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Badania, prowadzone w kierowanym przeze mnie zespole w okresie
wykorzystywania srodkéw Subsydium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej byty, z
jednej strony rozwijaniem tematyki realizowanej poprzednio, a z drugiej strony
pozwolity na rozwiniecie nowych kierunkow badan. Ogdlnie mdwigc, wszystkie
badania byty zwigzane z genetyka molekularng. Obiektami badan byty zaréwno
bakterie i bakteriofagi (kontynuacja wczesniejszych badan), jak tez organizmy
eukariotyczne (nowe projekty), w tym nalezy zaznaczy¢ rozpoczecie badah z
zakresu genetyki cztowieka.

Ponizej przedstawione sg wybrane tematy badawcze spos$rdd kilkunastu
projektéw aktualnie realizowanych w zespole oraz omdéwione najwazniejsze wyniki

tych badan.
1. Regulacja replikacji DNA bakteriofaga lambda

Regulacja replikacji materiatu genetycznego jest procesem niezwykle istotnym
w zyciu kazdego organizmu. Kazda komérka musi kontrolowac¢ ten proces w taki
spos6b, aby obie komorki potomne otrzymaty jak najwierniejsze kopie genomu
macierzystego. Pasozyty wewnatrzkomoérkowe, takie jak wirusy, ktére wykorzystujg
w duzym stopniu mechanizmy komoérek gospodarza do namnazania sie, muszag
bardzo wydajnie produkowaé kopie swojego materialu genetycznego, aby w
stosunkowo krotkim czasie wydac¢ jak najliczniejsze potomstwo. W badaniach
mechanizmdéw regulacji replikacji DNA postugujemy sie w naszym laboratorium
modelem bakteriofaga A. Dlaczego wybraliSmy ten wiasnie model badawczy?
Ostatnio spotyka sie gtosy, ze o tym bakteriofagu wiadomo juz prawie wszystko,
zatem po co dalej prowadzi¢ nad nim badania? Stwierdzenie, ze obecnie wiemy
prawie wszystko o jakimkolwiek organizmie, czy nawet pojedynczym procesie
biologicznym jest dalekie od stanu faktycznego. Duza porcja zgromadzonej przez
lata wiedzy na temat jakiego$ organizmu wydaje sie raczej jego zaletg niz wadg w



badaniach, gdzie zamierza sie pozna¢ mechanizmy regulacyjne z bardzo duzg
doktadno$cia. Faktycznie, niewiele jest tak dobrze poznanych modeli badawczych
jak bakteriofag A, co uznac¢ trzeba za duzg zalete tego wirusa, w przypadku badan
zmierzajacych do poznania wyrafinowanych proceséw regulacyjnych na poziomie
molekularnym.

Bakteriofag A odegrat kluczowa role w rozwoju biologii molekularnej. Badania
nad tym wirusem dostarczyty podstawowych wiadomosci o regulacji i przebiegu
takich proceséw, jak na przyktad inicjacja transkrypcji, antyterminacja transkrypcii,
inicjacja replikacji DNA, funkcjonowanie biatek szoku termicznego, ogdlna
I miejscowo-specyficzna rekombinacja DNA, tworzenie sie wielobiatkowych
i nukleoproteinowych komplekséw czy kontrola rozwoju na etapie wyboru
alternatywnych drég rozwojowych. Mimo obecnego stanu zaawansowania badan
genetycznych i biochemicznych nad znacznie bardziej skomplikowanymi
organizmami, wigcznie z cztowiekiem, bakteriofag A, byé moze dla niektérych
niespodziewanie, nadal odgrywa niezwykle wazng role w poznawaniu szczegotow
podstawowych proceséw biologicznych zachodzacych na poziomie molekularnym.
Znakomite przyktady popierajace to twierdzenie mozna znalezé w artykutach
przegladowych opublikowanych w ostatnich latach. Szczegdlnie jednak praca
autorstwa Friedman’a i Court'a (2001) [16] pokazuje dobitnie, ze badania
prowadzone w oparciu o bakteriofaga A mogg w dalszym ciggu przynies¢ rezultaty na
najwyzszym $swiatowym poziomie i 0 ogélnobiologicznym znaczeniu. Znamienny jest
takze tytut tego artykutu (w wolnym ttumaczeniu): ,,Bakteriofag A: zyje, ma sie dobrze
i robi swoje”.

Wydaje sie, ze badania nad bakteriofagami zyskujg takze nowy wymiar. Po
pierwsze, w dobie genomiki, sg to jedyne organizmy, ktore jako modele badawcze
umozliwiajg z odpowiednig doktadnoscig analize poréwnawczg catych genomow
(Brussow H. i Hendrix, 2002). Po drugie, wobec coraz wyrazniejszego kryzysu
w terapii antybiotykowej, spowodowanego pojawianiem sie bardzo licznych
szczepbw bakteryjnych opornych na antybiotyki, coraz wiecej pisze sie o powrocie
do koncepciji terapii bakteriofagowej, czyli uzywaniu bakteriofagow jako $rodkow
antybakteryjnych w medycynie (Sulakvelidze i wsp., 2001). Niestety, niedostatek
wynikow badan podstawowych opdznia znacznie prace nad terapig bakteriofagowa.

Tak dobrze zbadane fagi jak A sg raczej wyjatkiem niz reguta, jesli chodzi o poznanie



procesow zyciowych bakteriofagow. Stgd prace w tym zakresie nabierajg coraz
wiekszego znaczenia. Okazuje sie ponadto, ze bakteriofagi moga stanowic
znakomite systemy modelowe do testowania antywirusowej terapii genowej
(Lindemann i wsp., 2002). Bakteriofagi to nie tylko potencjalne ,lekarstwa” w terapii
choréb bakteryjnych, ale takze zagrozenie w procesach biotechnologicznych.
Zakazenia kultur bakteryjnych w olbrzymich bioreaktorach moga doprowadzi¢ do
ogromnych strat natury ekonomicznej. Badania nad fagiem A jako modelem moga
by¢ uzyteczne w niwelowaniu efektow zakazenia hodowli bakteryjnych
bakteriofagami. Nie mozna zapominaé¢ o niedawno odkrytym fakcie, ze wiele toksyn
bakteryjnych, jak chociazby toksyny Shiga czy toksyna cholery, sa kodowane
w obrebie profagéw znajdujacych sie w genomach patogennych bakterii. Co wiecej,
wiele z nich to profagi lambdoidalne. Zatem doktadne poznanie molekularnych
postaw regulacji proces6w zwigzanych z rozwojem fagéw lambdoidalnych moze
mie¢ ogromne znaczenie w medycynie. Jesli chodzi o praktyczne wykorzystanie
bakteriofaga A, to nie spos6b nie wspomnie¢ o licznych wektorach bakteriofagowych
wykorzystywanych w inzynierii genetycznej, ktérych konstrukcja byta mozliwa
wytacznie dzieki znajomosci budowy i funkcji genomu faga A. Poznanie podstaw
mechanizméw regulacji replikacji DNA faga A pozwolito na stworzenie plazmidowego
wektora do klonowania, ktérego liczbe kopii w komoérkach E. coli mozna dowolnie
regulowa¢ w zakresie od 1 do okoto 100. Wreszcie warto wspomnie¢ o systemie
stuzacym do wykrywania mutacji w organizmach ssakéw, opartym na elementach
genetycznych bakteriofaga A.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze bakteriofag A jest nadal znakomitym
modelem badawczym, mogacym przyczyni¢ sie do uzyskania wynikow
o ogélnobiologicznym znaczeniu, a takze o znaczeniu praktycznym, szczegdlnie
w medycynie i biotechnologii.

Materiat genetyczny zawarty w gtéwce wirionu A stanowi liniowa dwuniciowa
czgsteczka DNA, z dwunastonukleotydowymi niesparowanymi koncami. Po
wniknieciu DNA bakteriofaga A do komorki E. coli nastepuje cyrkularyzacja tej
czagsteczki. We wczesnej fazie rozwoju litycznego replikacja DNA tego wirusa
rozpoczyna sie w miejscu oril i przebiega wedtug modelu 6 (,z kétka w kétko”),
w ktorym potomne nici DNA syntetyzowane sg z reguty w obydwu kierunkach od
miejsca origin. Po kilku (zwykle pieciu lub szesciu) rundach replikacji wczesnej (okoto



15 minut po infekcji w optymalnych warunkach wzrostu komorki gospodarza)
nastepuje przejscie do replikacji wedtug modelu ¢ (,toczacego sie kota”). W jej
wyniku powstajg konkatameryczne struktury DNA ztozone z wielu jednostkowych
genoméw A, ktore nastepnie moga byé pakowane do potomnych, wczesniej
uformowanych gtowek fagowych.

Oto pytania, ktére do niedawna pozostawaty bez odpowiedzi: (i) jak dochodzi
do przejscia replikacji z modelu 6 do replikacji zachodzacej wedtug modelu o, (ii)
w jaki sposOb proces ten jest regulowany oraz (iii) co jest sygnatem do
zapoczatkowania wydarzen, prowadzacych do tworzenia DNA gotowego do
pakowania do kapsydéw fagowych. Zaproponowano model przejscia od replikacji 6
do replikacji ¢ (Ryc. 1), ktéry jak dotad, cho¢ nie udowodniony bezposrednio, jest
powszechnie uznawany. Model ten zaktada, Ze replikacja ¢ jest poprzedzana jedng
rundg jednokierunkowej replikacji wedtug modelu 6, zainicjowanej w miejscu orik. Po
takiej rundzie nastepuje odsuniecie kohca 5 syntetyzowanej nici prowadzacej
(ciagtej) przez nowo tworzony koniec 3’ tejze nici. Jesli model ten jest stuszny, to
kluczowe pytanie dotyczyto mechanizmu zapoczatkowania jednokierunkowej

replikacji DNA A wedtug modelu 6.
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Ryc. 1. Model przejscia replikacji wczesnej (6) w pbézng (o) podczas rozwoju
bakteriofaga A (Dodson i wsp., 1986). Jedna runda jednokierunkowej replikacji typu 6
zainicjowanej w miejscu ori\ poprzedza odsuniecie konca 5’ (zaznaczonego kropka)
przez koniec 3’ nowosyntetyzowanej nici (grot strzatki). Dla uproszczenia schematu,
na rysunku zaznaczono tylko ni¢ rodzicielskg, na ktérej zachodzi synteza nici
wiodacej.

ori A

Aby wyttumaczyc¢ regulacje zmiany kierunkowosci replikacji inicjowanej z ori\

proponowano uprzednio rézne hipotezy. Pierwszy model, zaproponowany przez



zespdt Rogera McMackena (Learn i wsp., 1993) zostat opracowany na podstawie
badan prowadzonych in vitro. Sugerowat on, iz wigzanie biatka AO do oriA (czyli
utworzenie tzw. ,O-somu”) pozwala na powstanie aktywnych widetek replikacyjnych
na prawo od origin, natomiast posuwanie sie helikazy na lewo od miejsca origin jest
zablokowane. Dopiero transkrypcja przebiegajgca wzdtuz genu O i orih moze
destabilizowac¢ strukture ,O-somu”, pozwalajac na zajscie replikacji dwukierunkowe;.
Zatem transkrypcja rejonu origin miataby decydujacg role w stymulaciji
dwukierunkowej replikacji DNA faga A. Faktycznie, gdy przeprowadzano reakcje
replikacji DNA plazmidu A in vitro bez udziatu polimerazy RNA, obserwowano niemal
wytacznie replikacje jednokierunkowg (,w prawo” od origin). Dodanie do uktadu
polimerazy RNA oraz tréjfosforandéw rybonukleotyddow spowodowato pojawienie sie
znaczacej frakcji czasteczek DNA replikujacych sie dwukierunkowo (Learn i wsp.,
1993).

Drugi model, zaproponowany przez zespbét Macieja Zylicza i wsp. (1998),
opierat sie réwniez na badaniach przeprowadzonych iv vitro. Zgadzat sie on
z hipotezg, ze ,0O-som” moze stanowi¢ bariere na drodze widetek replikacyjnych
poruszajgcych sie w lewym kierunku od oriA, jednakze sugerowat jako punkt zwrotny
(w zniesieniu tej bariery i umozliwieniu ruchu widetek replikacyjnych w obydwu
kierunkach), degradacje biatka AO przeprowadzang przez proteaze ClpP/ClpX.
Wedtug tej hipotezy, chwilowe zaburzenia funkcji proteaz powodujg zahamowanie
degradacji biatka AO, co prowadzi do zablokowania ruchu widetek replikacyjnych
w jednym z kierunkoéw przez tkwigcy w orih ,O-som”. Prowadzi¢ to z kolei miato do
inicjacji jednokierunkowej replikacji typu 6, przechodzacej nastepnie w replikacje typu

O.

Oba powyzsze modele, mimo ze oparte na bardzo wyrafinowanych
i przeprowadzonych precyzyjnie badaniach in vitro okazaty sie niezgodne z wynikami
z badan in vivo. Badania przeprowadzone w naszym zespole wykazaty bowiem
istnienie stabilnej struktury kompleksu replikacyjnego A, kiory jest dziedziczony przez
jedng z dwoch potomnych kopii DNA po kazdej rundzie replikacji i nie ulega
destabilizacji, mimo zachodzacej transkrypcji w rejonie orix (Wegrzyn i Wegrzyn,

2001; Potrykus i wsp., 2002). Ponadto wykazalismy, ze zaréwno brak jak i nadmiar



proteazy ClpP/ClpX nie wptywa znaczaco na replikacje DNA bakteriofaga A

w komoérkach gospodarza (Szalewska i wsp., 1994).

Badania przeprowadzone przez nas in VivO sSugeruja, iz procesy
przegrupowania struktury preprimosomu ori\-AO-AP-DnaB, przy udziale biatek szoku
termicznego, DnaK, Dnad i GrpE oraz umieszczenia helikazy DnaB (uwolnionej od
blokujacego jej aktywnosé biatka AP) w odpowiednich miejscach w orientaciji
pozwalajgcej nastepnie na replikacje w dwoch kierunkach, sg powigzane z aktywacjg
transkrypcyjng ori\, zachodzacqg podczas transkrypcji inicjowanej z promotora pg
(Wegrzyn i Wegrzyn, 2001). W zwigzku z tym, mniej efektywna transkrypcja
z promotora pr mogtaby powodowaé¢ obnizenie poziomu aktywacji transkrypcyjnej
ori\, a to z kolei, powodowatoby zainstalowanie tylko jednego kompleksu helikazy
DnaB. Zdarzenia te prowadzityby do zainicjowania replikacji jednokierunkowe;.
Kluczowg role w tym procesie odgrywa bakteryjne biatko DnaA, ktoére pozytywnie
reguluje transkrypcje z promotora pr (Szalewska-Patasz i wsp., 1998; Glinkowska
i wsp., 2003). Zatem aktywnos¢ biatka DnaA jest niezbedna do czestego inicjowania
dwukierunkowej replikacji typu 6 z ori. w komoérkach E. coli. Zaproponowana przez
nas hipoteza, poparta licznymi doswiadczeniami z zastosowaniem licznych mutantéow
oraz technik mikroskopii elektronowej, analizy intermediatéw replikacyjnych po
dwukierunkowej elektroforezie agarozowej DNA oraz analizy znakowanych
produktéw replikacji DNA po ultrawirowaniu w gradiencie stezen chlorku cezu,
zaktada, iz po kilku rundach replikacji wedtug modelu dwukierunkowej 6 w komorce
pojawia sie wiele kopii genomu A (okoto 50 kopii po 5-6 rundach replikacyjnych).
Pojawienie sie wielu kopi genomu A, w powigzaniu z wystepowaniem duzej liczby
miejsc wigzacych DnaA w obrebie DNA A, powoduje wymiareczkowanie biatka DnaA
w komorce. Taka sytuacja moze prowadzic do mato wydajnej aktywacii
transkrypcyjnej orik, ktéra z kolei moze wystarcza¢c na zainicjowanie tylko
jednokierunkowej replikacji typu 6, ktéra nastepnie przechodzi w replikacje typu ¢
(Baranska i wsp., 2001, 2002).

2. Biologiczna rola luminescencji bakterii

Bioluminescencja, czyli wytwarzanie Swiatta przez zywe organizmy, jest

procesem rozpowszechnionym w przyrodzie. Do emisji $wiatta zdolne sg tak



r6znorodne organizmy jak bakterie, grzyby i zwierzeta (zarbwno bezkregowce jak
i kregowce). Podstawg wytwarzania $wiatta przez organizmy jest reakcja utleniania
zwigzku zwanego luceferyng (nalezy do grupy zwigzkéw o bardzo réznej budowie

chemicznej) przez enzym — lucyferaze.

Proces wytwarzania Swiatta przez bakterie pochtania do kilkunastu procent
energii komorkowej. W zwigzku z tym proces luminescencji musi mie¢ duze
znaczenie dla tych organizméw, gdyz w przeciwnym razie zostatby wyeliminowany
w drodze ewolucji jako niekorzystny energetycznie. Role wytwarzania $wiatta przez
zwierzeta mozna stosunkowo fatwo przypisa¢ komunikowaniu sie réznych osobnikow
tego samego gatunku, odstraszaniu lub myleniu napastnika czy tez zwabianiu ofiary.
Biologiczna rola luminescencji bakterii pozostawata przez dtugi czas nieznana.
Dotyczy to w szczegblnosci luminescencyjnych bakterii wolnozyjacych, chociaz nie
jest tez tatwo wyttumaczyc, jaka jest konkretna korzys¢ z emisji Swiatta dla bakterii,
zyjacych w symbiozie ze zwierzetami. Bakterie mogg emitowaé Swiatto, ale nie
potrafig odbiera¢ bodzcow Swietinych. Nie mozna tez zakiada¢ w tym przypadku

odstraszania napastnika ani zwabiania ofiary.

Rees i wsp. (1998) wysuneli hipoteze, ze enzymatyczny proces prowadzacy
do produkcji kwantéw Swiatta mogt ewoluowaé jako mechanizm detoksyfikacii
reaktywnych form tlenu. Faktycznie, uzyskane niedawno dane doswiadczalne
sugerujg, ze w pewnych warunkach aktywnos¢ lucyferazy w komdrkach Vibrio
harveyi (luminescencyjnej bakterii morskiej) pozwala na efektywniejszg neutralizacje
toksycznych metabolitdw, pojawiajagcych sie w wyniku stresu oksydacyjnego
(Szpilewska i wsp., 2003). Jednakze te same badania wskazaty, ze za te ochronng
role odpowiedzialna jest wytacznie lucyferaza, bez udziatu innych enzymoéow
koniecznych do efektywnej luminescencji, zatem wytwarzanie Swiatta jest w tym

przypadku zbedne.

Nowe $wiatto na problem biologicznej roli bioluminescencji bakterii rzucity
nasze badania, w ktorych izolowaliSmy mutanty V. harveyi po mutagenezie
transpozonowej. Otrzymalismy kolekcje mutantow niosacych transpozon w réznych
rejonach chromosomu. Doktadniejsza analiza fenotypdw tych mutantéw wykazata, ze
utrata zdolnosci do Swiecenia byta skorelowana z podwyzszong wrazliwoscig na
promieniowanie UV. Okazato sie, ze mutanty niezdolne do produkcji swiatta (i to

zaréwno te, ktére nie miaty aktywnej lucyferazy jak i te niosace defekt w innym genie,



niezbednym do produkcji substratu dla lucyferazy) majg obnizong zdolnos¢ do
naprawy DNA, gdy po naswietlaniu promieniami UV hodowano je w ciemnosci, ale
nie, gdy dalszg hodowle prowadzono przy dostepnie Swiatta widzialnego.
ZaproponowaliSmy zatem, ze bakterie luminescencyjne moga mieé¢ wewnetrzne
zrodto Swiatta, ktore stymuluje naprawe DNA dzieki aktywaciji fotoliazy (Czyz i wsp.,
2000). Hipoteze te poparty doswiadczenia, w ktérych do bakterii E. coli, naturalnie
niezdolnej do produkcji Swiatta, wprowadzilismy geny V. harveyi warunkujace
luminescencije. Zdolne do luminescenciji komérki E. coli okazaty sie znacznie bardziej
oporne na promieniowanie UV niz komorki dzikiego typu. Réznic tych nie
obserwowali§my w mutantach phr, niezdolnych do fotoreaktywacji z powodu braku

aktywnosci fotoliazy.

Wydaje sie, ze dla bakterii zyjacych w s$rodowisku morskim efektywna
naprawa DNA przez fotoreaktywacje moze mie¢ bardzo istotne znacznie. Bakterie te,
zyjac w toni wodnej na réznych gtebokosciach, majg bardzo utrudniony dostep do
Swiatta stonecznego. Wytworzenie wewnetrznego zrodta swiatta zapewnia aktywnosé

fotoliazy niezaleznie od warunkéw zewnetrznych.

W Swietle powyzszej hipotezy osobny problem stanowi regulacja efektywnosci
luminescencji przez zmyst gestosciowy. Jesli hipoteza o stymulacji fotoreaktywacji
przez bioluminescencje jest stuszna, to wydajna produkcja $wiatta powinna
zachodzi¢ niezaleznie od gestosci bakterii, przynajmniej w warunkach zagrozenia
komorki czynnikami mutagennymi. WykazaliSmy, ze geny kodujace biatka niezbedne
w procesie luminescenciji znajdujg sie pod negatywng kontrolg represora LexA, czyli
sg czescig regulonu SOS (Czyz i wsp., 2000). Wydajnos¢ luminescencji zwieksza sie
znacznie, nawet w hodowlach bakteryjnych o niewielkiej gestosci, po ich naswietlaniu
promieniami UV (Czyz i wsp., 2000). Mozna zatem sugerowaé, ze regulacja
luminescencji poprzez zmyst gestosciowy polega na przygotowaniu bakterii do
detoksyfikacji r6znych zwigzkéw i efektywnej naprawy DNA w warunkach duzego
zageszczenia komoérek, co zwykle wigze sie z pojawieniem sie w Srodowisku

zwiekszonego poziomu toksycznych metabolitéw i innych substancji mutagennych.

Jesli rolg luminescencji bakterii jest faktycznie stymulacja naprawy DNA, to
mozliwe statoby sie wyttumaczenie, w jaki sposdb doszto do powstania i wczesnej
ewolucji tego procesu. Problemem bowiem jest wyobrazenie sobie doboru
naturalnego, ktéry faworyzowatby komorki wytwarzajgce niewielkg ilosé Swiatta,



niewidzialnego jeszcze gotym okiem (Takiej intensywnosci swiatto mogty jedynie
emitowa¢ pierwsze organizmy, u ktérych pojawita sie aktywnos¢ lucyferazy). Ta
niewielka ilos¢ swiatta mogta jednak wystarcza¢ do stymulacji naprawy DNA. Warto
w tym miejscu zauwazy¢, ze zmodyfikowane genetycznie komorki E. coli wytwarzajg
Swiatto mierzalne w luminometrze, ale niewidzialne gotym okiem. PrzeprowadziliSmy
doswiadczenia, w ktérych zmieszano ze sobg hodowle komérek V. harveyi dzikiego
typu oraz mutantéw niezdolnych do luminescenciji, tak aby uzyskac¢ stosunek obu
typu komérek zblizony do 1:1. Nastepnie hodowle byty prowadzone w ciemnosci. W
tych warunkach, w okresie kilku dni, w hodowli zaczynaty dominowac nieswiecace
mutanty. Wystarczyta jednak niewielka codzienna dawka promieniowania UV, aby
sytuacja diametralnie sie odwrdcita — w takiej hodowli zdecydowanie dominowaty
bakterie luminescencyjne. Wyniki te sktonity nas do zaproponowania, ze stymulacja
naprawy DNA mogta by¢ napedem ewolucyjnym w rozwoju systemow
bioluminescencyjnych (Czyz i wsp., 2003).

3. Molekularne mechanizmy zmiennosci genetycznie uwarunkowanych choréb
czlowieka z grupy mukopolisacharydoz — potencjalne mozliwosci rokowania

przebiegu choroby i préb leczenia

Od niedawna, w kierowanym przeze mnie zespole rozpoczeliSmy prace nad
kilkoma projektami z zakresu genetyki cziowieka. Otwarcie tej nowej tematyki
badawczej byto mozliwe miedzy innymi dzieki $rodkom uzyskanym w ramach
Subsydium. Ponizej, przedstawiam jeden z tych tematéw, dotyczacy genetycznie
uwarunkowanych lizosomalnych choréb spichrzeniowych z grupy
mukopolisacharydoz.

Mukopolisacharydozy (w skrécie: MPS) sg rzadkimi chorobami genetycznymi,
dziedziczonymi w  sposob autosomalny recesywny (z  wyjatkiem
mukopolisacharydozy typu Il - MPS II, ktéra dziedziczy sie w sposbb sprzezony
z chromosomem X). Przyczyng kazdej z mukopolisacharydoz jest defekt swoistego
enzymu lizosomalnego, bioragcego udziat w degradacji mukopolisacharydéw.

Mukopolisacharydy, obecnie czeéciej nazywane glikozoaminoglikanami
(w skrécie GAG) sg zwigzkami chemicznymi produkowanymi przez wiekszosc¢ tkanek
w organizmach ssakéw. Odpowiedzialne sg one miedzy innymi za prawidtowg

strukture i funkcjonowanie tkanki tacznej, za odpowiednie komunikowanie sie



pomiedzy komodrkami (wilgczajgc w to udziat w przekazywaniu sygnatéw dzieki
wspomaganiu taczenia sie biatek sygnatowych z ich receptorami w btonach
komérkowych) i za mozliwosé prawidtowego przenikania réznych substancji do
tkanek. Wiekszos¢ glikozoaminoglikanéw wystepuje w postaci peptydoglikandéw. Sg
one zwigzane kowalencyjnie (zwykle poprzez reszte seryny) z odpowiednim
peptydem. W prawidtowej komérce zachodzi staty metabolizm glikozoaminoglikanéw,
tzn. synteza nowych i degradacja starszych czasteczek. Rozktad tych zwigzkéw
w komérkach odbywa sie w lizosomach przy udziale kilkunastu enzymoéw,
specyficznie kierowanych do tych organelli.

W przypadku braku lub znacznego obnizenia aktywnosci jednego z enzyméw
odpowiedzialnych za rozktad mukopolisacharydéw, nie sg one degradowane
i gromadzg sie w lizosomach oraz przestrzeni miedzykomorkowej. Niewydolnosé
aparatu lizosomalnego stymuluje wiele proceséw kompensacyjnych, po wyczerpaniu
ktérych zaburzeniu ulega ztozona funkcja i struktura komérki, prowadzac do jej
zniszczenia, a w nastepstwie tego do charakterystycznych objawéw klinicznych.
W patomechanizmie tych chorob kluczowe znaczenie majgq nie tylko mechaniczne
skutki spichrzania, ale réwniez efekt toksyczny i uszkadzajacy gromadzonych
zwigzkbw oraz cytokin. W zaleznosci od rodzaju brakujagcego enzymu
zaangazowanego w rozktad glikozoaminoglikanéw wyrdznia sie poszczegolne typy
i podtypy mukopolisacharydozy.

Gromadzenie sie mukopolisacharydéw w lizosomach powoduje stopniowe
uposledzenie funkcji komorek, tkanek i praktycznie wszystkich narzadéw. Choroby te
maja charakter postepujacy i sredni czas przezycia wynosi kilkanascie lat.
Specyficznym i trudno wyttumaczalnym problemem jest réznorodnos¢ objawow
chorobowych oraz przebiegu choroby u réznych osob. Dobrym przyktadem jest
mukopolisacharydoza typu | (MPS 1), gdzie obserwuje sie przypadki stosunkowo
tagodne, kiedy to chorzy mogg dozywac¢ nie tylko wieku dojrzatego, ale zy¢
kilkadziesiat lat, przy czym nie obserwuje sie zaburzen ze strony centralnego uktadu
nerwowego (tzw. forma MPS |-S, czyli choroba Scheie). Formy posrednie (MPS I-
H/S, choroba Hurler-Scheie), jak rowniez ciezkie przypadki, gdzie juz w wieku kilku
lat wystepuje znaczne uposledzenie funkcjonowania centralnego ukfadu nerwowego
i szybkie zmiany degeneracyjne w innych narzadach (MPS I-H, choroba Hurler)
prowadzg do bardzo wczesnej smierci. MPS | jest klasycznym przyktadem
r6znorodnosci przebiegu mukopolisacharydoz u réznych chorych, ale podobne



zjawiska zachodzg takze w przypadku pozostatych chordb z tej grupy (Neufeld
i Muenzer, 1995). Ta sama choroba moze przebiegac réznie u réznych oséb nie tylko
w zaleznosci od typu choroby, ale takze w obrebie tego samego typu MPS, czasem
nawet w obrebie jednej rodziny. W przypadku MPS | poczatkowo sadzono, ze
przebieg choroby uzalezniony jest bezposrednio od rodzaju mutacji w genie
kodujacym alfa-L-iduronidaze i ze najciezsza posta¢ MPS |-H zwigzana jest
z catkowitym brakiem aktywnos$ci tego enzymu. Im wyzsza jest aktywnosc resztkowa
enzymu, tym przebieg choroby moze by¢ lzejszy. Pdzniejsze badania nie
potwierdzity jednak tej, wydawatoby sie logicznej i bardzo prawdopodobnej hipotezy.
Okazato sie, ze bardzo czesto nie ma ewidentnego zwigzku miedzy postacig choroby
a obecnoscig konkretnej mutacji w genie kodujacym alfa-L-iduronidaze (gen IUDA),
jak tez z aktywnoscig tego enzymu w badanych tkankach. Dla przyktadu, opisano
klinicznie zdrowg osobe ze znacznym niedoborem alfa-L-iduronidazy (praca
przegladowa: Neufeld i Muenzer, 1995). Podobne doniesienia notowano takze
w badaniach nad probg optymalizacji metody diagnostyki prenatalnej. Natomiast
w fibroblastach wyizolowanych od jednego z chorych wykazujacych typowe objawy
choroby Hurler poziom aktywnosci alfa-L-iduronidazy byt kilkukrotnie wyzszy niz
uinnych chorych z fagodniejszym przebiegiem MPS I. W niektérych typach
mukopolisachrydoz (m. in. MPS | i MPS 1ll A) opisywano przypadki rodzenstwa,
gdzie wystepowaty te same zmutowane allele, a jednoczes$nie obserwowane byty
bardzo duze réznice w przebiegu chordb (praca przegladowa: Neufeld i Muenzer,
1995). Stanowi to trudnos¢ w przewidywaniu przebiegu choroby u danej osoby, a co
za tym idzie, w doborze odpowiedniego postepowania terapeutycznego.

Rokowanie przebiegu mukopolisacharydoz jest niezwykle istotne dla
postepowania klinicznego, gdyz, z jednej strony, chorzy nadajg sie do czestych
zabiegdbw chirurgicznych, a z drugiej, kazdy taki zabieg jest dla nich zagrozeniem
zycia. Rokowanie takie jest niezwykle trudne, a w zasadzie w wiekszosci przypadkdw
niemal niemozliwe, ze wzgledu na omoéwiony brak jednoznacznych zaleznosci
pomiedzy przebiegiem klinicznym choroby a typem mutacji i resztkowg aktywnoscig
danego enzymu. Do tej pory nie przedstawiono satysfakcjonujacego wyjasnienia
mechanizmu tej niezgodnosci. Nie ma tez potencjalnej metody umozliwiajacej
skuteczne rokowanie przebiegu mukopolisacharydoz na podstawie analiz
genetycznych lub biochemicznych.



Na podstawie analizy ogdélnego modelu genetycznej regulacji metabolizmu
gliokozoaminoglikanéw zaproponowalismy ostatnio (Wegrzyn i wsp., 2004), ze
0 przebiegu mukopolisacharydozy decyduje nie tylko kinetyka degradacji
glikozoaminoglikanéw w lizosomach (czyli poziom i aktywnos¢ hydrolaz za te
degradacje odpowiedzialnych), lecz takze kinetyka ich syntezy. Zatem rokowanie co
do przebiegu choroby powinno uwzglednia¢ nie tylko rodzaj mutacji oraz poziom
resztkowej aktywnosci danej hydrolazy, lecz takze poziom syntezy
glikozoaminoglikanéw. Hipoteza ta jest co prawda sprzeczna z panujgcym do
niedawna pogladem, ze synteza glikozoaminoglikanéw zachodzi w organizmie na
statym poziomie, ale istniejg przekonujace dowody eksperymentalne, ze proces ten
jest precyzyjnie regulowany w komérce. Wychodzac z zatozenia, ze poziom syntezy
tych zwigzkbw moze by¢ kluczowy dla przebiegu choroby, podjelismy proby
uzyskania potencjalnego leku, obnizajacego poziom syntezy mukopolisacharyddéw
w komérkach. UzyskaliSmy pierwsze zachecajace wyniki w hodowlach komorkowych.

CYTOWANA LITERATURA:

Baranska S., Gabig M, Wegrzyn A., Hernandez P., Schwartzman J.S., Helinski D., Wegrzyn G. (2001)
Regulation of the switch from bacteriophage A early (theta) to late (sigma) DNA replication mode.
Microbiology 147: 535-547

Baranska S., Konopa G., Wegrzyn G. (2002) Directionality of A plasmid DNA replication carried out by
the heritable replication complex. Nucleic Acids Res. 30: 1176-1181

Brussow H., Hendrix R. W. (2002) Phage genomics: small is beautiful. Cell 108: 13-16

Czyz A., Wrébel B., Wegrzyn G. (2000) Vibrio harveyi bioluminescence plays a role in stimulation of
DNA repair, Microbiology 146: 283-288

Czyz A., Plata K., Wegrzyn G. (2003) Stimulation of DNA repair as an evolutionary drive for bacterial
luminescence. Luminescence 18: 140-144

Dodson M., Echols H., Wickner S., Alfano C., Mensa-Wilmot K., Gomes B., LeBowitz J., Roberts J.D.,
McMacken R. (1986) Specialized nucleoprotein structures at the origin of replication of bacteriophage
A: localized unwinding of duplex DNA by a six protein reaction. Proc.Natl. Acad. Sci. USA 83: 7638-
7642

Friedman D. I., Court D. L. (2001) Bacteriophage lambda: alive and well and still ding its thing. Curr.
Opin. Microbiol. 4: 201-207

Glinkowska M., Majka J., Messer W., Wegrzyn G. (2003) The mechanism of regulation of
bacteriophage A pr promoter activity by Escherichia coli DnaA protein. J. Biol. Chem. 278: 22250-
22256.

Learn B., Karzai A.W., McMacken R. (1993) Trancription stimulates the establishment of bidirectional
A DNA replication in vitro. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 59: 389-402



Lindemann B. F., Klug C., Schwinhorst A. (2002) Evolution of bacteriophage in continuous culture: a
model system to test antiviral gene therapies for the emergence of phage escape mutants. J. Virol.
76: 5784-5792

Neufeld E. F., Muenzer J. (1995) The mucopolysaccharidoses. W: Scriver C. R., Beaudet E. L., Sly W.
S., Valle D. (Red.) The metabolic and molecular bases of inherited disease. New York: McGraw-Hill,
str. 2465

Potrykus K., Baranska S., Wegrzyn A., Wegrzyn G. (2002) Composition of the A plasmid heritable
replication complex. Biochem. J. 364: 857-862

Rees J-P., De Wergifosse B., Noiset O., Dubuisson M., Jansens B., Thompson E. M. (1998) The
origins of marine bioluminescence: turning oxygen defense mechanisms into deep-sea communication
tools, J. Exp. Biol. 201: 1211-1221

Sulakvelidze A., Alavidze, Z., Morris Jr. J. G. (2001) Bacteriophage therapy. Antimicrob. Agents
Chemother. 45: 649-659

Szalewska A., Wegrzyn G., Taylor K. (1994) Neither absence nor excess of AO initiator — digesting
ClpXP protease affects A plasmid or phage replication in Escherichia coli. Mol. Microbiol. 13: 469-474

Szalewska-Patasz A., Wegrzyn A., Btaszczak A., Taylor K., Wegrzyn G. (1998) DnaA-stimulated
transcriptional activation of orik: Escherichia coli RNA polymerase B subunit as a transcriptional
activator contact site. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 4241-4246

Szpilewska H., Czyz A., Wegrzyn G. (2003) Experimental evidence for the physiological role of
bacterial luciferase in the protection of cells against oxidative stress. Curr. Microbiol. 47: 379-382

Wegrzyn A., Wegrzyn G. (2001) Inheritance of the replication complex: a unique or common
phenomenon in the control of DNA replication? Arch. Microbiol. 175: 86-93

Wegrzyn G., Wegrzyn A., Tylki-Szymanska A. (2004) A general model for genetic regulation of
turnover of glycosaminoglycans suggests a possible procedure for prediction of severity and clinical
progress of mucopolysaccharidoses. Med. Hypoth. 62: 986-992

Zylicz M., Liberek K., Wawrzynéw A., Geogropoulos C. (1998) Formation of the preprimosome
protects A O from RNA transcription-dependent proteolysis by ClpP/ClpX. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95: 15259-15263



