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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Programowana $mier¢ komérki (PCD) jest fizjologicznym procesem, w ktérym zainfekowane lub
niepotrzebne komdrki, dzieki zdolnosci do samobdjczej Smierci, moga by¢ selektywnie eliminowane.
W indukgji oraz hamowaniu tego procesu istotna role odgrywaja biatka pro- i antyapoptotyczne.

W artykule scharakteryzowano inhibitor Bax -1 (BI-1) oraz jego cytoochronng role w regula-
cji proceséw komdrkowych. Przedstawiono przeglad badan, w ktérych wykazano, ze: 1) BI-1
jest matym (u cztowieka 36 kDA, 237-aminokwasowym) biatkiem i ma u zwierzat 6, a u roélin
7 a-helikalnych transbtonowych domen, 2) BI-1 ulega ekspresji w wiekszo$ci tkanek u wszyst-
kich organizméw, a jego poziom zalezy od stanu funkcjonalnego komdrki i zaangazowania
w rozwdj czy reakcje na stresy biotyczne i abiotyczne, 3) BI-1 tworzy pH-zalezny kanat Ca?*
umozliwiajacy uwolnienie tych jondw z ER, 4) cytoochronne dziatanie BI-1 wymaga calego,
niezmienionego C-korica, 5) BI-1 moze wchodzi¢ w bezposrednig interakcje z licznymi innymi
biatkami. Biatko BI-1 wptywa na liczne procesy komérkowe, w tym: przeciwdziata stresowi
ER, oksydacyjnemu, utracie komdrkowej homeostazy Ca*, wptywa tez na metabolizm sfin-
golipidéw, proces autofagii, polimeryzacje aktyny, aktywno$¢ lizosomdw, a takze proliferacje
komérek. Badania mechanizmu dziatania BI-1 umozliwia szersze jego wykorzystanie w terapii
u ludzi i w zwiekszeniu tolerancji ro$lin uprawnych na stresy §rodowiskowe.

apoptoza - Bax inhibitor (BI-1) - homeostaza Ca?* - programowana $mier¢ komérek (PCD) - retikulum
endoplazmatyczne (ER) - stres oksydacyjny

Summary

Programmed cell death (PCD) is a physiological process in which infected or unnecessary cells
due to their suicidal death capability can be selectively eliminated. Pro- and antiapoptotic
proteins play an important role in the induction or inhibition of this process.

Presented article shows property of Bax-1 (BI-1) inhibitor which is one of the conservative
protein associated with the endoplasmic reticulum (ER) as well as its cytoprotective role in
the regulation of cellular processes. It was shown that: 1) BI-1 is a small protein consisting of
237 amino acids (human protein - 36 kDa) and has 6 (in animals) and 7 (in plants) a-helical
transmembrane domains, 2) BI-1 is expressed in all organisms and in most tissues, moreover
its level depends on the functional condition of cells and it is involved in the development or
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reaction to biotic and abiotic stresses, 3) BI-1 forms a pH-dependent Ca? channel enabling
release of these ions from the ER, 4) cytoprotective effects of BI-1 requires a whole, unchanged
C-terminus, 5) BI-1 can interact directly with numerous other proteins, BI-1 protein affects
numerous cellular processes, including: counteracting ER stress, oxidative stress, loss of cellular
Ca?" homeostasis as well as this protein influences on sphingolipid metabolism, autophagy,
actin polymerization, lysosomal activity and cell proliferation. Studies of BI-1 functions will
allow understanding the mechanisms of anticancer therapy or increases the knowledge of
crop tolerance to environmental stresses.

Keywords: apoptosis - Bax inhibitor 1 (BI-1) - Ca** homeostasis - endoplasmic reticulum (ER) - oxidative stress -
programmed cell death
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Wykaz skrotow: aa - aminokwas (amino acid), ABP - biatka wigzace aktyne (actin binding proteins), AIF - czynnik

indukcji apoptozy (apoptosis inducing factor}, Akt — kinaza biatkowa B (protein kinase B), AP2
- biatko aktywatorowe 2 (activatorprotein 2), APX - peroksydaza askorbinianowa (ascorbate
peroxidase), ATF6 — czynnik transkrypcyjny (activating transcription factor 6), BH — domena
homologii (Bcl-2 homology), BI-1 — inhibitor — 1 Bax (Bax Inhibitor-1), CaM - kalmodulina (cal-
modulin), ¢b5 - cytochrom b5 (cytochrome b5), Cdk - kinaza cyklinozalezna (cyclin-dependent
kinase), Cdk2, Cdk4 - kinaza cyklinozalezna 2 i 4 (cyclin-dependent kinases 2 and 4), CPB - biatko
wigzace Ca?* (Ca?*-binding protein), CYP83A1 - cytochrom P450 83A1 (cytochrome P450 83A1),
endo G - endonukleaza G (endonuclease G), ER - retikulum endoplazmatyczne (endoplasmic
reticulum), ERAD - biatko degradacji zwigzane z ER (ER associated degradation), ERK - kinaza
regulowana przez czynniki zewnatrzkomorkowe (extracellular-signal regulated kinase), FAH — hy-
droksylaza kwaséw ttuszczowych (fatty acid hydroxylase), FAK - kinaza biatkowa (focal adhesion
kinase), Fe-SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (superoxide dismutase), GA — aparat Golgiego
(Golgi apparatus), GFP - biatko zielonej fluorescencji (green floresence protein), GST - transfe-
raza s glutationowa (glutatione S-tranferase), HO-1 - oksygenaza hemowa (heme oxygenase-1),
HR - reakcja nadwrazliwosci (hypersensitive response), IAPs — biatka inhibitorowe apoptozy
(inhibitors of apoptosis proteins), IP, 1,4,5 - trifosforan inozytolu (inositol 1,4,5-trisphosphate),
IP,R -receptor 1,4,5 - trifosforan inozytolu (inositol 1,4,5-trisphosphate receptor), IRE1a - kinaza
serynowo-treoninowa (inositol-requiring enzyme 1a), JNK - kinaza fosforylujaca N-koniec czyn-
nika transkrypcyjnego Jun (Jun N-terminal kinase), LCB — zasady sfingoidowe (long-chain bases),
MAM - mikrodomeny (mitochondria-associated microdomains), MAPK - kinaza biatkowa akty-
wowana mitogenem (mitogen-activated protein kinase), MLO — gen opornosci (mildew locus O),
MMO - monooksygenaza mikrosomalna (microsomal monooxygenase), NFAT - jadrowy czynnik
aktywowanych komorek T (nuclear factor of activated T cells), NF-kB — czynnik transkrypcyjny kB
(nuclear factor-kB), NHE - wymieniacz sodowo-protonowy sodium hydrogen exchanger), NPR
- reduktaza NADPH:cytochrom P450 (NADPH-dependent cytochrome P450 oxidoreductase),
Nrf-2 - czynnik transkrypcyjny (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), ORF - otwarta ramka
odczytu (open reading frame), P450 — cytochrom P450 (cytochrome P450), PCD — programowana
Smier¢ komérki (programmed cell death), PERK - kinaza biakowa (protein kinase-like ER kinase),
PHGP - peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkéw fosfolipidow (phospholipid hydroperoxide
glutathione peroxidase), PR - biatko zwigzane z patogenezg (pathogenesis-related protein), PTP
- megakanat mitochondrialny (permeability transition pore), Rb - biatko siatkdwczaka, kodowane
przez gen supresorowy (retinoblastoma tumor suppressor protein), RNAi - interferencja RNA
(RNA interference), ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species), SERCA — Ca-ATP-aza
(sacroplasmic/endoplasmic reticulum Ca*-ATPase), siRNA — mate interferujace RNA (small inter-
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fering RNA), SLD - desaturaza A8 (sphingolipid A8 desaturase), Smac/DIABLO — mitochondrialny
czynnik 2 aktywujgcy kaspazy (second mitochondrial derived activator of caspase/direct IAP-bin-
ding protein with a low pl), SOCE - pojemnosciowy naptyw jonéw wapnia (store-operated Ca?*
entry), TEGT - inhibitor Bax 1 (testis enhanced gene transcript), TMBIM - rodzina integralnych
biatek btonowych (transmembrane BAX inhibitor motif containing), TMD — domena transbtonowa
(transmembrane domain), UPR - odpowiedz na biatka niesfatdowane (unfolded protein response),
VDAC - poryna (voltage dependent anion channe), VLCFA - bardzo dtugotaricuchowe kwasy
thuszczowe (very-long-chain fatty acid), XBP-1 - biatko wiazace kasete X1 (X-box-binding protein 1).

WSTEP

Programowana $mier¢ komérki (PCD - programmed cell
death) jest fizjologicznym procesem. Dzieki zdolnosci
komérek do samobéjczej $mierci moga by¢ selektywnie
eliminowane komérki zbedne i uszkodzone, pozwalajac
na utrzymanie fizjologicznej homeostazy organizméw
wielokomérkowych. U zwierzat i rolin PCD zachodzi
podczas calej ontogenezy, uczestniczy bowiem w histo-
genezie i formowaniu organéw (PCD zwigzana z roz-
wojem), a takze w adaptacji do warunkéw $rodowiska
i podczas reakcji na abiotyczny i biotyczny stres $ro-
dowiskowy. Podczas PCD nastepuje destrukcja sktadni-
kéw komérki przez syntetyzowane i/lub aktywowane
wewngtrzkomdrkowe hydrolazy.

U zwierzat i rolin opisano co najmniej kilka rodzajéw
PCD, z ktérych najlepiej poznana postacia jest wystepu-
jaca u ssakédw apoptoza [32]. Ogdlnie apoptoza jest defi-
niowana jako szlak zaleznego od kaspazy obumierania
komdrki. Podczas tego procesu nastepuje m.in. uszko-
dzenie struktury i funkcji mitochondriéw, kondensacja
i marginalizacja chromatyny w jadrze, fragmentacja DNA
z miedzynukleosomowym rozcinaniem DNA (tworzeniem
,drabinek” DNA), a jadro ulega fragmentacji. W korico-
wej cze$ci tego procesu (w fazie zniszczenia) nastepuje
fragmentacja komérki z tworzeniem tzw. ciatek apop-
totycznych, eliminowanych zazwyczaj przez monocyty
i makrofagi. Wprawdzie przebieg PCD u ro$lin w pewnych
aspektach jest podobny do PCD u zwierzat, to réznice
wynikajace z odmiennej drogi ewolucyjnej tych dwéch
krélestw - m.in. réznice w budowie komérek i brak homo-
logéw niektdrych biatek zaangazowanych w apoptoze
- powodujg, ze nie mozna nazwaé apoptozg zachodzacej
u roslin PCD [33]. PCD jest ztozonym, §ci$le genetycznie
regulowanym procesem wymagajacym ekspresji licznych
gendw. U zwierzat w regulacji indukcji i hamowania apop-
tozy istotng role pelnig anty- i proapoptotyczne biatka
rodziny Bcl-2. Biatka nalezace do tej rodziny zawieraja od
jednej do czterech krétkich domen BH (BH - Bcl-2 homo-
logy) [37]. W$rdd co najmniej 15 biatek nalezacych do tej
rodziny wyrézniono trzy podrodziny:

*  Bcl-2 o antyapoptotycznej roli (m.in. Bcl-2, Bcl-X,
Bcl-w, Mcl-1 i A1), ktérej biatka zawieraja cztery
domeny BH (1-4) i domene transbtonowg (TMD),
dzieki ktdérej moga sie umiejscawiaé w btonach,

+  Bax o proapoptotyczne funkcji (m.in. Bax, Bak
i Bok), ktére sg biatkami zawierajacymi trzy domeny
BH (1-3) i domene TMD oraz

+  ,BH3-only”, do ktérej naleza biatka proapopto-
tyczne (m.in. Bad, Bid, BNIP3 i BimL), majgce tylko
jedng domene BH i brak domeny TMD [23].

Podczas indukcji apoptozy aktywowane biatka BH3-
-only moga sie wigzal z proapoptotycznymi biatkami
podrodziny Bax (Bax i Bak), ktére wigzg sie z N-ter-
minalnym a-helikalnym segmentem VDAC (voltage
dependent anion channel), a to prowadzi do otwar-
cia kanatéw PTP (permeability transition pore). Przez
otwarte PTP z przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driéw do cytoplazmy uwalniany jest cytochrom c i inne
proapoptotyczne bialka, takie jak: endo G (endonucle-
ase G), AIF - apoptosis inducing factor, Smac/Diablo
(second mitochondrial derived activator of caspase/
direct IAP-binding protein with a low pI) (IAPs - inhi-
bitors of apoptosis proteins) i proteaza serynowa Omi/
HtrA2. Cytochrom ¢ w cytoplazmie wchodzi w sktad
apoptosomu, w ktérym zachodzi autoaktywacja pro-
kaspazy-9 [23]. Biatka antyapoptotyczne rodziny Bcl-2
moga zapobiegal otwieraniu kanatéw PTP dzieki bez-
posredniej hamujacej interakcji z biatkami proapopto-
tycznymi [23]. Obecno$¢ biatek rodziny Bcl-2 wykazano
tylko u Metazoa, natomiast genomy drozdzy i roélin nie
maja genédw kodujacych te biatka [2, 3]. Wprawdzie nie
zidentyfikowano jeszcze homologéw biatek nalezacych
do rodziny Bcl-2, istniejg jednak badania wskazujace
na wystepowanie u roélin biatek Bax- i Bcl-2-podob-
nych [25, A. Kobylifiska, £.. Balcerzak i M. Godlewski, nie-
publ.]. Genomy zwierzat i rolin zawieraja liczne geny
pro-PCD i nie mniej liczne geny anty-PCD. Obecno$¢
wielu réznych genéw o antyapoptotycznym dziataniu
wskazuje na ich istotna role w utrzymaniu zywotno-
$ci komdrki, a takze ze komérki moga wykorzystywaé
rézne mechanizmy przeciwdziatania PCD [25].

Jest istotne, ze chociaz drozdze nie syntetyzuja ani bia-
tek Bax, ani Bcl-2, to transformacja drozdzy genem
Bax ssakéw powoduje obumieranie ich komérek, nato-
miast ich kotransformacja genem Bcl-2 przeciwdziata
letalnemu dziataniu Bax. Podobne wyniki uzyskiwano
u Bax- i Bcl-2-transformowanych roélin (m.in. u tyto-
niu i Arabidopsis) [67, 84]. Przebieg procesu obumierania
komdrek u Bax-transformowanych roslin jest podobny do
PCD indukowanego przez inne czynniki, np. Bax indukuje
szybkie, HR-podobne (hypersensitive response) obumie-
ranie komoérek, tak jak u roélin zaatakowanych przez
patogeny [67, 110]. Tak wiec, wyniki uzyskane u transfor-
mowanych drozdzy i roslin wskazujg, ze biatka Bax i Bcl-2
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ssakéw u drozdzy i ro$lin, podobnie jak u zwierzat, moga
wplywaé na procesy prowadzace do obumierania komé-
rek i przeciwdzialajgce kierowaniu komdrek na $ciezke
PCD. Drozdze transformowane pro- i antyapoptotycz-
nymi genami ssakéw sg dogodnym modelem badawczym
do identyfikacji pro- i anty-PCD genéw zwierzat i ro$lin.
Funkcjonalny przesiew genéw z bibliotek cDNA réznych
organizméw i ocena wplywu ich ekspresji na zywotnosé
komérek drozdzy umozliwity wykrycie genéw zaanga-
zowanych w regulacje i przebieg PCD [33]. Stosujac takie
podejécie badawcze w bibliotekach cDNA ssakéw i innych
zwierzat, a takze u réznych gatunkéw roélin, zidentyfi-
kowano geny, ktérych ekspresja, tak jak Bax, powodo-
wala obumieranie komérek oraz geny przeciwdziatajace
indukcji PCD u Bax-transformowanych drozdzy [33]. Xu
i Reed [108], stosujac funkcjonalny przesiew biblioteki
cDNA czlowieka (a nastepnie ryzu i Arabidopsis) w droz-
dzach transformowanych genem Bax ssakéw, wykazali,
ze letalnemu dziataniu Bax moze przeciwdziataé biatko,
ktére nie nalezy do biatek rodziny Bcl-2 i ktére bezposred-
nio nie oddziatuje z Bax [108]. Autorzy nazwali to biatko
BAX inhibitor-1 (BI-1 - Bax inhibitor-1). Obecno$é biatka
BI-1 wykazano nastepnie u zwierzat, roélin, grzybdw
i innych organizméw (Tabela 1).

BUDOWA | WEASCIWOSCI BIALKA BI-1

Biatko, obecnie znane jako BI-1, zostato wczesniej ziden-
tyfikowane w jadrach myszy i szczuréw i nazwane TEGT
(testis enhanced gene transcript). Transkrypty TEGT
wykryto tez u innych kregowcéw (zaby, bydta i ludzi)
i w innych narzadach ($ledzionie, mézgu, watrobie, ner-
kach, grasicy, ptucach, jajnikach i sercu) [100]. Gen oraz
jego produkt BI-1, ktére po raz pierwszy zidentyfikowali
Xu i Reed [108], w odréznieniu od biatek rodziny Bcl-2,
zawierajacych tylko Metazoa, jest obecny u wszystkich
organizméw [17, 39, 46]. Niedawno zidentyfikowano
sze$¢ biatek o BI-1-podobnej budowie i aktywnosci,
ktére tworzg rodzine biatek TMBIM (transmembrane
BAX inhibitor motif containing) (1-6) i do ktérej jako
TMBIMS6 nalezy biatko BI-1 [115]. Wykazano, ze biatko
BI-1 jest umiejscowione w btonie ER oraz btonie aczacej
ER (endoplasmic reticulum) z otoczka jadrowa [10, 39,
108]. Po transformacji konstruktem BI-1:GFP (green flo-
resence protein) sygnat lokalizacji BI-1 obserwowano tez
w oczyszczonej frakcji btony komdrkowej [69], a takze
przegrodzie pierwotnej w komdrkach kultur komérko-
wych tytoniu (BY-2) [57].

CZASTECZKI BI-1

Biatko BI-1, u wszystkich badanych organizmdw, jest
malym integralnym biatkiem btonowym o masie cza-
steczkowej 25-27 kDa i sktadajagcym sie u ssakéw z okoto
237 reszt aminokwasowych [10, 46, 57, 108]. U wszystkich
organizméw biatka BI-1 maja nie tylko takie samo umiej-
scowienie w komdree, ale tez podobna topologie. U ssa-
kéw maja przewaznie 6, a u roélin 7 transbtonowych
domen o a-helikalnej konformacji, ktére umiejscawiaja
je w blonie oraz stosunkowo krétkie hydrofilowe kotice

NicC[10,46,108]. Wykazano, ze delecja C-kotica nie wplywa
na ich umiejscowienie w btonie [106]. Transbtonowe hydro-
fobowe domeny sa potaczone krétkimi regionami hydro-
filowymi poza blona. Analiza pierwszorzedowej struktury
czasteczki BI-1 u Triticum aestivam (TaBI-1) wykazala, ze
rozmieszczenie tych siedmiu transbtonowych regionéw
jest nastepujace: 36-58, 62-81, 88-110, 115-137, 144-163,
173-190 i 211-230 [102]. Stwierdzono tez mozliwo$¢ two-
rzenia na C-koticu dodatkowej hydrofobowej domeny
utworzonej przez powracajaca petle przypominajaca pod-
jednostke a kanaléw jonowych [39].

Powszechnie uwaza sie, ze koniec C jest umiejscowiony
od strony cytozolu [10, 17, 39], natomiast jest dyskuto-
wana lokalizacja N-kotica. Wskazywano na jego umiejsco-
wienie od strony $wiatta ER [10, 39], a takze, ze koniec
N uro$lin ma wewnetrzna, a u zwierzat cytozolowg loka-
lizacje [10]. Obecnie przewaza poglad, Ze oba korice (Ci N)
mogg by¢ umiejscowione od strony cytozolu [13, 39]. Na
cytozolowg lokalizacje C-kotica wskazuja badania prowa-
dzone m.in. na tytoniu transformowanym konstruktem
BI-1:GFP, w ktérych trawienie digitoning (ktéra przenika
przez PM, a nie przenika przez endomembrany) usuwa
sygnat GFP przytaczony do C-kofica BI-1 [56]. Mozliwo§¢
cytozolowej lokalizacji N-kotica sugeruja badania wigza-
nia BI-1 z biatkiem NleH, ktére po infekcji przez entero-
patogeniczng Escherichia coli jest wydzielane do komérki
zywiciela (np. Hela) i przeciwdziata obumieraniu jego
komdrek [38]. Biatko NleH przeciwdziala obumieraniu
komérek gospodarza tylko po zwigzaniu z koficem N jego
biatka BI-1. Po delecji tego korica nie byt tworzony kom-
pleks BI-1-NleH, a NleH nie hamowato aktywacji kaspazy
i nie przejawiato cytoochronnego dziatania. NleH jest
biatkiem cytozolowym, mogto sie wiec wiaza¢ z N-koti-
cem BI-1 od strony cytozolu.

Dla cytoochronnej funkcji biatka BI-1 jest niezbedny
caly niezmieniony koniec C, ktéry sktada sie z amino-
kwaséw polarnych (zasadowych - Lys i Arg i kwasnych
- Glui Asp), hamujacych PCD wywotang przez stres oksy-
dacyjny [57]. Wykazano, ze dla anty-PCD funkgcji BI-1
konieczna jest 9-aminokwasowa sekwencja EKDKKKEKK
obecna w koticu C, ktéra tworzy strukture coiled-coil [17].
Zastgpienie tych reszt resztami, ktére nie tworza struk-
tury coiled-coil pozbawiato takie BI-1 zdolnosci do
hamowania obumierania komdérki [57]. Takiej zdolno$ci
nie maja tez mutanty z delecjg kotica C (BI-1AC), a takze
mutanty, w ktérych 9 aminokwaséw korica C zamieniono
na alaniny (BI-1 C9A) [17]. Koniec C biatka BI-1 u réznych
organizméw wykazuje znaczne podobietistwo struktury
i funkcji, o czym $wiadcza badania, w ktérych koniec
C AtBI-1 (z Arabidopsis) zastapiono 9-aminokwasowym
koticem C BI-1 cztowieka (ryc. 1). Taki chimeryczny gen,
podobnie jak AtBI-1, hamowat obumieranie komdrek
drozdzy indukowane przez Bax [57]. C-koniec zawiera
tez miejsca wigzania réznych bialek, ktére moga uczest-
niczyé w cytoochronnej funkgji BI-1[17, 57, 111]. Korice
C biatek BI-1 u réznych organizmdéw wykazuja znaczng
identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej i funkgji, nato-
miast kotice N, ktére sg wyraznie dtuzsze od kotica
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Tabela 1. Biatka BI-1 u réznych organizmdw. Pordwnanie liczby reszt aminokwasowych (aa), identycznosc (ident.) i podobieristwa (podob.) sekwengji

aminokwasowych (aa), masy czasteczkowej (m.cz) i liczby domen transbtonowych (TMD). aBI-1 - BI-1 u zwierzat; mBI-1— BI-1 u ssakdw; pBI-1 - BI-1 u roslin

Organizm

Gen
/biatko

Liczba
aminokwasow

Identycznos¢ (podobierstwo)
sekwencji aminokwasow

M.c.kDa

™MD

Pismiennictwo

Kregowce

Homo sapiens

HsBI-1

237

—ident. z HsBI-1—90% (95% podob.);
—ident. zMmBI-1—92% (95%podob.);
—ident. z CeBI-1—21% (37% podob.),
—ident. z AtBI-1—29% (45% podob.);
— (podob. do HvBI-1—53%); 26
—ident. z PBI-1 - 29%;
—ident. z CpBI-1 - 35%;
—ident. z BsYet) — 35%;
— znaczna homologia z SsBI-1.

(22,24, 65, 67]

Rattus norvegicus

RnBI-1

236

—ident. z HsBI-1—90% (95% podob.);

(73]

Mus musculus

MmBI-1

237

—ident. z HsBI-1—92% (95% podob.).

(73]

Paralichthys olivaceus

PoBI-1

237

(22]

Bezkregowce

Drosophila melanogaster

DmBI-1

245

(22]

Procambarus clarkia

PcBI-1

[40]

Caenorhabditis elegans

CeBI-1

241

—ident. z HsBI-1—21% (37% podob.);

[73,115]

Hydra vulgaris

HvBI-1

— (podob. do HsBI — 145,5%).

Rosliny

Arabidopsis thaliana

AtBI-1

247

—ident. z HsBI-1—29% (45% podob.);

—ident. zmBI-1 - ~41%. 2

[11,73,75,80]

Brassica napus

BnBI-1

247

—ident. z pBI-1-73-95%;

—ident. zaBI-1—26-42%;
—ident. z AtBI-1—93%; 27,5
—ident. z OsBI-1 - 67%;

—ident. z HvBI-1— 66-68%.

[

Capsicum annuum

(aBI-1

248

—ident. z SIBI-1 - 92.8%;
—ident. z NtBI-1 - 88.1%;
—ident. z BoBI-1 - 81.6%;
—ident. z AtBI-1 - 81.6%.

[72]

Cucumis sativus

CsBI-1

250

—ident. z AtBI-1-77.7% (91% podob.);
—ident z pBI-1-69-77%.

(26]

Hordeum vulgare

HvBI-1

247

— (podob. do HsBI-1—53%);
—ident. z 0sBI-1— 98% (98% podob.); ~25
—ident. z AtBI-1-75%.

[65]

Nicotiana tabacum

NtBI-1

249

—ident. z pBI-1-73-95%;
—ident. zaBI-1-26-42%;
—ident. z AtBI-1-75%; 27,6
—ident z 0sBI-1 - 66-68%;
—iden. z HvBI-1 - 66—68%.

[9,11,22]

Oryza sativa

0sBI-1

248

—ident. zmBI-1- ~ 41,5%;

—ident. z AtBI-1 - 70,3%. 59

(80]

Triticum aestivum

TaBI-1

—ident. z CsBI-1—-37%;
—ident. z HvBI-1 - 97,6%;
—ident. z AtBI-1 - 66,7%.

62]

Zea mays

ImBI-1

253

—ident. z CsBI-1-69 %

62]

Grzyby

Saccharomyces cerevisiae

YnI305c¢

297

—ident. z pBI-1-26-28%

(22]
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Sclerotinia sclerotiorum SsBI-1 B zna(zlrglla_ :]?r:?];;lc;g;?gza:isﬂ;;\'NAtBl_1 i 6 73]
Jednokomorkowe Eukaryota
Plasmodium falciparum PfBI-1 —ident. z HsBI-1-29% [67]
Cryptosporidium parvum CpBI-1 —ident. zHsBI-1 - 35% [67]
Bakterie
Bacillus subtilis BsYet) —ident. zHsBI-1-35% 7 [24]
Escherichia coli YCCA — (podob. do aBI-1i pBI-1) [22,67]

C i u poszczegélnych organizméw moga sie réznié
sekwencja aminokwasows. Takie zréznicowanie suge-
ruje, ze koniec N moze nie uczestniczyé w cytoochronnej
funkcji biatka BI-1[10, 102]. Delecja N-korica nie miata tez
wplywu na anty-PCD dziatanie BI-1 [57].

0 wysokiej konserwatywno$ci biatka BI-1 §wiadczy nie
tylko identyfikacja tego biatka u réznych organizméw,
jego anty-PCD dziatanie u drozdzy kotransformowa-
nych genem Bax ssakéw wraz z genem BI-1 pochodza-
cych z réznych organizmdéw, ale takze efekt anty-PCD
uzyskiwany po transformacji genem BI-1 pochodza-
cym z innego gatunku zwierzecia lub rosliny, w tym
takze genéw z roélin w komérkach zwierzat i odwrot-
nie. Na przyktad okazato sie, ze BI-1 z Arabidopsis
(AtBI-1) moze przeciwdzialaé indukowanemu przez
Bax i H,0, obumieraniu komérek drozdzy, zwierzat
i ro$lin [18, 57]. Transformacja genem AtBI-1 moze
chronié¢ komérki w zawiesinowych kulturach tyto-
niu (BY-2) przed dziataniem H,0, i menadionu [57],
a w kulturach komérek ryzu przeciwdziata¢ HR
(hypersensitive response), indukowanej przez elicy-
tor $cian patogennego grzyba Magnaporthe grisea oraz
obumieraniu komdérek roélin indukowanemu przez
kwas salicylowy [83]. Nadekspresja TaBI-1 (z Triti-
cum aestivum) blokuje obumieranie komédrek Nicotiana
tabacum transformowanych genem Bax [102], nato-
miast transformacja ro$lin BI-1 z Solanum lycopersicum
(SIBI-1) i Capsicum annuum (CaBI-1) ma cytoochronne
dziatanie obserwowane w li§ciach i w kulturach komé-
rek tytoniu (BY-2), poddanych dziataniu stresom
abiotycznym (temperatury i zasolenia) 17 BI-1 z Nico-
tiana tabacum (NtBI-1) i Brassica napus (BnBI-1) moze
w ludzkich komérkach HEK293 przeciwdziataé apop-
tozie indukowanej przez Bax [10].

W przypadku komérek witékniakomiesaka HT1080
stwierdzono tez proapoptotyczne dziatanie AtBI-1,
ktéremu moze zapobiegaé kotransfekcja genem BI-1
cztowieka [111]. Sugeruje to, ze AtBI-1 moze powodo-
waé obumieranie komérek HT1080 przez kompetycje
z ludzkim BI-1. AtBI-1 ma 41% aminokwasowa identycz-
no$¢ z BI-1 ssakéw, jednak ich koniec karboksylowy jest
nieco dtuzszy niz u ssakéw [55].

BI-1 POWSZECHNIE OBECNE U ROZNYCH ORGANIZMOW

Obecno$¢ biatka BI-1 (i jego potencjalnych homologéw)
wykazano u licznych organizméw. Biatka te identyfiko-
wano na podstawie anty-PCD dziatania w funkcjonalnym
przesiewie bibliotek cDNA réznych gatunkéw organizméw
w drozdzach transformowanych genem Bax ssakéw. Dane
z pi$miennictwa wskazuja, ze obecno$¢ BI-1 wykryto u:

+  ssakéw: m.in. u czlowieka (Homo sapiens, HsBI-1),
myszy (Mus musculus, MmBI-1), szczura (Rattus
norvegicus, RnBI-1), a takze u $wini, owcy i bydta
oraz u innych kregowcéw: ryb halibuta (Paralichthys
olivaceus, PoBI-1), danio pregowatego (Danio rerio),
rozdymki (Takifugu obscurus, PfBI-1); zaby szponia-
stej (Xenopus laevis, XIBI-1);

+  bezkregowcédw: Drosophila melanogaster (DmBI-
1), raka luizjariskiego (Procambarus clarkii, PcBI-1)
i Hydra vulgaris (HvBI-1);

+  roélin, w tym u: Arabidopsis thaliana (AtBI-1), Brassica
napus (BnBI-1), Brassica oleracea (BoBI-1), Capsicum
annuum (CaBI-1), Cucumis sativus (CsBI-1), Hordeum
vulgare (HVBI-1), Nicotiana tabacum (NtBI-1), Oryza
sativa (OsBI-1), Ricinus communis (RcBI-1), Sorghum
bicolor (SbBI-1), Solanum lycopersicum (SIBI-1), Triti-
cum aestivum (TaBI-1) i Zea mays (ZmBI-1);

«  grzybéw: BI-1 zidentyfikowano u drozdzy pacz-
kujagcych (Saccharomyces cerevisiae, biatko Bxilp
(Ynl305c), pasozyta ludzi Emericella nidulans (Asper-
gillus nidulans) i pasozyta ro$lin Sclerotinia sclerotio-
rum (biatko ScBI-1);

«  bakterii, m.in. Escherichia coli (YCCA), Bacillus subtilis
(BsYetJ), Haemophilus influenzae, Pseudomonas aerugi-
nosa, P. fluorescence, P. syringae, Shigella flexneri i Sal-
monella typhimurium;

« sekwencje kodujgce BI-1-podobne do biatka
wykryto u wiruséw, m.in. ospy krowiej, wielbtada
i matp, cytomegalowiruséw ludzkich i szympansa
oraz wirusa opryszczki u ludzi.

Przeprowadzone analizy wykazaly, ze BI-1 w wieloko-
mdérkowych organizmach moze ulegaé powszechnej eks-
presji w komérkach catego organizmu, przy czym jego
poziom moze by¢ organo- i tkankowozalezny. Podwyz-
szony poziom mRNA i biatka BI-1 stwierdzano zazwy-
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 sativa 1 FEEFYETSSA YGAAASZ:‘H’G" B0
/?.thaliana - m—QSFFD SQPGSRHSE 53
Crlowiek 1 M- -NIFDRKINF BALIKESHIT ps- j 50
Szezur 1 p————— -NIFDRKINF BARIKFSHET BSTQOHLEFY ASFALCMFV m-'ﬁ'ﬂf 50
O. sativa 61 m"ﬁ’ IW‘-QSIM' L‘F‘EVF——‘.?FB 1'-'14"* 2 116
A thaliana 50 WH--IGSIEE TIGEIGTMIN LLSCE--PYE H) SLIKVATD 115
Czlowiek 51 THFIQAGLES ADSSLIIMIN EMATEHSHET mﬁﬁa BALEFCIAVN 110
Szezur 51 TRFIQAGLLS ALGALALMIC TEHSHET \J ParEBCIAIN 109
O. sativa 117 176
A. thaliana 116 175
Czowiek 111 169
Szczur 110 168
O. sativa 177 E 236
A. thaliana 1786 235
Czlowiek 170 E 219
Szczur 169 F 21R
O. sativa 237
A. thaliana 236
Czlowiek 220
Szczur 219

Ryc. 1. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej biatka BI-1u 0. sativa, A. thaliana, cztowieka i szczura; reszty identyczne sq zacienione, mysInik wskazuje przerwy

wprowadzone w celu maksymalnego wyréwnania (wg [80], zmodyfikowano)

czaj podczas organogenezy i starzenia, a wiec podczas
zwiekszonej umieralnosci komérek. U ssakéw analiza
RNA-blot wykazata ekspresje BI-1 m.in.: w sercu, mézgu,
tozysku, ptucach, watrobie, mie$niach szkieletowych,
nerce, trzustce i tozysku [108], u ryby rozdymki (Takifugu
obscurus) najwyzszy poziom biatka Pf-BI-1 wykryto we
krwi, mdzgu i skrzelach [22], a u raka luizjariskiego (Pro-
cambarus clarkii) transkrypty PcBI-1 wykryto w hemo-
cytach, sercu, watrobotrzustce, skrzelach, zotadku
i jelicie [26]. Poziom ekspresji biatka Bi-1 moze by¢
wyraznie zalezny od rozwoju, np. w jadrach byt najwyz-
szy w postmejotycznych spermatocytach, a w ptucach
byt skorelowany z wysokim stopniem apoptotycznego
obumierania komérek (szczegdlnie komdrek mezenchy-
matycznych) w okresie okotoporodowym [39].

Podobnie jak u zwierzat, u roslin geny BI-1 ulegaja
ekspresji w tkankach réznych narzadéw (lisciach,
korzeniach, todygach, kwiatach, owocach itd.). Poziom
ich ekspresji jest zazwyczaj podwyzszony podczas sta-
rzenia i w warunkach stresowych, co wskazuje na ich
dziatanie podczas kontroli fizjologicznego obumiera-
nia komérki i/lub reakcji na stres abiotyczny i atak
patogendw [4, 10, 17, 49, 83, 93, 103]. Poziom trans-
kryptu u Capsicum annuum (CaBI-1) byt znacznie wyz-
szy w todygach i korzeniach, co jest prawdopodobnie
zwiazane z réznicowaniem ksylemu w tych orga-
nach [49]. U pszenicy ekspresja TaBI-1 byla najwyzsza
w li§ciach, todygach i korzeniach, a najnizsza w preci-
kach i o$ciach owocéw [102].

GENY BI-1

Z genomowej analizy DNA-blot wynika, ze genomy ssa-
kéw i innych organizméw zawieraja zazwyczaj jeden
locus genu BI-1[10]. Dwa loci tego genu moze mieé Brassica
napus (BnBI-1) [10] i prawdopodobnie Capsicum annuum
(CaBI-1) [49]. U Arabidopsis, oprécz AtBI-1, zidentyfiko-
wano dwa pokrewne jego homologi (AtBI-2 i AtBI-3) [68].
U kilku gatunkéw ssakéw przeprowadzono mapowanie
chromosoméw i stwierdzono, ze gen BI-1 u szczura jest
umiejscowiony w chromosomie 7, u myszy w chromoso-
mie 15, u $wini w chromosomie 5, a u cztowieka w chro-
mosomie 12q12-q13 [61, 100].

Jean i wsp. [54], badajac proces transkrypcjii BI-1 u szczura,
wykazali, Ze gen RnBI-1 zawiera dwa rézne promotory
TATA-less (P11 P2) i transkrypty mogg mie¢ dwa alterna-
tywne miejsca poliadenylacji na koticu 3’. Transkrypty
genu BI-1 moga sie r6znié rozmiarami, jednak niezalez-
nie od promotora wykorzystanego podczas transkryp-
cji, syntetyzowane biatko jest identyczne, poniewaz
kodon start jest umiejscowiony w drugim eksonie. Eks-
presja z dystalnego promotora (P2) zachodzi powszech-
nie w organizmie, stwierdzono ja we wszystkich
badanych tkankach (ptucach, sercu, watrobie, nerkach,
$ledzionie i jadrach). Jest wiec regulowana rozwojowo,
natomiast z proksymalnego promotora (P1) jest swo-
ista dla jader. Ta tkankowozalezna ekspresja genu BI-1
moze byé spowodowana wigzaniem réznych czynni-
kéw transkrypcji: oba promotory maja miejsca wia-

687



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2019; tom 73: 681-702

zania dla NF-kB (nuclear factor-kB) i SP1, a tylko P1
zawiera miejsca wigzania dla AP2 (activating protein
2) i CAAT-NF1, natomiast P2 sekwencje wigzania ATF
i CAAT-CP2 [54].

U kilku gatunkéw roslin scharakteryzowano gen BI-1,
produkt transkrypcji i kodowane biatko. Gen BI-1 u Ara-
bidopsis (AtBI-1) zawiera pie¢ intronéw i sze$¢ eksondw.
U Brassica napus gen (BnBI-1) (caty klon cDNA) skfada sie
21010 bp, jego ORF (open reading frame) z 741-bp, ktéra
koduje 247-aminokwasowe biatko o m.cz. 27,5 kDa. Podob-
nie u Nicotiana tabacum gen NtBI-1 sktada sie z 1293 bp,
jego ORF zawiera 747-bp, ktéra koduje 249-aminokwa-
sowe biatko o m.cz. 27,6 kDa [10], a u Cucumis sativus gen
CsBI-1 ma ORF zawierajgcy 1142 bp (kodujgcy 250-amino-
kwasowe biatko), 42-bp 5’ region, ktéry nie ulega trans-
lacji i 347-bp 3’ nieulegajacy translacji region flankujacy
ORF [21]. U Capsicum annuum gen CaBI-1 zawiera 57-b 5’
region nieulegajacy translacji i nieulegajacy translacji
region 260-b 3, ktéry flankuje ORF kodujace 248-ami-
nokwasowe biatko [49]. Gen i transkrypt BI-1 scharakte-
ryzowano tez u zwierzat, np. u ryby rozdymki (Takifugu
obscurus) gen Pf-BI-1 (caly cDNA) zawiera 1387 bp, ktéry
obejmuje 5’-UTR - 82 bp, 3’-UTR - 591 bp i ORF - 714 bp
kodujacy 237-aminokwasowy polipeptyd [22].

Biatka BI-1 u réznych organizméw sg bardzo podobne;
w Tabeli 1 poréwnano biatka BI-1 u kregowcdéw, bezkre-
gowcéw, roélin, grzybéw, jednokomérkowych Eukaryota
i bakterii, a mianowicie: liczbe reszt aminokwasowych
tworzgcych czgsteczki, podobieristwo sekwencji (%),
masy molowe i liczbe domen transbtonowych. Z tego
zestawienia wynika, ze:

«  liczba reszt aminokwaséw, tworzacych czasteczke
jest mniejsza u ssakéw (zazwyczaj 237 aa), za$ wiek-
sza u bezkregowcéw (241-245 aa) i ro$lin (247-253
aa), a moze by¢ wyraznie wieksza u grzybdw,

+  identyczno$é/podobiefistwo sekwencji aminokwa-
sowej uleglo zmniejszeniu wraz ze zmniejszaniem
pokrewiefistwa miedzy taksonami i sg stosun-
kowo najnizsze u jednokomérkowych Eukaryota
w poréwnaniu z HsBI-1 i

+  BI-1 ssakéw i badanych grzybéw ma 6, a u roélin
zazwyczaj 7 domen transbtonowych.

Na pokrewietistwo biatek BI-1 u réznych organizméw
moze wskazaé drzewo filogenetyczne, w ktérym poréw-
nano aminokwasowe sekwencje catych czasteczek BI-1.
Rycina 2 przedstawia drzewo filogenetyczne obejmu-
jace BI-1 kilkunastu gatunkéw roélin oraz BI-1 czlowieka
(HsBI-1). Pokrewiefistwo miedzy HsBI-1 i BI-1 ro$lin jest
dalekie, a wiréd roélin widaé wyrazne grupowanie sie
ro$lin jednoliSciennych oraz roslin dwuli$ciennych, wéréd
ktérych blizej spokrewnione sg BI-1 w rodzinie Solonaceae
oraz BI-1 w rodzinie Brassicaceae [10, 21, 102]. Drzewo filo-
genetyczne biatek BI-1 odpowiada ewolucyjnej klasyfika-
cji organizméw. Biatka rodziny TMBIM tworzg zazwyczaj
homooligomery, chociaz odnotowano powstawanie hete-
rooligodimeréw TMBiM6 i TMBIM3 (ktére mogg tworzy¢
kompleksy TMBiM6-TMBIM3) [91]. Oligomery sa two-
rzone przez bezposrednig interakcje miedzy czastecz-
kami BI-1 [1]. Poziom oligomeryzacji jest pH-zalezny.
W BI-1 oligomeryzacja byta najwyzsza w niefizjologicz-
nych warunkach, w pH 5,0. Tak wiec wiekszo$¢ czgsteczek
BI-1 pozostaje w formie monomeréw i chociaz oligome-
ryzacja moze usprawniaé transport Ca?" przez bloneg, to
kanatowa i antyporterowa funkcja BI-1 moze by¢ sku-
tecznie pelniona przez monomery BI-1 [1]. Poszczegdlne
biatka rodziny TMBIM mogg sie rézni¢ mechanizmem
tworzenia dimeréw. Wskazuja na to badania prowadzone
na biatku TMBIM4 (GAAP), ktdre jest gtéwnie umiejsco-
wione w btonach AG. Saraiva i wsp. [96] poréwnali oligo-
meryzacje ludzkiego TMBIM4 (hGAAP) i TMBIM4 wirusa
(VGAAP) (z CMLYV, Camelpox virus) i wykazali, ze do two-
rzenia dimeréw przez vGAAP niezbedna jest obecno$é

- u Brassica napus

95— BnBI-1 AAK73101.1
100 E BoBl-1 ABD64918.1 - U Brassica oleracea
= AlBI-1 AED95473.1 - u Arabidopsis thaliana
T{ 84 CsBI-1 - u Cucumis sativus

NtBI-1 AAK73102.1

98 CaBI-1 ACS36610.1
gel s

IBl-1 AAR28754.1

- u Nicotiana fabacum

- u Capsicum annuum

- u Sofanum lycopersicum
ZmBI1 ACG35422, - U Zea mays

) TaBl-1 ADD80302.1
99 OsBI-1 BAA89540.3

- u Triticurn aestivum
- u Oryza safiva
HsBI-1 AAU29521.1 - U Hormo sapiens

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne biatek BI-1 roznych gatunkéw roslin w poréwnaniu z BI-1 cztowieka skonstruowane z uzyciem catych czasteczek biatka i metody

przytaczania sasiadéw (neighbor joining; wg [26], zmodyfikowano)
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cystein umiejscowionych blisko N-kotica (Cys9 i Cys60),
ktdre sg konieczne do tworzenia dwusiarczkowych wigzan
miedzy czasteczkami tego biatka. Analogicznie usytuowa-
nych reszt cysteiny nie maja biatka BI-11 hGAAP i tworze-
nie dimeréw u tych biatek zachodzi bez tworzenia wigzai
dwusiarczkowych [96].

CZASTECZKI BI-1 TWORZA pH — ZALEZNY KANAL DO
UWALNIANIA CA** ZER

W cytoochronnej funkgji BI-1 istotna jego rola polega na
wplywie na utrzymanie homeostazy Ca?. BI-1 moze wply-
waé na homeostaze Ca? w rézny sposdéb, moze dziataé
jako antyporter Ca?/H* [18, 60, 70], moze tez zwieksza¢
wrazliwo$¢ IP,R na IP, (IP,R - inositol 1,4,5-trisphosphate
receptor (IP, - inositol 1,4,5-trisphosphate) [63], poza
tym istotna jest mozliwo$¢ uwalniania jonéw Ca? z ER
przez kanaly Ca® tworzone przez czasteczki BI-1. Chang
i wsp. [19] prowadzili badania in vitro na bakteryjnym
(z Bacillus subtilis) homologu BI-1 (BsYet]) i wykazali, ze
to biatko tworzy kanal umozliwiajacy wyplyw Ca* z ER,
przy czym zaleznie od pH moze on mieé konformacje
zamknieta lub otwartg (Ryc. 3). Kanat jest tworzony przez
odpowiednie utozenie a-helikalnych transbtonowych
domen BI-1. BsYet] ma siedem takich domen (TMD1-
7). Przy wyzszym pH (8,0) tworzg zwartg, podobng do
beczutki, zamknieta konformacje, natomiast przy nizszym
pH (6,0), dzieki przemieszczeniu TMD2, majg konforma-
cje otwarta, ktéra tworzy por przez dwuwarstwe lipidowa.
W utworzeniu konformacji otwartej (w pH 6,0) uczestni-
czg ogdblnie trzy sktadniki czasteczki BI-1: TMD1 do TMD3,
TMD4 do TMD6 i TMD?7, przy czym TMD1 do TMD3 i TMD4
do TMDé6 podobnie tworza potréjne struktury kanapki:
TMD3 jest ograniczony przez heliks-petla-heliks TMD1
i 2; a TMD6 jest ograniczony przez heliks-petla-heliks
TMD4 i 5. Centralng strukturg jest C-korficowy TMD7,
ktéry jest réwnoleglty do TMD3 i przeciwréwnolegty do
TMD6. Te trzy heliksy razem tworzg centralng warstwe
otoczona przez cztery peryferyjne heliksy TMD1, 2,41 5.
W konformacji zamknietej (w pH 8,0) TMD2 i cytoplazma-
tyczne petle L2,3 (faczace TMD2-TMD3) maja wiele wig-
zath wodorowych, ktére sg rozrywane podczas tworzenia
konformacji otwartej (w pH 6,0). W konformacji zamknie-
tej podstawowa jest interakcja Arg60 z jednostka diaspar-
tylowa Asp171-Asp195. W pH 8,0 tworzone sg podwdjne
wodorowe wigzania miedzy Arg60 i Asp171, ktére sa roz-
rywane w pH 6,0 i ponownie tworzone w pH 8,0 [19]. Funk-
cjonowanie kanatu Ca? utworzonego przez BI-1, jest wiec
pH-zalezne. Sensorem pH zidentyfikowanym w C-kotico-
wym regionie BI-1 jest motyw bogaty w lizyne (EKDKK-
KEKK) [60]. O znaczeniu Asp-213 w tworzeniu kanatu
$wiadczy utrata tej zdolno$ci po zamianie tego amino-
kwasu na arginine. Ca* wyptywa przez kanaty utworzone
przez BI-1 niezaleznie od innych kanatéw transportu
Ca® (IP,Rs, RyRs, translokonéw i presenilin) [13]. Chociaz
przeciwdziatanie obumieraniu komérek przez BI-1 moze
zaleze¢ od innych transporteréw Ca%, AtBI-1 nie prze-
ciwdziatat $mierci komérki u mutantéw drozdzy pozba-
wionych Pmr1 i Spf1, ktére sa biatkami homologicznymi
z pompami SERCA (sacroplasmic/endoplasmic reticulum

Ca?*-ATPase), umiejscowionymi, odpowiednio w btonach
GA i ER [94]. Utworzenie kanatu przepuszczajgcego Ca?,
wymaga zaangazowania dwéch reszt Asp (D188 i D213),
ktére zawieraja zwierzece BI-1, natomiast analogicznie
usytuowanych reszt Asp nie ma w BI-1 roélin i drozdzy
i u tych organizméw BI-1 nie tworzy kanatéw transportu
Ca? [13]. Tak wiec antyapoptotyczne dziatanie BI-1, przy-
najmniej u zwierzat, moze polegaé na bezposrednim
udziale tego biatka w uwalnianiu Ca? z ER.

BI-1 MOZE BEZPOSREDNIO FIZYCZNIE WIAZAC SIE Z INNYMI
BIALKAMI

Na mechanizm dziatania BI-1 moze wskazywacé zdolno$é
do tworzenia komplekséw z biatkami uczestniczacymi
w szlakach regulacji réznych proceséw komérkowych.
W badaniach przeprowadzonych na Arabidopsis thaliana
infekowanych grzybem Erysiphe cruciferarum stwier-
dzono koimmunoprecypitacje BI-1 z 95 biatkami [105].
BI-1 moze sie wigza¢ z integralnymi biatkami bton,
a takze z biatkami obecnymi w cytozolu. Wykazano, ze
biatko BI-1 moze wchodzi¢ w bezpo$rednia, fizyczng
interakcje 1 tworzy¢ kompleks z: antyapoptotycznym
biatkiem Bcl-2, aktyng, CaM (calmodulin), cytochromem
b5 (cbs), NPR (NADPH-dependent cytochrome P450 oxi-
doreductase), CYP83A1 (cytochrome P450 83A1), IREla
(inositol-requiring enzyme 1a,), IP,R (inositol-requiring
enzyme 1a, receptor) i NleH, ktére jest antyapoptotycz-
nym biatkiem wydzielanym przez patogenne bakterie.

Interakcja BI-1 z biatkiem Bcl-2

Na bezpo$rednie oddziatywanie miedzy BI-1 z anty-
apoptotycznym biatkiem Bcl-2 wskazuja badania prowa-
dzone na subkomdrkowych frakcjach, poniewaz oba te
biatka mogg by¢ umiejscowione w blonach tych samych
organelli.Testowanie mutantéw Bcl-2 z delecjg réznych
fragment6w tego biatka i mutantéw biatka BI-1 z dele-
cja C-konica wykazato, ze wiazanie Bcl-2 z BI-1 wymaga
motywu BH4 biatka Bcl-2. BI-1 tworzy kompleks tylko
z antyapoptotycznymi biatkami rodziny Bcl-2 (Bcl-2
i Bcl-X ), ktére maja motyw BH4, natomiast nie wigze sie
proapoptotycznymi biatkami (np. Bax), ktére nie maja
tego motywu [108]. Wigzanie BI-1 z Bcl-2 moze zwiek-
szaé antyapototyczne dzialanie biatka Bcl-2 [17, 108].

Interakcja BI-1 z akeyng

BI-1 moze wigzal czgsteczki G-aktyny, utatwiaé jej poli-
meryzacje, zwieksza¢ ruchliwo$é i adhezje komérki [69].
Wykazano, ze polimeryzacja aktyny i adhezja komé-
rek z nieaktywnym genem BI-1(-/-) i transformowa-
nych swoistym matym interferencyjnym RNA (siRNA
- small interfering RNA) jest zmniejszona w poréwna-
niu z komérkami kontroli [69]. Takze mutacja z delecja
C-korica BI-1 (AC-BI-1) zmniejsza stosunek F-aktyny do
G-aktyny. BI-1 oddziatuje z G-aktyna poprzez leucyne
2211 225 [39, 69]. BI-1, przez wplyw na polimeryzacje
aktyny i adhezje komérek, moze odgrywaé wazna role
w tworzeniu przerzutéw przez liczne nowotwory.
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A _ C-koniec

B _ C-koniec

cytoplazma

N-koniec

N-koniec

Ryc. 3. Struktura analogicznego do BI-1 biatka bakterii (BsYetJ); A - w pH 8 (kanat Ca®* zamkniety), B - w pH 6 (kanat Ca?* otwarty). Numerowane wstazki — kolejne
a-helikalne transhtonowe domeny potaczone petlami zlokalizowanymi poza btona. Koniec C — przy domenie 7; koniec N — przy domenie 1 (wg [24], zmodyfikowano)

Interakcja BI-1 z CaM

Antyapoptotyczna rola BI-1 moze by¢ zwigzana z wpty-
wem na sygnalizacje Ca*, w tym na zdolno$é wigzania
tych jonéw przez kalmoduline (CaM), ktéra po zwigzaniu
z licznymi biatkami efektorowymi, takimi jak: czynniki
transkrypcyjne, kinazy proteinowe, enzymy metabo-
lizmu, kanaty jonowe, przenos$niki i biatka cytoszkie-
letu, posredniczy w przekazywaniu sygnatu Ca? [48, 56].
U Arabidopsis, ktérej genom zawiera siedem gendw CaM,
AtBI-1 moze wigza¢ AtCaM7, AtCaM3 i AtCaM6. Wyka-
zano tez, ze AtBI-1 moze wigzaé HvCaM3 z zyta [48]. Dla
interakcji BI-1 z CaM konieczny jest C-koniec biatka BI-1,
co wskazuje, Ze ten koniec zawiera region jej wigzania.
Zdolnoéci wigzania CaM nie ma mutant pozbawiony
C-koftica, a takze substytucja w koricu C reszt aminokwa-
séw zasadowych przez aminokwasy obojetne [56].

Interakcja BI-1 z Cb5

Biatko BI-1 moze si¢ wigza¢ z cytochromem b5, ktéry
nastepnie wigze FAH (fatty acid hydroxylase) - enzym
katalizujacy synteze prekursoréw sfingolipidu i w ten spo-
s6b BI-1 uczestniczy w syntezie kwaséw ttuszczowych [85].
U drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) AtBI-1 wigze sie bez-
pos$rednio SCFAH1 (FAH1 - fatty acid hydroxylase 1), kt6ra
w koricu N ma domene Cb5-podobna. Takiej domeny nie
majg AtFAH1 i AtFAH2 (funkcjonalne homologi ScFAH1)
i facza sie z AtBI-1 poprzez Cb5. AtBI-1 moze wiec funk-
cjonowa’ jako platforma dla interakcji miedzy AtCb5
i AtFAH [85]. U zwierzat i roélin Cb5 jest umiejscowiony

gtéwnie w blonach ER i przenosi elektrony miedzy NPR
i reduktazg NADH-cytochromu b5 [97]. U Arabidopsis ziden-
tyfikowano cztery izoformy Cb5 (AtCb5B-E) i wszystkie
moga by¢ wigzane przez BI-1 [82, 85]. Zidentyfikowano tez
umiejscowione w cytoplazmie desaturazy sfingolipidéw, tj.:
biatka AtSLD1 i AtSLD2, ktére (podobnie jak ScFAH drozdzy)
takze majg domene Cb5-podobng (Cb5LD) i ktére mogg bez-
posrednio oddziatywaé z BI-1 [85].

lnterakcja BI-1 z NPR

BI-1 moze fizycznie oddziatywaé z NADPH-zalezng oksy-
doreduktazg cytochromu (fotochlorofilidu) P450 (NPR). To
biatko jest wigzane przez C-terminalng domene BI-1 [107].
Cytochromy P450 sg duza grupa biatek hemowych, ktére sg
wykorzystywane podczas oksydacji substratéw endogen-
nych (takich jak sterole) i zwigzkéw egzogennych (np. leki,
toksyny i prokarcynogeny) [21]. BI-1 po zwigzaniu z NPR
moze indukowac jego dysocjacje od cytochromu P450 2E1
i w ten sposéb redukowaé transfer elektronéw miedzy
tymi biatkami, hamujac akumulacje ROS (reactive oxygen
species) tworzonego w ER [59]. W hepatocytach myszy
BI-1-/- ekspresja P450 2E1 i peroksydacja lipidéw bony ER
byla wyraZnie wieksza niz u myszy dzikich (BI-1+/+) [73].

Interakcja BI-1 z CYP83Al

BI-1, chociaz z mniejszym powinowactwem niz z NPR, wigze
sie z izoenzymem 2E1 cytochromu P450 (CYP2E1) [59, 105].
Te biatka na blonie ER sg wigzane przez C-koricowy region
BI-1. W komérkach linii 293T kotransformowanych zmuto-
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wanym genem BI-1 (z delecja C-korica, CDBI-1) i genem NPR
lub P450 2E1 oraz po stosowaniu przeciwcial anty-C-kotico-
wemu regionowi BI-1, nie stwierdzono redukgji akumulacji
ROS przez BI-1. W ER gtéwnym Zrédtem ROS jest system
MMO (microsomal monooxygenase) sktadajacy sie z cyto-
chromu P450 (P450), NPR i fosfolipidéw. Chociaz gtéwna
funkcjg MMO jest utlenianie egzogennych substancji (kse-
nobiotykéw) i endogennych substratéw, to prowadzi to tez
do uwalniania znacznych ilosci ROS [59]. Podczas stresu
ER nadekspresja BI-1, przez wigzanie z P450 2E1, redukuje
interakcje NPR z P450 2E1, obniza katalityczna aktywno$é
P450 2E1 i hamuje przeptyw elektronéw z NPR do P450 2E1,
zmniejszajgc wytwarzanie ROS na blonie ER [59].

Interakcja BI-1 z IREla

BI-1 moze takze bezposrednio fizycznie oddziatywaé
z IRE1lq, ktéry znajduje sie w btonie ER i jest gléwnym
sensorem stresu ER przenoszacym sygnat stresu ER do
jadra i cytoplazmy [80]. Zwigzanie IREla w kompleksie
BI-1/IRE1la hamuje aktywacje IRE1q, jego autofosforyla-
cje i endorybonukleazowg aktywno$¢ dla ciecia mRNA
XBP. Biatko XBP-1 (X-box-binding protein 1) zwieksza
ekspresje genéw przeciwdziatajgcych gromadzeniu sie
w ER Zle sfaldowanyh biatek (chaperonéw i proteaz,
ktére rozpraszaja agregaty biatek). BI-1, wptywajac na
szlak IRE1la -XBP-UPR, moze przeciwdziata¢ indukcji
obumierania komdrek indukowany przez stres ER [80].
BI-1 przez kontrole aktywnosci IREla hamuje tez auto-
fagie [16, 80]. Aktywno$¢ IRE1a jest hamowana po bezpo-
$rednim zwigzaniu z C-koricowg domeng BI-1.

Interakcja BI-1 z IP,}R

BI-1 bezposrednio moze oddziatywa¢ z receptorami IP,R,
ktére sa regulowane przez aktywowany wtérny przekaz-
nik IP, (inositol 1,4,5-trisphosphate,). IP,R w blonie ER two-
rza kanaly, przez ktére jony Ca? sa gromadzone w $wietle
ER i po$rednicza w transporcie Ca® z ER do mitochon-
driéw [63, 95]. Stwierdzono, ze koimmunoprecypitacja BI-1
jest skorelowana z IP,R i nastepuje wigzanie domeny poro-
wej kanatu Ca* IP,R z domeng tworzacg kanat Ca? w BI-1
(w HsBI-1 aminokwasy 198-217). Tak wiec BI-1 moze wply-
waé na homeostaze Ca? w komdrkach takze przez bez-
posrednie wigzanie C-koricowej domeny BI-1 z kanatami
IP,R [13]. Aktywno$¢ kanatéw IP R jest tez modyfikowana
przez bezpo$rednie wigzanie antyapoptotycznego biatka
zrodziny Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X)) [20, 92].

EKSPRESJA BI-1 PODCZAS ROZWOJU ORGANIZMOW

Hormony i regulatory wzrostu u zwierzat oraz fito-
hormony u roélin tworza w organizmach ztozong sie¢
sygnalizacyjna, ktéra reguluje procesy wzrostu i réznico-
wania, starzenia i $mierci organizmu, a takze uczestniczy
w odpowiedzi na stres abiotyczny i biotyczny. Realizacja
planu morfogenetycznego organizmu podczas ontogezy,
ktéra obejmuje tez PCD, wymaga zréznicowanej ekspresji
stymulatoréw i inhibitoréw wzrostu, a takze zréznicowa-
nego poziomu biatek pro- i antyapoptotycznych. U ssa-

kéw wyzszym poziomem ekspresji BI-1 charakteryzowato
sie serce, mézg, ptuca, watroba, miesnie szkieletowe,
nerki, trzustka i tozysko [108]. Przykltadem wyraZnie
zaleznego od rozwoju poziomu tego biatka w jadrach
jest najwyzsza jego ekspresja w postmejotycznych sper-
matocytach, a w plucach byta skorelowana z wysokim
stopniem apoptotycznego obumierania komérek (szcze-
g6lnie komdrek mezenchymatycznych) w okresie okoto-
porodowym [39]. U roslin, podobnie jak u zwierzat, geny
BI-1 ulegaja ekspresji w tkankach réznych narzaddéw, przy
czym jest ona zazwyczaj podwyzszona podczas starzenia
i w warunkach stresowych, moze sie tez zmieniaé pod-
czas rozwoju organizmu i zalezeé od rozwoju [17, 49, 93,
103]. Znacznie wyzszy poziom BI-1 w fodygach i korze-
niach jest prawdopodobnie zwigzany z réznicowaniem
ksylemu w tych organach [49].

Wéréd fitohormondw sa regulatory wzrostu, ktére prze-
jawiaja zazwyczaj inhibitorowe dziatanie szczegdlnie
w warunkach stresu. Te substancje funkcjonujg jako
Lhormony stresu”, do ktérych zaliczono: kwas salicy-
lowy (SA), jasmonian metylu (JA-Me), etylen (ET), kwas
abscysynowy (ABA), a takze wyzsze stezenia cytokin
(CK), ktdre takze mogg przyspieszaé starzenie i induko-
wadé PCD [9, 49, 57, 102]. Ze skutkami starzenia i obumie-
rania komérek, ktére sg indukowane przez ,hormony
stresu” moze by¢ zwigzany ich wptyw na ekspresje BI-1.
Pomiary poziomu BI-1 w tkankach oraz po egzogennym
stosowaniu réznych stezen tych substancji wykazaly, ze
moga zwiekszaé poziom BI-1.

Kwas salicylowy (SA)

Moze indukowaé PCD, co przejawia sie zwiekszong umie-
ralnoscig komérek w procesie HR podczas stresu bio-
tycznego, odgrywa tez gtéwna role w nabytej odpornosci
systemicznej. Wyzsze stezenia egzogennego SA (1 mM)
powoduja w korzeniach pomidora szybkie (po 6 godz.)
zwiekszenie wyplywu elektrolitéw, zwiekszenie aktyw-
noéci proteolitycznej (swoistych proteaz cysteinowych),
a takze obnizenie poziomu inhibitoréw proteaz (SIP12
i SILTC), co powoduje zmniejszenie zawarto$ci biatek
w komérkach [65]. W roélinach i kulturach komérko-
wych poddanych dziataniu SA stwierdzono wyrazne
zwiekszenie akumulacji mRNA i biatka BI-1 [57, 102].
Nadekspresja BI-1 znacznie zmniejsza wrazliwo$¢ komé-
rek na SA [57, 102]. Anty-SA dziatanie BI-1 wymaga obec-
nosci catej czasteczki tego biatka wraz C-koticem [57].

Jasmonian metylu (JA-Me)

W starzejacych sie liSciach poziom JA-Me moze sie
zwiekszaé nawet 4-krotnie. Dziatanie Ja-Me jest zwigzane
z aktywacjg Ca?-zaleznej kinazy MPK6. Mutacja genu
mpké6 opdznia starzenie indukowane przez Ja-Me [112].
Konstytutywna ekspresja AtBI-1 opdznia starzenie,
natomiast u Arabidopsis ze zmutowanym genem atbi-1
obserwowano przedwczesne starzenie li$ci. Przejsciowe
zwiekszenie poziomu BI-1 stwierdzono m.in. podczas
starzenia li$ci Brassica oleracea i Ipomoea petals [18, 109].
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Nadekspresja AtBI-1 obniza poziom Ca? w cytozolu
i opéznia indukcje starzenia przez Ja-Me poprzez hamo-
wanie Ca*-zaleznej aktywacji MPK6 [112].

Etylen (ET)

Moze wptywaé na morfogeneze rolin, przy czym najbar-
dziej znanym jego dzialaniem jest stymulacja starzenia
roélin (liéci i ptatkéw kwiatéw) oraz dojrzewania owo-
céw). Objawy PCD obserwowano m.in. w owocach ogérka
(Cucumis dativus) poddanych dziataniu ciagtej ekspozy-
cji na etylen. W badaniach prowadzonych na kulturach
komérek tytoniu (BY-2) stwierdzono, ze ET indukuje PCD
w G2/M cyklu komérkowego [40]. ET moze indukowad
synteze BI-1. Znaczne (okoto 2-krotne) i szybkie zwiek-
szenie ekspresji TaBI-1 stwierdzono m.in. w lidciach sie-
wek Triticum aestivam poddanych dziataniu ET [102].

Kwas abscysynowy (ABA)

Jest fitohormonem, ktéry zazwyczaj ma inhibitorowe
dziatanie podczas rozwoju roélin przejawiajace sie m.in.
indukcja spoczynku nasion i hamowaniem procesu ich
kietkowania, hamowaniem wzrostu ro$lin, a takze induk-
cja starzenia i odrzucania organéw. Jego poziom zwiek-
sza sie w reakcji na stres abiotyczny (chtodu, suszy,
stresu osmotycznego, podtopienia ro$lin itp.). W bada-
niach prowadzonych na siewkach Capsicum annuum
i Triticum aestivum stwierdzono, ze egzogenny ABA
(w stezeniu 100 uM) juz po 1 h silnie indukuje ekspresje,
odpowiednio CaBI-1 i TaBI-1 [49, 102].

Cytokininy (CK)

Sa strukturalnie zréznicowang grupa pochodnych
Né6-puryn. Tradycyjnie sg uwazane za hormony anty-
-PCD, poniewaz u ro$lin promuja proliferacje i réznico-
wanie komérek, a takze opéZniajg starzenie. Wykazano
jednak, ze wyzsze stezenia CK mogg indukowaé PCD
w ro§linach i w kulturach komérkowych (np. Arabidopsis
thaliana, Daucus carota i Nicotiana tabacum) [14]. Badania
Bolduc i wsp. [9] prowadzone na kulturach komérek tyto-
niu wykazaty, ze wpltyw egzogennych CK na synteze BI-1
jest zalezny od ich stezenia - skutek stymulacji ekspre-
sji tego biatka stwierdzono tylko po stosowaniu nizszych
stezefi CK 0,1-10 uM), nie stwierdzono natomiast wpltywu
CK na poziom BI-1 po stosowaniu wyzszych, toksycznych
stezen (25-50 uM), ktére powodowaty indukcje PCD. Przy
nizszych stezeniach CK zwiekszata sie akumulacja biatka
BI-1 bez wplywu na zawarto$¢ mRNA BI-1, natomiast po
ekspozycji na wyzsze stezenia CK nie stwierdzono pod-
wyzszenia poziomu biatka, chociaz poziom BI-1 mRNA
ulegat zwiekszeniu. Akumulacja biatka BI-1 w komérkach
poddanych dziataniu CK nie jest bezposrednio zalezna od
Ca?" [9]. Badania prowadzone na ro$linach wskazujg, ze
wraz ze zwiekszeniem poziomu substancji, ktére podczas
ontogenezy zwiekszaja umieralno$é komdrek, nastepuje
nasilenie ekspresji antyapoptotycznego biatka BI-1. Jest
istotne, Ze SA, adenina i pochodne adenozyny o CK aktyw-
nosci, opisywane jako hormony roslinne, moga hamowa¢

proliferacje i indukowaé obumieranie komérek zwierze-
cych (w tym komdrek nowotworowych) [30, 50], chociaz
nie wiadomo, czy ich dziatanie jest takze zwigzane z wply-
wem na poziom BI-1.

WPLYW BI-1 NA PROCESY KOMORKOWE

Rézne czynniki endogenne i $rodowiskowe moga powo-
dowa¢ dysfunkcje komérek i zmniejszaé ich zywotno$¢.
W przezyciu komérek istotng role pelnia biatka anty-
apoptotyczne, w tym biatko BI-1. W mechanizmie pro-
zyciowego dziatania BI-1 istotne znaczenie ma wigzanie
przez jego C-koniec réznych biatek uczestniczacych
w licznych procesach i szlakach sygnalizacyjnych [91].

ROLA BI-1 PODCZAS STRESU ER

Retikulum endoplazmatyczne jest bardzo dynamiczna
organellg, ktéra pelni co najmniej kilka waznych swo-
istych funkcji: uczestniczy w syntezie okre$lonych bia-
tek, ich potranslacyjnym modyfikacjom, translokacji,
transporcie pecherzykéw do innych organell, jest tez
magazynem Ca* i ma istotne znaczenie w utrzymaniu
homeostazy Ca?. ZaktScenia w funkcjonowaniu ER moga
powodowal nagromadzenie w $wietle tych organelli bia-
tek nieprawidtowych, Zle sfaldowanych, co prowadzi do
stresu ER. Akumulacja takich nieprawidlowych biatek
w ER moze uaktywnié UPR (unfolded protein response),
ktéra gtéwnie pelni naprawczg, adaptacyjna role i moze
spowodowal odzyskanie homeostazy ER. Reakcja na
stres ER jest inicjowana wéwczas, gdy ilo$¢ nieprawidto-
wych biatek przekracza zdolno$¢ opiekuticzego dziatania
chaperonéw ER (BiP/Grp78) [71].

U ssakéw sensorami w UPR, ktére przenosza sygnat
stanu sfaldowania biatek do cytozolu i jadra, sa trzy
biatka umiejscowione w btonach ER, tj. IRE1a, ATF6 (acti-
vating transcription factor 6) i PERK (PERK - protein
kinase-like ER kinase), z ktérych najbardziej konserwa-
tywnym (i jedynym u drozdzy) sensorem stresu ER jest
IREla. IREla jest serynowo/treoninowg kinaza/endo-
nukleaza, ktéra po dimeryzacji i autofosforylacji, dzieki
aktywnosci endonukleazowej rozcina mRNA XBP i w ten
sposdb katalizuje splicing mRNA kodujacego biatko XBP-
1. Biatko XBP-1 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry
aktywuje docelowe geny aktywowane przez UPR, w tym:
chaperonéw ER, proteaz rozpraszajacych agregaty biatek
oraz genédw ERAD (ER associated degradation) [43, 80].
Produkty tych genéw umozliwiajg zmniejszanie ilosci Zle
i niesfadowanych biatek w ER, co moze powodowaé odzy-
skanie homeostazy ER, jednak skuteczno$é tego przeciw-
dzialania stresowi ER jest ograniczona i dtugo trwajacy
stres prowadzi do indukcji PCD. Aktywacja i inaktywa-
cja sygnatu IRE1a jest modulowana przez rézne substan-
cje tworzace na ER kompleks zwany UPR-osomem [43].
IREla na blonie ER tworzy sygnalizacyjna platforme,
moze bowiem wigza¢ biatka adoptorowe kontrolujace
aktywacje szlakéw JNK (c-Jun N-terminal kinase), ERK
(extracellular-signal regulated kinase) i NF-kB [42].
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Stres ER podwyzsza poziom biatka BI-1[7, 18, 104]. Mecha-
nizm dziatania BI-1 polega na jego bezpo$redniej interak-
¢ji z cytoplazmatyczng domena IREa, co w konsekwencji
hamuje aktywno$¢ tego sensora stresu ER i zmniejsza
tworzenie mRNA XBP-1. U myszy pozbawionych BI-1
stwierdzono hiperaktywacje szlaku IRE1a [80] i nasile-
nie obumierania komérek poddanych dziataniu stresu ER.
BI-1 przez wigzanie IREx moze podczas stresu ER wplywad
takze na inne procesy. Wiazanie BI-1 z IREa moze hamo-
waé autofagie, poniewaz aktywna IREx moze wigza¢ ada-
pterowe biatko TRAF2, a to wplywa na sygnat JNK [16],
ktéra fosforyluje Bcl-2 i uwalnia bekline-1, ktéra jest nie-
zbednym aktywatorem autofagii [87]. BI-1 przez hamowa-
nie aktywnoéci IREa hamuje autofagie, wiadomo jednak,
ze biatko BI-1 moze tez nasila¢ autofagie podczas gtodze-
nia pokarmowego. To drugie dzialanie moze by¢ zwia-
zane z wptywem BI-1 na 0gblng bioenergetyke komérki,
z obnizeniem poziomu ATP i wykorzystania O, przez mito-
chondria, co moze zaleze¢ od transportu Ca* do mito-
chondriéw przez IP,R. Stwierdzono tez, ze interakcja BI-1
z IREla wplywa in vivo na metabolizm glukozy. U otylych
myszy, u ktérych byta spowodowana dietg lub warunko-
wana genetycznie, w watrobie i mie$niach stwierdzono
obnizony poziom BI-1. Nadekspresja BI-1 (po transforma-
cji genem adenowirusa) u otytych myszy poprawia meta-
bolizm glukozy, co jest zwiazane z hamowaniem sygnatu
IRE1a przez tworzenie kompleksu BI-1-IREq [41].

W reakcji na stres ER uczestniczg biatka rodziny Bcl-2.
Proapoptotyczne biatka rodziny Bcl-2 (Bax i Bak) oraz
biatka podrodziny BH3-only (BIM i PUMA) przez fizyczne
wigzanie mogg stymulowad aktywno$¢ IRE1a [41, 90].
Biatka te mogg rywalizowa¢ z BI-1 w wigzaniu z UPRo-
somami [80]. UPR moze powodowa¢ nadekspresje bia-
tek podrodziny BH3-only (BIM i PUMA). Podczas stresu
ER w komérkach pozbawionych BIM i PUMA nastepuje
wczesna inaktywacja sygnatu IREa, redukcja splicingu
XBP-1 i zmniejszenie ekspresji genédw aktywowanych
przez XBP-1 [90]. Badania Chonghaile i wsp. [24] wska-
zuja, ze biatko Bcl-2 moze regulowaé amplitude sygnatu
UPR. Jego nadekspresja moze zwiekszaé aktywno$¢ IREx
i podtrzymywaé tworzenie XBP-1, jednak prawdopodob-
nie nie polega to na bezposrednim wigzaniu sie z IREq,
natomiast to biatko moze dziata¢ posrednio przez wia-
zanie sie z BI-1 [24]. Wiadomo tez, ze pro-PCD dziatanie
stresu ER jest zwigzane ze zwigkszeniem tworzenia ROS
i zaktéceniem homeostazy Ca?, ktérym przeciwdziata
podwyzszenie poziomu BI-1[39, 59].

BIALKO BI-1 PRZECIWDZIALA UTRACIE KOMORKOWE)
HOMEOSTAZY CA%*

Jony Ca* sg jednym z gtéwnych wtérnych przekaznikdw,
powszechnie uczestniczacym u eukariontéw w regu-
lacji proceséw wzrostu i rozwoju, a takze w reakcji na
stres biotyczny i abiotyczny. Utrzymanie homeostazy
Ca?" warunkuje prawidlowy przebieg licznych proceséw
komérkowych i przeciwdziata PCD. Sygnatura wapniowa
jest zwigzana z mechanizmami szybkiej zmiany stezenia
jonéw wapnia w cytozolu. Zawarto$¢ Ca?* w cytozolu jest

utrzymywana na niskim poziomie (okoto 100 nM), nato-
miast jest wielokrotnie wyzsza (0,3-0,5 mM) w miejscach
gromadzenia Ca? (ER, GA, a u rolin takze w wakuoli).
W generowanie czasowo-przestrzennego cytoplazma-
tycznego sygnatu Ca? (sygnatury wapniowej) induko-
wanego przez liczne czynniki rozwojowe i Srodowiskowe
s3 zaangazowane liczne kanaly wapniowe, kanaty IP.R,
ktére wspétdziatajac z pompami wapniowymi (Ca?-
-ATP-azy) oraz kotransporterami wapniowymi (Ca?"/
H*) moga powodowal, zalezne od sily i czasu dziata-
nia bodZca, lokalne lub obejmujace cata komérke swo-
iste zwiekszenie poziomu Ca** w cytozolu [35]. Wysoki
poziom Ca* w ER powoduje zwiekszenie poziomu Ca?
w cytozolu co szybko zwieksza Ca?* w mitochondriach,
gdzie po przekroczeniu okre§lonego progu jest nieod-
wracalnym sygnatem inicjowania apoptozy. Chociaz
pobieranie Ca? przez mitochondria moze aktywowaé
ich metabolizm, to znaczne podwyzszenie zawarto$ci
Ca* zakldca funkcje tych organelli polegajace m.in. na
depolaryzacji bton, utracie ATP, tworzeniu ROS i uwal-
nianiu cytochromu c (i innych proapoptotycznych
bialek) z przestrzeni miedzyblonowej przez PTP. Nad-
mierne gromadzenie Ca?> w ER powoduje wiec obumie-
ranie komdrki, prowadzi bowiem do aktywacji Bax i Bak
oraz zwiekszenia przepuszczalno$ci PTP dla czynnikéw
proapoptotycznych, natomiast obnizenie poziomu Ca?*
w ER przez antyapoptotyczne biatka (BI-1, Bcl-2, Bcl-X))
jest sygnatem przezycia [19]. Tak wiec uwalnianie Ca®
z ER moze indukowal PCD, natomiast substancje prze-
ciwdziatajgce wyptywowi Ca?* z miejsc ich gromadzenia
moga dziataé cytoochronnie.

Przeciwdziatanie przez BI-1 utracie komérkowej home-
ostazy Ca?" jest przede wszystkim zwigzane z ich wply-
wem na zawarto$¢ Ca? w ER i wyptywem tych jonéw
z ER. Biatko BI-1 jest umiejscowione gtéwnie w bto-
nie ER moze wiec uczestniczy¢ w regulacji transportu
Ca* przez ich blony i w ten sposéb wptywaé na home-
ostaze Ca? i przeciwdziata¢ indukcji PCD. W licznych
badaniach wykazano, ze BI-1 wplywa na poziom Ca*
w ER i ich transport do cytozolu [9, 60, 106, 107]. Stwier-
dzano bowiem, ze nadekspresja BI-1 powoduje obnizenie
poziomu Ca? w ER, natomiast komérki bez tego biatka
(BI-17°) majg zwiekszony poziom Ca®* w tych organel-
lach [18]. Anty-PCD dziatanie BI-1 moze wiec zachodzié
przez wptyw na homeostaze Ca?* i polegaé na obnizeniu
zawarto$ci Ca* w ER, uwalnianiu Ca* do cytoplazmy, co
zmniejsza akumulacje Ca** w mitochondriach, przeciw-
dziata otwieraniu poréw PTP i aktywacji kaspaz [18, 107].
Rojas-Rivera i Hetz [91], omawiajgc wplyw BI-1 na home-
ostaze Ca®" wyréznili trzy gtéwne mechanizmy wyja-
$niajace jego dziatanie:

«  BI-1 moze mie¢ wladciwosci kanaléw Ca? [13, 19,

60],

+  moze dziataé jako antyporter Ca®/H* [18, 60, 70]
oraz

+  moze funkcjonowac jako biatko zwiekszajace wraz-
liwos¢ IP,R [63].
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Istotne znaczenie we wplywie BI-1 na homeostaze Ca*
moze mie¢ bezposrednie uwalniania jonéw Ca? z ER
przez kanaly tworzone przez czasteczki BI-1 [13, 15, 19].
Te kanaty funkcjonuja niezaleznie od innych kanatéw
i innych mechanizmdéw transportu Ca? (translokonéw
i presenilin) [13]. Tworzenie takich kanatéw i ich pH-
-zalezne otwieranie/zamykanie zwigzane ze zmianami
struktury czasteczki BI-1 opisano wyzej.

Utworzenie kanatu wyptywu Ca%, wymaga zaangazowa-
nia dwéch reszt Asp (D188 i D213), ktére zawierajg zwie-
rzece BI-1, natomiast analogicznie usytuowanych reszt
Asp nie ma w BI-1 roélin i drozdzy i u tych organizméw
BI-1 nie tworzy kanatéw transportu Ca? [13]. Tak wiec
antyapoptotyczne dzialanie BI-1, przynajmniej u zwie-
rzat, moze polegaé na bezposrednim udziale tego biatka
w uwalnianiu Ca? z ER.

Funkcje sygnatowe w komdrce petnia jony wapnia, ale
odpowiedZ na réznorodne bodZce jest przenoszona
na elementy efektorowe przez specjalne biatka senso-
rowe (CPB - Ca?-binding protein), takie jak: kalmodu-
lina (CaM), biatka podobne do kalcyneuryny B (CBL), czy
kinazy zalezne od wapnia (CDPK) [35]. Te sensory po zwia-
zaniu Ca?" przenoszg sygnat Ca* do biatek docelowych,
ktére wspdtdziatajgc z innymi szlakami sygnalizacyjnymi,
regulujg liczne procesy komdrkowe. CaM jest biatkiem
powszechnie wystepujacym w komdrkach eukarion-
téw i uczestniczy w regulacji aktywnosci licznych biatek
zaangazowanych w przebieg réznych proceséw komdor-
kowych. Biatko BI-1 wplywa na wapniowy szlak sygnali-
zacyjny nie tylko przez udziat w uwalnianiu Ca? z ER, ale
takze przez wplyw na transdukcje sygnatu Ca? przez kal-
moduline. Wykazano, ze C-koniec biatka BI-1 bezposred-
nio oddziatuje z kalmoduling [48] i ta interakcja moze by¢
jednym z gtéwnych czynnikéw regulujacych zywotnosé
komérki [48], a jego odciecie pozbawia zdolnosci do inte-
rakcji z CaM [57]. W anty-PCD dziataniu BI-1 istotne zna-
czenie ma wplyw tego biatka na homeostaze Ca*, a takze
przez interakcje z CaM i transdukcje sygnatu Ca?* [48].

Oprécz biatka BI-1 (i innych biatek rodziny TMBIM),
w komoérkach zwierzat analogiczny wptyw na zywot-
no$¢ komérki, w tym utrzymanie homeostazy Ca?, obni-
zanie poziomu Ca?" w ER i regulacje wyptywu Ca? z ER
maja antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 (Bcl-2,
Bcl-X)) [107], co moze wynika¢ z bezpo$redniej fizycz-
nej interakcji miedzy biatkami BI-1 i Bcl-2 [18, 107],
przy czym w komérkach pozbawionych BI-1 redukcja
poziomu Ca* w ER przez Bcl-2 jest wyraznie zmniej-
szona. Wskazuje to, ze BI-1 jest niezbedny do obniza-
nia poziomu Ca? w ER przez Bcl-2 i ze BI-1 funkcjonuje
w szlaku ponizej Bel-2 [18, 107].

WPLYW BI-1 NA STRES OKSYDACYJNY

Reaktywne formy tlenu (ROS), takie jak: 0,”, HO,’, HO",
RO, '0,, 0,, H,0,, powstaja fizjologicznie podczas meta-
bolizmu komérkowego. ROS sg tworzone u zwierzat
i rodlin gtéwnie w mitochondriach, a takze w ER pod-

czas stresu ER. W komérkach poddanych réznym stre-
som moze nastepowac znaczne podwyzszenie poziomu
ROS, co zaktéca komérkowa homeostaze redoks i moze
prowadzi¢ do indukcji PCD. Podwyzszony poziom ROS
dziata toksycznie, poniewaz moze wywotaé oksyda-
cje lipidéw, weglowodandw, biatek, DNA i obumiera-
nie komérki. Komdrki moga przeciwdziataé skutkom
nadmiaru ROS i utrzymywaé prawidtowg réwnowage
redoks dzieki szybkiemu ich metabolizowaniu z udzia-
tem efektywnych enzymatycznych i nieenzymatycz-
nych systeméw antyoksydacyjnych.

Wykazano, ze u ro§lin nadmiar ROS powstaje w odpowie-
dzi na stres abiotyczny m.in.: wysoka i niska temperature,
zasolenie, intensywne o$wietlenie, promieniowanie UV,
ksenobiotyki, metale ciezkie, ozon oraz stres biotyczny,
np. po infekgji rodlin przez patogenne grzyby [57]. Takze
pro-PCD dziatanie takich substancji jak Bax u ssakéw oraz
drozdzy i roélin transformowanych genem Bax, jest zwia-
zane ze stresem oksydacyjnym, z tworzeniem znacznych
iloci ROS [5, 110]. W wytwarzanie ROS podczas stresu
ER sg zaangazowane biatka systemu MMO, ktéry zawiera
cytochrom P450 (P450), reduktaze NADPH-P450 (NPR)
i fosfolipidy. Gtéwna funkcja MMO polega na oksygena-
cji substancji egzogennych (ksenobiotykéw) i hydrofobo-
wych substratéw endogennych. Podczas tej oksygenacji
sg uwalniane znaczne iloéci ROS.

BI-1 moze przeciwdziataé indukcji PCD przez stres
oksydacyjny. Na takie cytoochronne dziatanie BI-1
wskazuje przeciwdziatanie stresowi ER, ktéry moze
indukowaé znaczng akumulacje ROS, a takze dziata-
nie anty-Bax oraz indukcje PCD przez egzogenny H,0,
i kwas salicylowy [17, 57]. BI-1 moze zapobiegal stre-
sowi oksydacyjnemu, wplywajac na synteze ROS oraz
zwiekszenie ekspresji HO-1 (heme oxygenase-1) i dzia-
tanie enzymatycznych i nieenzymatycznych syste-
méw antyoksydacyjnych. Mechanizm zmniejszania
tworzenia ROS przez BI-1 podczas stresu ER polega na
jego bezposrednim wigzaniu z NPR, co powoduje jego
oddysocjowanie od cytochromu P450 2E1, a przerwa-
nie transferu elektronéw miedzy tymi biatkami zapo-
biega wytwarzaniu ROS [59, 73]. W kulturach komérek
ssakéw wykazano, ze nadekspresja BI-1 moze reduko-
waé poziom ROS tworzonego podczas stresu ER takze
przez zwiekszenie ekspresji HO-1. HO-1 jest umiejsco-
wiona gtéwnie w btonie ER (na C-koricu ma pojedynczy
region TMD) [58], a jej ekspresja jest regulowana przez
czynnik transkrypcyjny Nrf-2 [99], ktéry dziata jako
przekaznik sygnatu BI-1. Zwiekszenie aktywnos$ci Nrf-2
przez BI-1 moze by¢ jednym z istotnych mechanizméw
wplywu BI-1 na ekspresje HO-1 i antyoksydacyjne dzia-
tanie BI-1 podczas stresu ER [58, 72].

Indukcja PCD u réznych organizmdw jest zazwyczaj
zwigzana z oksydacyjnym uszkodzeniem komérek [39,
72] spowodowanym akumulacja ROS, a cytoochronne
dziatanie BI-1 moze polegaé na przeciwdziataniu
wytwarzaniu ROS.
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Stwierdzono jednak, ze chociaz ROS moga zwiekszad
ekspresje BI-1 to zmiany ekspresji biatka BI-1 moga
nie wptywaé na poziom ROS [57, 103]. Te obserwacje
potwierdzaja badania, w ktérych silne antyoksydanty
nie przeciwdziataty obumieraniu komérek indukowa-
nemu nadekspresjg proapopototycznego biatka Bax [5].

Wskazuje to, ze BI-1 moze przeciwdziata wplywowi Bax
np. na wyplyw Ca?" z ER prowadzgcemu do otwieraniu
poréw w blonie mitochondriéw. Jest jednak istotne, ze
enzymy zmiatajace ROS, takie jak: Fe-SOD (superoxide
dismutase, GST (glutatione S-tranferase), APX (ascorbate
peroxidase) i PHGP (phospholipid hydroperoxide gluta-
thione peroxidase) moga by¢ ,,inhibitorami Bax” w Bax-
-transformowanych drozdzach [33]. Anty-PCD dziatanie
BI-1 moze tez polegal na jego wplywie na recykling bton
uszkodzonych przez stres oksydacyjny (peroksydacje lipi-
déw i oksydacje biatek). Recykling bton moze mieé istotne
znaczenie w tolerancji na stres oksydacyjny [5].

WPLYW BI-1 NA METABOLIZM SFINGOLIPIDOW

U zwierzat, roélin i drozdzy metabolizm kwaséw ttusz-
czowych sfingolipidéw moze uczestniczyé w szlaku
obumierania komérki. Sfingolipidy sg waznymi sktadni-
kami lipidéw bton, szczegdlnie znaczna ich ilo$¢ zawie-
rajg mikrodomeny btony komdrkowej (znane jako lipid
rafts), ktére petnig istotng role podczas przekazywania
sygnatu przez blone i sg segregujaca platforma w regu-
lacji ruchu biatek docelowych [51, 98]. Mikrodomeny,
oprécz sfingolipidéw, zawieraja sterole i biatka [16].
W badaniach prowadzonych na ro$linach stwierdzono,
ze nadekspresja BI-1 moduluje sktad mikrodomen
-zmniejsza gromadzenie podstawowych biatek uczestni-
czacych w obumieraniu komérek [51].

AtBI-1 moze wptywaé na metabolizm sfingolipidéw, na
co wskazujg badania z uzyciem fumonizyny B1, ktéra
przez hamowanie ich syntezy moze u roslin prowadzié
do indukcji PCD. Ekspresja AtBI-1 zwieksza toleran-
cje na te mikotoksyne [103]. Stwierdzono tez, ze AtBI-1
moze dziataé jako supresor obumierania komérki przez
bezposrednia interakcje na btonie ER z kompleksem
AtCb5-FAH1, ktéry uczestniczy w 2-hydroksylacji sfin-
golipidéw [85]. W warunkach stresu nadekspresja AtBI-1
moze zwiekszaé aktywno$é AtCb5-AtFAH, podczas gdy
przeciwne dzialanie obserwowano przy braku BI-1
(u mutantéw atbi-1). BI-1 moze przeciwdziata¢ induk-
cji PCD przez stymulacje syntezy sfingolipidéw, ponie-
waz moze aktywowa¢ FAH, ktéra jest 2-hydrolaza VLCFA
(very-long-chain fatty acid) sfingolipidu [85].

Sfingolipidy sa duzg rodzing lipidéw powszechnie obec-
nych u Eukaryota (teoretycznie lipidosom zwierzat
zawiera ponad 100 000 rodzajéw sfingolipidéw). Ich
réznorodno$é wynika z modyfikacji (m.in. desaturacji,
hydroksylacji) szkieletu zawierajacego LCB (long-chain
bases) i kwasu tluszczowego. U Arabidopsis LCB ulega
desaturacji przez AtSLD1 i AtSLD2 w pozycji A8. AtBI-1
moze na blonie ER tworzy¢ kompleks z SLD (sphingolipid

A8 desaturase), przy czym u Arabidopsis (AtBI-1) tworze-
nie tego kompleksu z AtFAH odbywa sie za po$rednic-
twem cytochromu AtCb5, natomiast u Saccharomyces
cerevisiae FAH (ScFAH1) ma domene Cb5, przez ktéra
moze sie wiazaé z BI-1. Taki tréjcze$ciowy kompleks
u Arabidopsis, przez zwiekszenie poziomu sfingolipidéw,
moze przeciwdziata¢ obumieraniu komérek induko-
wanemu przez rézne stresy, m.in. przez stres oksyda-
cyjny [85] i stres chtodu, w ktérych gtéwna role odgrywa
desaturacja LCB sfingolipidéw. Zawarto$¢ sfingolipi-
déw zwieksza sie przy niskiej temperaturze, natomiast
mutanty sld1 i podwéjne mutanty sldisld2 sa nadwraz-
liwe na niska temperature. Na znaczenie sfingolipidéw
w indukcji PCD wskazuja badania, w ktérych wykazano,
ze ekspresja AtBI-1 moze nie przeciwdziata¢ obumie-
raniu komérek indukowanemu przez Bax u mutantéw
drozdzy pozbawionych FAH1 [93].

BI-1 MOZE ZWIEKSZAC AKTYWNOSC LIZOSOMOW

Cytoochronna rola BI-1 moze obejmowal wplyw na
degradacje biatek, ktére uczestniczg w procesie prowa-
dzacym do obumierania komérki. Stres ER powoduje
akumulacje ROS, natomiast BI-1 dzieki dysocjacji P450
2E1 od NPR i degradacji P450 2E1 zapobiega wytwarza-
niu ROS. Lee i wsp. [73] w badaniach prowadzonych na
hepatocytach i tkance watroby myszy sprawdzili, czy
degradacja tego bialka jest zwiazana ze zwiekszeniem
aktywnosci lizosoméw czy proteasoméw. Autorzy wyka-
zali, ze w komérkch traktowanych bafilomycyna (inhibi-
torem lizosomdéw) BI-1 przeciwdziata redukcji ekspresji
P450 2E1, natomiast po zastosowaniu MG132 (inhibi-
tora proteasoméw) poziom BI-1 nie wplywat na dziata-
nie tego inhibitora, nie wptywat na ekspresje P450 2E1.
BI-1 powodowato tez zwiekszenie aktywnosci lizosomo-
wej V-ATPazy i lizosomowej katepsyny B, pobierania H*
oraz objetosci lizosoméw [71, 73]. Tak wiec nadekspresja
BI-1 zwieksza aktywno$¢ lizosomdw, natomiast brak BI-1
zmniejsza aktywno$¢é tych organelli [73].

ROLA BI-1 W REGULACJI PROLIFERACJI KOMOREK

Wzrost i rozwdj organizméw wymaga $cisle kontrolowa-
nej proliferacji komdrek oraz selektywnego eliminowa-
nia zbednych komdérek. Jest istotne, ze w regulacje obu
tych proceséw moga by¢ zaangazowane te same biatka
regulacyjne. Wiadomo, ze gtéwna rola biatek rodziny
Bcl-2 jest wigzana z regulacja procesu apoptozy, ale
wykazano, Ze moga one niezaleznie wptywaé na przebieg
cyklu proliferacji komdrek [11]. Podobnie, oprécz cyto-
ochronnej roli biatka BI-1, mogg odgrywac istotng role
w inicjacji i regulacji przebiegu cyklu komérkowego [6].

Watroba ma bardzo duza zdolno$¢ do regeneracji i proli-
ferujace komdérki po cze$ciowej hepatoktomii sg dobrym
modelem do badat wejscia spoczynkowych hepatocytéw
w cykl komérkowy i przebiegu ich cyklu podziatowego.
Bailly-Maitre i wsp. [6] w badaniach prowadzonych na
regenerujacej watrobie wykazali, Ze u myszy pozbawio-
nych BI-1 (bi-17") proces regeneracji watroby odbywa sie
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szybciej niz u myszy typu dzikiego (bi-1*/*). Stwierdzili
tez, ze u myszy typu dzikiego poziom mRNA Bi-1 ulega
obnizeniu, co wskazuje, ze wejécie w cykl komérkowy
spoczynkowych komoérek jest zwigzane z redukcja eks-
presji tego biatka. Stwierdzono, ze u myszy brak BI-1 (bi-
17°) przyspiesza regeneracje watroby, co jest zwigzane z:

+  szybszym wej$ciem spoczynkowych hepatocytéw
w cykl komérkowy,

«  szybszym rozpoczeciem syntezy DNA w fazie S,

¢ wczedniejszym zwiekszeniem poziomu biatek
cykliny D1, cykliny D3, Cdk2 i Cdk4,

+  szybszg hiperfosforylacja Rb oraz

+  szybsza degradacjg bialtka p27, ktére jest inhibito-
rem Cdk [6].

Jest wazne, ze biatka rodziny Bcl-2 nie tylko reguluja wej-
$cie komérek na $ciezke apoptozy, ale takze mogg nieza-
leznie wplywaé na proliferacje komérek. Wykazano, ze
w komérkach pozbawionych antyapoptotycznego biatka
Bcl-2 cykl komérkowy przebiega szybciej, natomiast
nadekspresja Bcl-2 hamuje przejscie z G0 do fazy S [78],
co jest skorelowane ze zwiekszeniem poziomu inhibi-
tora Cdk (biatka p27), natomiast zmniejszeniem aktyw-
noéci NFAT (nuclear factor of activated T cells). Podobne
dziatanie obserwowano w badaniach innego antyapop-
totycznego biatka Bcl-X , ktére takze powodowato pod-
wyzszenie poziomu p27 i hamowanie Cdk potrzebne do
przejscia fazy G1 [34, 86]. Przeciwne dziatanie obser-
wowano w przypadku proapoptotycznych biatek Bax
i Bad [52, 86], stwierdzono bowiem, ze ich nadekspresja
promuje wejécie w faze S, co byto zwigzane z obnizeniem
poziomu p27 [12]. Tak wiec anty- i proapoptotyczne
biatka rodziny Bcl-2 dziataja przeciwnie na cykl komér-
kowy przynajmniej na kontrole poziomu p27. Na moz-
liwo$¢ niezaleznego wptywu Bcl-2 na apoptoze i cykl
komérkowy wskazujg badania, w ktérych wykazano, ze
mutacje tyrozyny w domenie BH4 antyapoptotycznych
biatek Bcl-2, Bcl-X, i Bcl-W nie wptywajg na zdolno$¢ do
wigzania sie z biatkami proapoptotycznymi (m.in. Bax)
i przeciwdzialanie apoptozie, natomiast znosi ich wptyw
na cykl komérkowy [45]. BI-1 i antyapoptotyczne biatka
rodziny Bcl-2 moga podobnie wptywaé na wejécie spo-
czynkowych komérek w cykl komérkowy i przebieg ich
cyklu podzialowego. Te podobiefistwa moga wynikaé
z prozyciowego ich dzialania, umiejscowieniu w btonach
ER i wplywu na homeostaze Ca*. Podobieristwo dziatania
BI-1 i Bcl-2 moze tez wynikaé z bezpo$redniego fizycz-
nego oddziatywania miedzy tymi biatkami, co umozliwia
ich wspétzalezny wptyw na procesy komérkowe.

ROLA BIAtKA BI-1 W PATOLOGII

Zakt6cenia w prawidtowym funkcjonowaniu komérek
przez czynniki endogenne, a takze abiotyczne i bio-
tyczne czynniki $rodowiska moga wywolywad rézne
choroby cztowieka, zwierzat i roélin. Silnie dzialajace
czynniki, szczegdlnie stresu abiotycznego, moga powo-
dowal nekrotyczng $mieré komdérek, natomiast je$li
dziatanie stresu nie przekracza progu zdolno$ci komérek

do reagowania na ich patologiczne dziatanie, to moga
by¢ aktywowane mechanizmy obronne. Mechanizm
obronny moze mieé prozyciowy, naprawczy, adaptacyjny
charakter, ale moze tez polega¢ na kierowaniu komérki
na $ciezke PCD i w ten sposdb eliminowal z organizmu
uszkodzone komdérki.

W regulacji mechanizméw obronnych uczestnicza biatka
antyapoptotyczne, w tym biatko BI-1. Na zaangazowa-
nie tego biatka w przebiegu réznych choréb wskazuje
znaczna zmiana jego poziomu w uszkodzonych komér-
kach. Obserwowano ja m.in. podczas rozwoju choroby
nowotworowej, podczas uszkodzenia komérek przez nie-
dotlenienie-reperfuzje, cukrzyce, otylo$é, podczas rege-
neracji watroby i infekcji przez drobnoustroje [88, 89].

BI-1W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Komdrki nowotworowe majg uposledzona fizjologiczng
regulacje procesu apoptozy. Wéréd licznych genéw,
ktérych ekspresja ulega zmianie w tych komérkach,
rozwdj choroby nowotworowej moze by¢ zwigzany
ze zmiang ekspresji genu kodujacego antyapopto-
tyczne biatko BI-1. W komérkach nowotworowych,
podobnie jak w innych komdérkach, jego nadekspre-
sja moze przeciwdziata¢ indukcji mitochondrialnego
szlaku apoptozy, natomiast obnizenie ekspresji BI-1
moze sprzyja¢ obumieraniu takich nieprawidtowych
komérek. Na zaagazowanie antyapoptotycznej aktyw-
no$ci tego biatka wskazuje znaczne podwyzszenie
jego poziomu, zwlaszcza w komérkach nowotwordw
ztodliwych tworzacych przerzuty. Nadekspresje BI-1
wykazano w nowotworach m.in.: stercza, ptuc, noso-
wogardtowego, macicy, szyjki macicy, jajnikéw, peche-
rza, glejaka, ostrej biataczce szpikowej i piersi [33, 46,
69, 88, 114]. W kilku nowotworach stwierdzono obnize-
nie ekspresji BI-1, w tym w nowotworze zotadka, okrez-
nicy, nerki, ptuc i odbytnicy [35]. Obnizenie poziomu
BI-1 w komdrkach niektérych nowotwordw wskazuje,
ze zalezno$¢ miedzy jego poziomem a rozwojem cho-
roby nowotworowej nie jest wiec jednoznaczna. Réz-
nice moga by¢ zwigzane z oddzialywaniem biatka BI-1
na funkcjonowanie komérek nowotworowych, na rézne
procesy, ktérych nasilenie moze mie¢ swoisty tkankowo
charakter. Liczne dane wskazujg jednak, ze intensywny
rozwGj nowotworu jest zwiazany ze zwigkszeniem eks-
presji biatka BI-1, z jego cytoochronnym dziataniem.
Znaczenie BI-1 w rozwoju tej choroby potwierdzono
w badaniach, w ktérych eksperymentalnie obnizano
poziom BI-1. Aktywacje kaspazy-3 i znaczne zwieksze-
nie liczby spontanicznych apoptoz obserwowano po
transfekcji swoistego interferujacego RNA (RNAi) do
komdérek nowotworowych stercza, piersi, ptuc i nowo-
tworu nosowogardlowego [35, 36, 114], przy czym
mogto to by¢ tkankowozalezne. W nowotworze piersi
obnizenie ekspresji BI-1 (z uzyciem siRNA) powodowato
zwiekszenie liczby spontanicznych apoptoz komdérek
estrogenozaleznych, a prawie nie wptywato na obumie-
ranie komdrek estrogenoniezaleznych [35]. Obnizenie
poziomu BI-1 w komdrkach nowotworowych i zwiek-
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szenie liczby spontanicznych apoptoz uzyskano tez po
tranformacji genem antysens BI-1 i genem kodujacym
BI-1 biatko pozbawione C-kotica (CABI-1) [69, 108].

Wykazano, ze BI-1 moze powodowaé rozwdj nowotwo-
réw i ich inwazyjno$é m.in. przez:

+  zmiane metabolizmu glukozy, skierowanie jej
w strone glikolizy i zmniejszenie aktywno$ci dehy-
drogenazy pirogronianowej [69],

+  redukcje pozakomérkowego pH [69],

+  aktywacje NHE (sodium hydrogen exchanger) [39],

«  redukcje wytwarzania ROS przez bezposrednig inte-
rakcje z reduktazg NADPH-P450 [59], oraz

+ interakcje z G-aktyng i stymulacje polimeryzacji
aktyny, co zwieksza ruchliwo$¢ i adhezje komdrek [69].

W utrzymaniu zywotno$ci komdrek nowotworowych
moze tez uczestniczy¢ autofagia, zwlaszcza gdy ich
zapotrzebowanie na pokarm przewyzsza iloéci dostar-
czane przez naczynia. Rozwojowi nowotwordw sprzyja
powstanie patofizjologicznego mikro$rodowiska, ktére
charakteryzuje sie¢ warunkami niedotlenienia, niedo-
boru pokarmu i zakwaszeniem. Zakwaszenie $rodowi-
ska jest regulowane przez aktywno$¢ kanatéw jonowych
i transporteréw, np. Na“/H* (NHE) lub Cl/HCO, [75]. Przy
nadekspresji BI-1 zakwaszenie moze zwieksza¢ wzmo-
zone pobieranie glukozy, a obnizenie aktywnosci dehy-
drogenazy pirogronianowej nasila glikolize, prowadzac
do nagromadzenia mleczanu [75].

Analiza proteomu nowotworu piersi wykazata pod-
wyzszony poziom biatek antyapoptotycznych, w tym:
BI-1, Bcl-2, Bcl-X, i IAPs, z czym mozna wigza¢ chemio-
odporno$é nowotworu [35]. Wrazliwo$¢ na czynniki
terapeutyczne uzyskano w badaniach prowadzonych
z interferencyjnymi RNA Bcl-2 i XIAP, a w komérkach
MD-MBA-231 i nowotworu stercza z BI-1, gdzie obser-
wowano spontaniczne apoptozy [35, 77]. Badana jest
mozliwo$¢ terapeutycznego wykorzystania BI-1 jego
nadekspresji jako markera obecnosci komérek nowotwo-
rowych albo zwiekszania liczby spontanicznych apop-
toz po eksperymentalnym obnizaniu poziomu BI-1 [36].
W chemioterapii nowotworéw (m.in. biataczce i chto-
niaku) stosowane sg daunorubicyna i doksorubicyna,
ktére sg antracyklinami pochodzacymi ze Streptomyces.
W badaniach in vitro stwierdzono, ze mogg one swoiscie
wigzad sie z BI-1, hamowac¢ jego aktywno$¢ i znosié zdol-
no$¢ BI-1 do przeciwdziatania obumieraniu komérek
indukowanemu takze przez stres ER [113].

BI-1 W ETIOLOGII INNYCH CHOROB

Zaangazowanie biatka BI-1 i jego cytoochronnej aktyw-
nos$ci badano takze w niektérych innych chorobach.
Wykazano m.in. znaczenie tego biatka BI-1 podczas
regeneracji watroby, splenomegalii, a takze niedokrwie-
nia-reperfuzji, cukrzycy i otylto$ci oraz depresji i anhe-
donii [7, 62]. Stwierdzono, ze nadekspresja BI-1, przez
zmniejszenie stresu ER, chroni przed ostrym uszkodze-

niem mézgu [66]. Wyniki uzyskane przez Kim i wsp. [62]
w badaniach prowadzonych na myszach wskazuja, ze
nadekspresja BI-1 wptywa na reakcje autoimmunolo-
giczng, powoduje bowiem podtrzymanie aktywnosci
ERK i redukuje tworzenie ROS, a to hamuje obumieranie
komérek indukowane podczas reakcji autoimmunolo-
gicznej. Myszy bez BI-1 (BI-1-/-) cierpiace na leukope-
nie i erytrocytoze maja w marginalnej strefie §ledziony
zwiekszona liczbe komérek B, wiekszg zawarto$é i zwiek-
szong translokacje do jadra czynnika NF-kB, co jest sko-
relowane z podwyzszeniem poziomu Ca* w cytozolu
i w ER [79]. Wykazano tez, ze BI-1 przez redukcje aktyw-
no$ci CYP2E1 i tworzenia ROS przeciwdziata otylto$ci
indukowanej przez diete wysokottuszczowa. Akumula-
cja tluszczu w watrobie jest $ci$le zwigzana z opornoscia
na insuline. Brak BI-1 przy diecie wysokottuszczowej
powoduje hiperglikemie zwigzang ze zmniejszeniem
tolerancji glukozy i odporno$cia na insuline, natomiast
ekspresja BI-1 zwieksza metabolizm glukozy i wrazliwo$¢
na ten hormon. BI-1, takze w hepatocytach HepG2 redu-
kuje stres ER indukowany przez palmitynian i zalezne od
CYP2E1 wytwarzanie ROS [74].

BI-1 PODCZAS STRESU SRODOWISKOWEGO

Czynniki $rodowiskowe wywolujgce stres abiotyczny
i biotyczny moga powodowaé obumieranie komdérek
w procesie nekrozy lub PCD. Skutkom dziatania tych
czynnikéw stresowych moze przeciwdziata biatko BI-1.
Stwierdzono, ze podwyzszony poziom BI-1 zwieksza
uroélin tolerancje na stres abiotyczny, w tym na: wysoka
i niska temperature, susze, wysokie zasolenie, zalewanie
i zranienie, a takze na stres spowodowany przez metale
ciezkie i chemiczne czynniki indukujace stres oksyda-
cyjny. Pomiary poziomu transkryptu/biatka BI-1 wyka-
zaly, ze te stresory znacznie zwiekszajg zawartosci biatka
BI-1 w komérkach [17, 27, 49, 93, 103]. W badaniach pro-
wadzonych na Capsicum annuum obserwowano indukcje
syntezy BI-1 juz w pierwszej godzinie dziatania stre-
sora i po okresie zmniejszenia, nastepowato wyrazne
zwiekszenie syntezy tego biatka [49]. Potwierdzenie
anty-PCD dziatania BI-1 u roslin poddanych dziataniu
czynnikom stresu abiotycznego uzyskano w badaniach,
w ktérych eksperymentalnie podwyzszano lub obnizano
ekspresje tego biatka w komérkach. Nadekspresja BI-1
(po ich transformacji ro§linnymi genami BI-1) powo-
dowata zmniejszenie obumierania komérek indukowa-
nego przez abiotyczne stresory [17, 49, 103], natomiast
roéliny po transformacji zmutowanym genem Bi-1 (np.
atbil-1), konstruktem antysens BI-1 lub swoistym siRNA,
mialy zmniejszong tolerancje na stres przejawiajaca sie
m.in. zwiekszong umieralno$cig komdrek [8, 27]. Badania
prowadzone na komérkach zawiesinowych tytoniu linii
BY-2 wykazaly, Ze egzogenna melatonina zwieksza eks-
presje BI-1 chroniac tym samym przed PCD komdrki eks-
ponowane na otéw [64]. Wéréd streséw §rodowiskowych
szczegdlne zainteresowanie dotyczy stresu biotycznego,
poniewaz atak patogennych mikroorganizméw (grzy-
béw, bakterii, wiruséw i wiroidéw) powoduje choroby
cztowieka, zwierzat i ro$lin. Dzieki réznym mechani-
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zmom obronnym organizmy nie s kolonizowane przez
wiekszo$¢ potencjalnych patogendw. Moze tez istnieé
wyrazna zalezno$¢ miedzy gatunkiem a nawet postacia
pasozyta, gatunkiem ro$liny-zywiciela. Dla przyktadu,
biotroficzny grzyb Blumeria graminis f. sp. hordei infekuje
zyto, natomiast nie rozwija sie na pszenicy, ktéra sku-
tecznie atakuje Blumeria graminis f. sp. tritici [29, 34].

lnfckcje przez wirusy i bakterie

Namnazanie wiruséw i bakterii moze zachodzi¢ w zywych
komérkach, a wiec strategia rozwoju tych pasozytéw
obejmuje przeciwdziatanie obumieraniu komérek zywi-
ciela. Tlustracja prozyciowego i proapoptotycznego
wplywu wirusowego biatka na komérki bakterii-zywiciela
sg holiny i antyholiny, ktére podczas cyklu rozwojowego
bakteriofagéw kontrolujg lize komérek bakterii [101].
Przeciwdzialanie obumieraniu komérek zywiciela moze
polega¢ na kodowaniu BI-1-podobnych biatek lub wpro-
wadzaniu do komdrek gospodarza substancji, ktére
wzmacniaja ich antyapoptotyczne dziatanie biatka BI-1.
Opisano przynajmniej kilka przypadkéw angazowania
biatek BI-1-podobnych w przebieg infekcji przez wirusy.
Przeglad BLAST, wykazat znaczng homologie TMBIM
(rodziny biatek BI-1) ludzi z 10 biatkami wirusa HCMV
(cytomegalowirusa) tworzacymi rodzine US12 (US12-
21) [76]. Biatka tej rodziny majg topologie podobng do
TMBIM (zawierajg 7 TMD), prawdopodobnie umiejsca-
wiaja sie w blonach wewnatrzkomérkowych organelli
komérki gospodarza i odgrywaja istotng role w wirulencji
(m.in. wptywajac na homeostaze Ca?). Wirusy, takie jak
CMLV (Camelpox virus), CPXV (Cowpox virus) i niektére
VACV (Vaccinia viruses) koduja TMBIM4-podobne biatka
(VTMBIM4) [15]. Po infekcji, vTMBIM4 w komérkach
gospodarza przemieszcza sie do ER i GA, przeciwdziata
PCD, co sprzyja replikacji wirusa bez zabijania komdrki
gospodarza. vTMBIM4, tak jak hTMBIM4, uczestnicza
w regulacji homeostazy Ca? [96]. W badaniach prowadzo-
nych na Arabidopsis i Nicotiana benthamiana infekowanych
potywirusem i poteksywirusem stwierdzono, ze biatka
6K2 potywirusa i TGB3 potekswirusa umiejscawiaja sie
w ER, kotwicza wirusowg replikaze, hamujg przemieszcza-
nie kompleksu tych biatek i przez wptyw na szlak IRE1/
bZIP60 i BI-1 hamuja systemowg akumulacje wiruséw,
zwiekszajac tolerancje na te patogeny [31]. U Escherichia
coli (szczep K12) zidentyfikowano trzy biatka BI-1-po-
dobne: YccA, YbhL i YbhM, a u Bacillus subtilis biatko BsY-
et [81]. Cytoochronna rola tych biatek zostata opisana
tylko czesciowo, ale uzyskano dane wskazujgce na ich
znaczenie podczas stresu srodowiskowego (w tym szoku
niskiej i wysokiej temperatury).

Patogenne bakterie moga tez wydziela¢ do komérek
gospodarza rézne substancje, ktére hamujg proces apop-
tozy, m.in. przez rozcinanie proapoptotycznego biatka
z rodziny BH3-only, blokowanie aktywacji kaspazy lub
aktywacje kinazy biatkowej Akt (protein kinase B) [38].
Istotny jest mechanizm, w ktérym bakterie moga wyko-
rzystywaé cytoochronny system komérki gospodarza.
Po infekcji komérek (np. Hela) przez patogenne bakte-

rie Escherichia coli EPEC (enteropathogenic) i EHEC (ente-
rohemorrhagic) [38] wydzielaja (przez system sekrecji
typu I1) do komdrki-zywiciela efektorowe biatko Nleh,
ktére wigze sie N-koficem BI-1. Utworzenie kompleksu
Nleh-TMBIM6/BI-1 zwieksza antyapoptotyczng aktyw-
nos$¢ biatka BI-1, natomiast mutacje N-korica lub brak
BI-1 powodujg utrate antyapoptotycznej aktywnosci
NleH [38]. Prawdopodobnie homologi NleH wydziela tez
Salmonella, chociaz nie wiadomo, czy one takze hamuja
apoptoze przez wigzanie si¢ z BI-1.

Interakcja rosliny-grzyby patogenne

Dla licznych patogennych mikroorganizméw (wiru-
séw, baterii i grzybéw) zywicielami sa roliny, ich atak
powoduje choroby roélin zwane: wirozami, bakterio-
zami i mikozami. Wiekszo$¢ choréb roslin jest spowodo-
wana infekcjg przez pasozytnicze grzyby. Opisane rézne
aspekty interakcji pasozytniczy grzyb-roslina zywiciel.
Kolonizacja roslin przez patogenne grzyby zwieksza
poziom biatka BI-1 w komdrkach zywiciela, przy czym
jego rola moze by¢ rézna, zaleznie od biologii patogena,
od sposobu pozyskiwania przez nie pokarmu. U biotro-
féw, ktére pobierajg pokarm z zywych komdérek, szyb-
kie obumieranie komérek gospodarza odcina patogen od
zrédia pokarmu, co przeciwdziala jego rozprzestrzenia-
niu sie, natomiast u nekrotroféw, ktére czerpig pokarm
z martwych (uprzednio zabitych komérek) obumiera-
nie komérek sprzyja wzrostowi patogena. Hemibiotrofy
poczatkowo odzywiaja sie jak biotrofy, a nastepnie jako
nekrotrofy. Tak wiec, zgodnie z oczekiwaniem, podwyz-
szony poziom biatka BI-1 zwieksza wrazliwo$¢ na bio-
trofy, a ogranicza rozwdj nekrotroféw.

Zgodnie z hipoteza ,,gen-do-genu” uruchomienie mecha-
nizméw obronnych u roélin nastepuje przy zgodno$ci
genu R u roéliny z czynnikiem Avr patogena. U roslin geny
R ulegaja ekspresji gtéwnie podczas indukcji odporno-
$ci na uszkodzenia, uczestnicza w rozpoznaniu patoge-
ndéw [44] i przez aktywacje kaspazopodobnych proteaz
prowadza do HR bedacej jednym z typéw $mierci komérki.

Infekcja jeczmienia przez biotroficzny grzyb Blumeria
graminis f. sp. hordei powoduje indukcje ekspresji genu
HvBI-1 zaréwno podczas interakcji kompatybilnej,
jak i niekompatybilnej [4, 28], chociaz moze sie réznié
u odpornych i wrazliwych odmian jeczmienia. Nade-
kspresja BI-1 w miejscu interakcji z B. graminis f. sp. hor-
dei z komérkami epidermy gospodarza lokalnie hamuje
tworzenie ROS [28, 47], a takze moze przywraca¢ odpor-
no$¢ po utracie MLO (mildew locus), ktéry jest nega-
tywnym regulatorem obumierania komdrki i reakcji
obronnej [4]. U jeczmienia ze zmutowanymi allelami
genu Mlo obserwowano spontaniczne obumieranie
komorek i szeroki zakres odpornosci na Blumeria grami-
nis f.sp. hordei, natomiast genotypy Mlo sg bardzo wraz-
liwe na hemibiotroficzny patogen Magnaporthe grisea
i na indukcje nekroz przez filtrat kultur Bipolaris soroki-
niana [53]. U biotroficznych patogenéw profil ekspresji
BI-1 jest bardzo podobny do ekspresji genu Mlo. Ponie-
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waz nadekspresja BI-1 indukuje wrazliwo$¢ na penetra-
cje Blumeria graminis f.sp. hordei nawet u mutanta mlo,
BI-1 podobnie jak MLO, moze wspieraé szlak przezycia
i zastepowaé MLO w represji odpornoéci. BI-1 moze wiec
poéredniczy¢ we wrazliwosci na ten patogen niezaleznie
lub w szlaku ponizej MLO.

PODSUMOWANIE

Utrzymanie funkcjonalnej homeostazy w organizmie
wielokomdrkowym wymaga usuwania komérek zbed-
nych i uszkodzonych. Ich eliminowanie odbywa sie
dzieki genetycznie warunkowanej zdolnosci komérek
do samobdjczej $mierci zwanej $mierciag programo-
wang (PCD). Proces PCD jest indukowany przez sygnaty
pozakomdérkowe i sygnaty wynikajace z monitorowania
prawidtowosci funkcjonowania komérki. PCD zachodzi
podczas calej ontogenezy, uczestniczy bowiem w histo-
genezie i formowaniu organdw, a takze w adaptacji do
warunkéw $rodowiska i w reakcji na abiotyczny i bio-
tyczny stres §rodowiskowy. Procesy PCD zwierzat i roélin
sg podobne, a réznice w sposobie obumierania komérek

PISMIENNICTWO

mogg wynika¢ z odmiennej drogi ewolucyjnej organi-
zméw tych dwéch krélestw po dywergencji z jednoko-
mérkowego przodka. Genomy zwierzat i roslin zawieraja
liczne geny pro-PCD i nie mniej liczne geny przeciwdzia-
tajace kierowaniu komérek na droge samobdjczej $mieci.

Wsréd biatek regulujacych PCD wykryto inhibitor Bax 1
(BI-1). Biatko to poczatkowo zidentyfikowano jako inhi-
bitor indukowanej przez BAX apoptozy w komdrkach
drozdzy. Badania przeprowadzone na wielu gatunkach
nalezacych do réznych krélestw wskazuja, ze BI-1 jest
ewolucyjnie konserwatywnym regulatorem PCD. BI-1
oddziatuje z regulatorami apoptozy z rodziny Bcl-2. Jego
wplyw na $mieré¢ komérki obejmuje zmiany wewnatrz-
komdérkowego poziomu Ca? oraz w obrebie szlakéw
sygnatowych ER m.in. przez IRE1 a. BI-1 wplywa tez na
metabolizm sfingolipidéw, regulacje autofagii, polimery-
zacje aktyny, aktywnos¢ lizosomédw, a takze proliferacje
komérek. Skutkiem dziatania anty-PCD przez BI-1 jest
mozliwo$¢ poczgtkowego przystosowania sie komérki do
stresu. Poznanie mechanizmu dziatania BI-1 moze przy-
nie$¢ znaczace korzysci terapeutyczne ludziom.
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