisow rycin oraz literatury) i do 100 pozycji bibliograficznych ze szczegolnym
uwzglednieniem ostatnich 5 lat;

2)  doniesienia z ostatniej chwili nie przekraczajace 1500 stow z maksymalnie 10 pozycjami bibliograficznymi z ostatnie-
go roku (liczac od daty wystania do redakcji);

3)  listy do redakcji (do 350 stow).

Wszystkie artykuly, wylacznie w wersji elektronicznej, nalezy kierowa¢ na adres mailowy mnowicki@ump.edu.pl

Sposob przygotowania artykutow:

1. list przewodni — kierowany przez autora prowadzacego korespondencj¢ do kolegium redakcyjnego Postepow Biologii Ko-
morki musi zawiera¢

i.  informacje, ze artykul, jak dotad, nie zostat opublikowany w innym czasopi$mie (z wyjatkiem streszczenia), jak

i nie zostal wystany do innego czasopisma celem rozwazenia mozliwosci jego publikacji

ii.  o$wiadczenie autora zajmujacego si¢ korespondencja, ze wszyscy wspolautorzy zapoznali si¢ z treScig artykulu
i zaakceptowali jego tres¢

iii.  o$wiadczenie o wystgpowaniu lub braku konfliktu interesoéw autora/autoréw artykutu

iv.  przedstawienie zakresu pracy (ang. contribution) wlozonego przez kazdego z autorow artykutu w przygotowanie
manuskryptu

v. o$wiadczenie, ze artykut po przyjeciu do druku w PBK przechodzi na wtasnos¢ Fundacji Biologii Komérki i Bio-
logii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakceji

2. strona tytutowa musi zawiera¢ tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona i nazwiska autorow z afiliacja, liczbg stow
znajdujacych si¢ w artykule (z zastrzezeniami podanymi wyzej), liczbg tabel i rycin, stowa kluczowe (3 — 5 stow zgodnych
z Medical Subject Headings), skrot tytutu pracy (maks. 40 znakow), informacj¢ o finansowaniu artykutu oraz dane autora
prowadzacego korespondencj¢ (adres pocztowy, e-mail, numer telefonu oraz numer faxu)

3. streszczenie artykutu w jezyku polskim i angielskim — maksymalnie 300 stow

w tytule i streszczeniu mozna wprowadzaé jedynie powszechnie przyjete skroty (np. DNA)

5. zasadniczy tekst (Times New Roman 12 pkt., odstgp 1,5 wiersza) nalezy podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdzialy (nalezy przyja¢ nastgpujacy sposob numeracji rozdziatéw i podrozdziatow: 1, 1.1, 1.1.1, 1.1.2 itd.)

6.  ostateczna wersja tekstu powinna by¢ zapisane w formacie doc. lub docx.

tabele wraz z opisami nalezy umieszcza¢ na koncu artykutu; jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI;

8. ryciny i schematy nalezy zapamigtywa¢ w formacie tiff. lub jpg. w jako$ci minimum 300 dpi; w przypadku publikowania
mikrofotografii nalezy zamieszczaé¢ na nich podziatke (scale bar); warto$¢ podziatki nalezy poda¢ w opisie mikrofotografii;
jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych zrodel, a zamieszcza si¢ je w niezmienionej formie, nalezy poda¢ skad zostaty
zaczerpnigte 1 dotaczy¢ zgodg autora i wydawnictwa na ich reprodukceje;

9. objasnienia i podpisy rycin, zdj¢¢ i w tabelach powinny by¢ podane w j. polskim i angielskim

10.  sposob przygotowania literatury: skroty nazw czasopism podawac¢ nalezy wedtug Index Medicus; cytowanie literatury w tek-
$cie — z zastosowaniem nawiasu kwadratowego (np. [5]); spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastgpujacego
wzoru:

[1] BEN-CHETRIT E, CHAN EK, SULLIVAN KF, TAN EM. A 52-kD protein is a novel component of the SS-A/Ro antige-

nic particle. J Exp Med 1988; 167: 1560-1571.

[2] BEUTLER B. Toll-like receptors and their place in immunology. Nature 2004; 430: 498-518.

[3] ELSTON CW. Grading of invasive carcinoma of the breast. In Page DL and Anderson TJ eds. Diagnostic histopathology

of the breast. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1987;300-311.

Odplatnos¢ (kwoty brutto)

1. opfata za wydrukowanie artykutu nieprzekraczajacego 15 stron druku — 1500 zt

2. strona druku (powyzej 15) — dodatkowo 50 zt za jedng strong

Skierowanie pracy do PBK celem rozwazenia mozliwosci jej publikacji jest tozsame z akceptacja przez autorow pracy regulaminu

przyjmowania, oceny i publikowania artykutow naukowych w tym czasopismie.

Poprawiona po recenzji wersj¢ pracy nalezy zwroci¢ do redakeji maksymalnie w ciagu 30 dni. Redakcja zrezygnuje z publikacji

maszynopisu, ktorego autorzy do 30 dni od chwili otrzymania recenzji nie odpowiedza na list redaktora.

Autor zobowigzany jest do wykonywania korekty autorskiej i zwrocenia jej w ciagu 48 godzin do redakeji. Koszty spowodowane

wigkszymi zmianami tekstu, wprowadzanymi w korekcie autorskiej poza poprawkami blgdow drukarskich, ponosi autor. Redakcja

zastrzega sobie prawo dokonywania skrotow i zmian w manuskrypcie.

b

N

Po zaksiggowaniu kwoty zwigzanej z publikacjg artykutu w Postepach Biologii Komorki na koncie fundacji wszyscy autorzy otrzy-
muja 1 egzemplarz zeszytu PBK z opublikowana praca oraz plik PDF zawierajacy opracowany przez redakcj¢ manuskrypt (wydru-
kowane zeszyty oraz plik PDF sa wysylane odpowiednio na adres pocztowy oraz e-mail autora zajmujacego si¢ korespondencja).
Autorzy moga rowniez zamowic¢ wigksza liczb¢ wydrukowanych reprintdw swojej pracy, a ich koszt bedzie podany do wiadomosci
autorow na stosownym druku zamowienia.
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