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Dnia 12 lutego 1987 roku zmarta niespodziewanie, w petni sit twoérczych
profesor doktor habilitowany Maria Gabriela Sarzata-Drabikowska. Wy-
bitny biochemik, specjalistka w zakresie biochemii bton biologicznych, kie-
rownik Pracowni Biomembran Komérek Kurczliwych w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, z ktérym zwigzana
byta przez caly okres swojego zycia naukowego.

Uirodzona w 1936 roku w Rebowie, jako studentka Wydziatu Biologii
i Nauki o Ziemi, w 1959 r. wykonata w Instytucie prace magisterska, a juz
woéwczas ujawnione zdolnosci i predyspozycje do jprowadzenia badan
naukowych zadecydowaty o przyjeciu Jej do grona statych pracownikéw
Instytutu. Wczesne Jej prace badawcze dotyczyly enzyméw biorgcych
udziat w procesach metabolizmu i wchtaniania lipidéw w przewodzie po-
karmowym zwierzat. Badania nad fosfataza kwasu fosfatydowego w jelicie
byly przedmiotem Jej pracy doktorskiej, zakonczonej uzyskaniem stopnia
doktora nauk przyrodniczych w 1966 r. Duzy wptyw na Jej dalszg prace
naukowa miat staz w Uniwersytecie w Utrechcie w latach 1968— 1969, kt6-
ry skierowat Jej zainteresowania na komponente lipidowa bion biologicz-
nych. Badania swe prowadzone nad metabolizmem i rola lipidéw w funk-
cjonowaniu bton komorki miesniowej — sarkolemy i bton sarkoplazma-
tycznego retikulum rozszerzyta tez na badania biatek btonowych. W 1973
roku M. Gabriela Sarzata-Drabikowska zostata kierownikiem nowoutwo-
rzonej Pracowni Biomembran Komérek Kurczliwych. W roku 1975 uzys-
kata stopien doktora habilitowanego a w roku 1983 zostala mianowana
profesorem nadzwyczajnym. W ostatnich latach Jej zainteresowania nau-
kowe koncentrowaty sie na zmianach zachodzacych w btonach migesniwych
w czasie rozwoju i w stanach patologicznych. Szczegdlnie interesujace sa
Jej badania nad molekularng organizacjg bton, zwlaszcza asymetrycznym
rozmieszczeniem ich skitadnikéw. Opublikowata 42 prace eksperymentalne
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i 5 artykutéw przegladowych.
W uznaniu Jej zastug naukowych zespot kierowany przez profesor Sarza-
te-Drabikowska otrzymat dwukrotnie (w latach 1973 i 1978) nagrode Se-
kretarza Naukowego PAN. Byta cztonkiem Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego i Komitetu Cytobiologii. Prowadzita szeroka wspoétprace z la-
boratoriami polskim i zagranicznymi. Szczeg6lnie owocne i wazne byty
Jej kontakty z Uniwersystetem w Londynie i placéwkami naukowymi we
Witoszech. Jako ceniony i uznany biochemik bywata czesto zapraszana do
udziatu w miedzynarodowych zjazdach, sympozjach i szkotach biochemicz-
nych.



Miata szerokie zainteresowania i duzg wiedze, ktorg sie chetnie dzielita.
Wyksztatcita wielu pracownikéw naukowych. Pod Jej opieka zostato wy-
konanych 6 prac doktorskich, a 3 dalsze doktoraty Jej wychowankoéw sg
kwestia najblizszej przysztosci. Jedna z Jej wspoipracowniczek uzyskata
stopien doktora habilitowanego. Jako kierownik prac doswiadczalnych wy-
kazywata wiele inicjatywy, byta wymagajaca, ale niezwykle wyrozumiata
i zyczliwa, i potrafita wytworzy¢ klimat harmonijnej wspétpracy.

Tak wczesne odejscie Profesor Sarzaly-Drabikowskiej jest dotkliwag
stratg dla Jej wspoéipracownikéw i kolegéw. Pozostanie w ich pamiegci nie
tylko jako wybitny biochemik, ale réwniez jako serdeczny opiekun i przy-

jaciel.

Uczniowie i przyjaciele
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Wykaz stosowanych skrétéw:

HIV, LAV, HTLV-Ill — ludzki wirus braku odpornosci GRID, AIDS — zesp6t nabytego
braku odpornosci HTLV-l, HTLV-Il — ludzki wirus limfotropowy typ | i Il, HTLV-
IV — ludzki wirus braku odpornosci immunologicznej typ IV, STLV-IIIAGM, STLV-
H IMAC — malpi wirus braku odpornosci immunologicznej typ AGM i MAC, TIAV —
wirus biataczki zakaznej (konski), ALV — wirus biataczki zto$liwej (ptasi), BLV —
wirus biataczki (cielecy), Mo-MulLV — wirus biataczki limfatycznej (mysi) szczep
Moloneya, RSV — wirus miesaka Rousa (ptasi), gag— gen kodujacy biatka struktu-
ralne wirusa, poi — gen kodujacy odwrotng transkryptaze, env — gen kodujacy gli-
koproteiny otoczki, sor — krétka otwarta ramka odczytu (ang. short open reading
frame), 3'orf — otwarta ramka odczytu kodujaca
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biatko o masie 27000, TAR — sekwencja bedaca receptorem dla transaktywatora
(ang. trans-acting responsive sequence), TAT — regulacja genéw poprzez transakty-

wacjg, tat-111 — peptyd transaktywujacy, trs, art — gen kodujgcy potencjalny regu-
lator ciecia i sktadania RNA (ang. trans-acting regulator of splicing), x-LOR — gen
kodujacy regulator transkrypcji w genomie HTLV-l i HTLV-Il, NCR — region ko-

dujacy drugi ekson peptydu tat-I11

I. Wprowadzenie

Jedng z nowych choréb cywilizacyjnych, znang nam wszystkim z relacji
chocéby prasowych jest zesp6t nabytego braku odpornosci immunologicz-
nej — wywotywany przez ludzki retrowirus, przekazywany gtéwnie drogag
piciowa. Artykut ten jest poswiecony oméwieniu budowy genomu tego
wirusa.

Badania nad strukturg i funkcjg genomu HIV sg istotne z punktu wi-
dzenia etiologii choroby, jak réwniez dostarczajg nowych danych na temat
funkcjonowania uktadu immunologicznego i ekspresji genéw w ludzkich
komérkach. Zagrozenie nowag pandemig spowodowato koncentracje wysit-
kow wirusologéw molekularnych na tych badaniach.

W ciggu dwoéch lat (1983— 1985) wirus zostat wyizolowany, a genomy
jego szczepow zsekwencjonowane. UzyskaliSmy wzglednie peiny obraz
czynnosci poszczegblnych fragmentéw genomu HIV. Nalezy to traktowad
jako jedno z waznych osiaggnie¢ biologii molekularnej, istotny etap w opra-
cowywaniu strategii zwalczania tej groznej choroby.

Il. Dane epidemiologiczne

Raporty Osrodka Kontroli Choréb w Atlancie w USA z 1981 r. wyka-
zaly nagly wzrost zuzycia lekéw stosowanych przy zapaleniu ptuc spowo-
dowanych pierwotniakiem Pneumocystis carinii. Ten rzadki rodzaj zapa-
lenia pluc wystepuje zazwyczaj u pacjentow, u ktérych funkcjonowanie
systemu immunologicznego jest powaznie zaklécone. Jednocze$nie w Ka-
lifornii stwierdzono wystgpienie tego typu zapalenia ptuc u pieciu mtodych
mezczyzn uprzednio nie wykazujgcych zadnych objawéw spadku odporno-
Sci. Wszyscy pacjenci mieli jedng wspélng ceche — byli homoseksualista-
mi. W zwigzku z tym poczatkowo nowg chorobe nazwano GRID (gay rela-
ted immunodeficiency). Pézniej okazato sie, ze nie tylko homoseksualisci
padaja jej ofiarg i stad nowa nazwa okreslajgca wytgcznie medyczny punkt
widzenia: AIDS — acquired immune deficiency syndrome czyli: zesp6t na-
bytego braku odpornosci immunologicznej. Wkrdétce okreslono tzw. grupy
wysokiego ryzyka, ws$rod ktérych prawdopodobienstwo zachorowania jest
najwieksze. Sg to: homoseksualisci, chorzy na hemofilie, narkomani pobie-
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rajagcy narkotyki dozylnie, prostytutki, chorzy, u ktérych wystepuje ko-
niecznos$¢ stosowania czestych transfuzji, kobiety wspotzyjgce z osobnika-
mi biseksualnymi [1]. Poniewaz infekcja przenosi sie w sposéb poziomy
(nie jest przekazywana genetycznie), podejrzewano wystepowanie czynni-
ka infekcyjnego odpowiadajgcego za jej powstawanie [2]. | rzeczywiScie,
z krwi chorych wyizolowano czynnik uwazany za patogeniczny w tej cho-
robie [3, 4, 5] — jest to wirus z grupy retrowiruséw (patrz dalej), a z su-
rowicy krwi— przeciwciata przeciwko antygenom tego wirusa [6, 7].
Choroba jest przenoszona drogg ptciowg oraz przez krew. Wirus byt wy-
izolowany z krwi [3, 4, 5], szpiku kostnego, gruczotéw limfatycznych [3],
komorek $ledziony, plemnikéw [8, 9], komérek ukitadu nerwowego oraz
sliny [9]. Skazenia stwierdzono rowniez w bankach krwi, spermy i narzag-
doéw uzywanych do transplantacji (rogéwki). Szczeg6lne zagrozenie homo-
seksualistow nie wynika z samego charakteru kontaktéw seksualnych,
a raczej z ich czestotliwosci, przypadkowos$ci w doborze partneréw, a tak-
ze znacznej podatnosci Sluzowki rectum na mechaniczne uszkodzenia, co
utatwia przedostawanie sie wirusa do krwi. Przypuszczalnie homoseksua-
lisci byli pierwszg grupg w USA i w Europie, ktéra zetkneta sie¢ z wiru-
sem i stad poczatkowe rozprzestrzenianie sie HIV w jej obrebie [10].

Obraz choroby jest bardzo ztozony ze wzgledu na mnogo$¢ objawow.
Chorzy cierpig na ciagte stany podgorgczkowe i wysokie temperatury,
obrzeki gruczotéw limfatycznych, zaburzenia funkcjonowania uktadu lim-
fatycznego np. trombocytopenie (zmniejszenie liczby ptytek krwi), nocne
poty, biegunki, utrate wagi. W poézniejszych etapach pojawiaja sie dys-
funkcje centralnego ukitadu nerwowego takie jak: encefalopatia, demen-
cja, catkowite ostabienie Swiadomosci, zaburzenia ruchu oraz niedowtad
miesni. Koncowej fazie choroby towarzyszg réznego rodzaju nowotwory,
w tym réwniez ztosSliwe jak np. miesak Kaposi'ego, chtoniaki i biataczki.
Symptomatyczne dla przebiegu choroby jest czeste wystepowanie rozma-
itych infekcji towarzyszgcych wywotanych przez bakterie, wirusy, grzy-
by, pierwotniaki i inne pasozyty zwykle nie chorobotwércze [11]. Sa to
tak zwane infekcje oportunistyczne. Obraz morfologiczny krwi u chorych
na AIDS wykazuje znaczny spadek liczby limfocytéow T, a szczegolnie
tych, ktére maja na swej powierzchni receptory T4 [12, 13].

Czynnikiem etiologicznym AIDS jest wirus nalezgcy do grupy retro-
wiruséw (nota bene jeden z trzech dotychczas znanych retrowiruséow ludz-
kich), wykazujacy tropizm w stosunku do podgrupy limfocytow T zwanych
pomocniczymi (helper). Poczagtkowo nazwano go LAV (ang. lymphoadeno-
pathy associated virus), lub HTLV-IIl (ang. human T-cell lymphotropic
virus) [1, 10]. Pozostate dwa ludzkie retrowirusy: HTLV-I [14] i HTLV-I1I
wykazujg takze powinowactwo do limfocytéw T4. HTLV-I powoduje
ostrg forme limfoidalnej biataczki u os6b dorostych, natomiast wystepo-
wanie HTLV-Il wigze sie z rzadka postacig biataczki zwanej biataczka
witochato-komdrkowg [10]. Réznica w koncowym efekcie dziatania tych
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trzech wiruséw jest bardzo znaczna: podczas gdy HTLV-l i HTLV-Il po-
wodujg nieograniczong proliferacje limfocytow T4, HIV je zabija — stad
spadek liczby limfocytéw T4 u pacjentéw z AIDS [1].

Limfocyty T4 odgrywaja kluczowg role w odpowiedzi immunologicznej
organizmu na antygen. Pobudzajg one limfocyty T8 — cytotoksyczne —
zdolne zniszczy¢ konkretny cel i stymulujg dziatanie makrofagéw oraz
produkcje przeciwciat przez limfocyty B. Zakazone przez HIV limfocyty
T4 dzialaja nieprawidtowo i nie namnazajg sie, bowiem nie wytwarzaja
odpowiedniej limfokiny — interleukiny 2 (IL-2), niezbednej do podtrzy-
mania ich podziatéw. Brak produkcji przeciwciat oraz drastyczny spadek
ilosci komdérek T4 powodujg zachwianie funkcji immunologicznych orga-
nizmu chorego [1].

HIV to wirus wolno dziatajgcy — okres latencji AIDS od zakazenia
do rozwinigcia wyraznych objawéw choroby wynosi ok. 5 lat [1, 10]. Znane
sg jednak réwniez przypadki gwattownego przebiegu choroby, czesto kon-
czgce sie remisjg [1].

Choroba rozwija sie w spos6b pandemiczny. Pod koniec 1985 r. stwier-
dzono, ze w USA zetkneto sie z HIV od 400.000 do 1.000.000 os6b, co zna-
czy, ze wykazano u nich dodatni odczyn serologiczny w stosunku do anty-
genow HIV [10]. Ale jak dotad, jedynie u ok. 8— 10°/0 tzw. osobnikéw sero-
pozytywnych rozwija sie petna forma choroby [10]. Przewiduje sie (dane
zaczerpniete z prasy amerykanskiej), ze do roku 1990 liczba os6b wyka-
zujacych dodatni odczyn serologiczny wzro$nie do 100.000.000. Do chwili
obecnej stwierdzono, w USA i w Europie lgcznie, ok. 20 000 zachorowan
na AIDS [1, 10].

Cztery rejony na Swiecie sg szczeg6lnie dotkniete AIDS: USA (a zwta-
szcza regiony wokot miast Los Angeles, New York, San Francisco), Europa
Zachodnia, Haiti, Afryka Réwnikowa, a szczeg6lnie Zair [1].

Ill. Systematyka, izolowanie, nazewnictwo i morfologia wirusow AIDS

Systematycy wyrézniaja trzy podgrupy retrowiruséw [15]:

— wirusy onkogenne (Oncovirinae) — powodujgce leukemie, limfomy
i innego typu nowotworzenia;

— wirusy spieniajgce (Spumavirinae) — powodujgce wakuolizacje ko-
morek w hodowlach tkankowych, ale nie wywotujgce zadnej znanej cho-
roby;

— wirusy powolne (Lentivirinae) — powodujace cytopatyczne efekty
w hodowanych kulturach tkankowych i wolno rozwijajace sie choroby
u ssakéw, w tym u cztowieka [16].

Wirus HIV po raz pierwszy zostat wyizolowany przez naukowcow z In-
stytutu Pasteura w Paryzu pracujgcych pod kierunkiem L. Montag-
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nier’'a Poniewaz wirus zabija limfocyty T4, w ktérych sie namnaza —
poczatkowo nie udawato sie utrzymacé hodowli tkankowej zarazonych lim-
focytow— totez wyizolowanie go bylo powaznym problemem.

Montagnier i wspoétpracownicy [1, 2] zdecydowali sie
na podjecie prob wyizolowania wirusa z hodowli, limfocytow T4 uzyska-
nych z krwi pacjenta wykazujgcego tylko poczatkowe objawy choroby.
Badacze zaktadali, ze w tym stadium populacja zakazonych limfocytow T4
jest jeszcze stosunkowo duza. Aby umozliwi¢ nagromadzenie sie wirusa w
zakazonych komorkach, do hodowli dodano przeciwciata skierowane prze-
ciwko a-interferonowi. Komorki zakazone wirusem wydzielajg bowiem
a-interferon, niszczacy czastki wirusowe. Ta strategia zakonczyta sie suk-
cesem — juz z pierwszej hodowli tkankowej wyodrebniono retrowirusa,
ktéry uznano za czynnik chorobotwdrczy. Dalsze prace potwierdzity ten
wniosek. Wirus ten przez grupe francuska zostal nazwany LAV. Praca
grupy francuskiej zostata przestana do redakcji ,Science” lecz opublikowa-
na dopiero po p6t roku, razem z pracg grupy amerykanskiej R. C. Gallo
i M. Essexa z NIH w Bethesdea (2), donoszacg o wyizolowaniu po-
dobnego wirusa, tym razem nazwanego HTLV-III.

Galio postulowat zaliczenie tego wirusa do rodziny retrowirusow,

wspolnie z dwoma ludzkimi wirusami HTLV-1 i HTLV-IIl, wcze$niej przez
niego wyizolowanymi. Wydaje sie jednak, ze wirus HTLV-IIll nie wykazu-
je strukturalnej i morfologicznej homologii do HTLV-I i Il (patrz dalej),

a wiec zaliczenie go do wspélnej z nimi jednostki systematycznej jest ra-
czej btedne. W maju 1986 roku cztonkowie Podkomisji do spraw Nomen-
klatury Retrowirusow Ludzkich (ang. Human Retrovirus Subcommitee)
z wyjatkiem R. C. Galio i M. Essexa zaproponowali nazwe HIV —
Human Immunodeficiency Virus. Ta nazwa jest zgodna z wymogami Mie-
dzynarodowej Komisji do Spraw Taksonomii Wiruséw i zawiera najwaz-
niejsze informacje opisujace wirusa, a jednoczes$nie jest neutralna w sporze
do niedawna toczonym przez Gallo i Montagnier’a [17, 18].

Wirion HIV (Rye. 1) jest czastkag sferyczng o $rednicy ok. 1000 ang-
stremow [14]. Otoczka zewnetrzna zbudowana jest z podwdjnej warstwy
lipoproteinowej o sktadzie podobnym do skiadu btony komoérkowej gospo-
darza. Otoczka zaopatrzona jest w wypustki zwane igtami, zbudowane
z glikoprotein kodowanych przez gen env (patrz dalej), i stanowiace o spe-
cyficznosci antygenowej wirusa. Biatka otoczki wchodzgace w skiad igty
wykazuja powinowactwo do biatek receptoréw T4 [1, 10, 12, 13, 19] na
powierzchni ludzkich limfocytow T4, tak wiec decydujg o mozliwosci przy-
czepienia sie wirionu do komorki okreslonego typu, co jest pierwszym
etapem infekcji.

Pod otoczka zewnetrzng znajduje sie warstwa posrednia, bedaca luzno
uorganizowang strukturg biatkowg. Otacza ona rdzen wirusa tzw. nu-
kleoid zawierajacy genomowe RNA skompleksowane z biatkami kodowa-
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nymi przez gen gag. Rdzen HIV, ogladany w mikroskopie elektronowym,
jest ciemng, wydtuzong strukturg i jest zlokalizowany wyraznie w cen-
trum czgsteczki [20].

oteczka

warstwa
4 e
posrednia

odwrotna =
transkryptaza £ >

Rye. 1 Struktura wirionu HIV

Na podstawie efektow cytopatycznych, jakie wywotuje HIV, podobien-
stwa do innych znanych wiruséw powolnych np do wirusa visna [21] oraz
ze wzgledu na jego budowe morfologiczng, mozna HIV zaliczy¢ do tej
grupy systematycznej.

1V. Budowa genomu, charakterystyka czynnosci poszczeg6lnych gendéw

Genom HIV jest najdtuzszym ze znanych genomoéw retrowirusowych
[16]; dtugos¢ czgsteczki prowirusowego DNA roznych szczepéw HIV waha
sig od 9734 do 9749 par zasad. Genom wirusa zbudowany jest z Kilku
funkcjonalnie zréznicowanych odcinkéw. Mozna w nim wyréznié¢ trzy
typowe dla retrowiruséw geny: gag — kodujacy biatka strukturalne wiru-
sa (ang. group specific antigen gene), pol — kodujgcy odwrotna transkry-
ptaze (ang. polymerase), env — kodujacy glikoproteiny otoczki (ang. env-
elope), oraz charakterystyczne dla wirusa HIV cztery dodatkowe frag-
menty: Q i F (zwane tez odpowiednio sor oraz 3'ORF); tat— czynnik
transaktywujacy (transactivator element) i art, zwany tez inaczej trs (ang.
odp. anti-represor activator — aktywator antyrepresorowy lub transacting
regulator of splicing — trans-czynny regulator skiladania genomowego)
[22, 23]. Sodroski i wsp. [24] przypuszczajg, ze kilka innych tzw.
otwartych ramek odczytu* (ORF — open reading frame) wystepujacych

* Ramka odczytu — sekwencja kodujaca, ograniczona kodonami inicjatorowym
i terminacyjnym.
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w genomie wirusa, jest zdolnych do kodowania niezidentyfikowanych
jeszcze peptydéw o masach czagsteczkowych ok. 10 000. Schemat budowy
genomu wirusa HIV przedstawia rysunek 2.

310 1629 1869 4673 5780 8369
5 LIR X 3LTR
4588 5196  r
gag
poi
B344 191
tgt 3ORF
fr Prsl 9749

Ryc. 2 Schemat genomu HIV (wg. J. Coffin, Celi 46, 1980, zmodyfikowano; numeracja
nukleotydéw wg. Ratner i wsp., Nature 313, 1985)

Siedmiu otwartym ramkom odczytu HIV, przyporzagdkowano okreslone
funkcje genetyczne. ORF | odpowiada genowi gag, ORF Il — genowi poi,
ORF IV — genowi env [25]. ORF |1l zwany tez sor — short open reading
frame [25] czyli krotka otwarta ramka odczytu — to gen kodujgcy biatko
0 masie czasteczkowej 23 000, ktorego funkcja nie jest jeszcze znana.
ORF V koduje biatko p27 o réwniez nieznanej dotad funkcji [26, 27].
Funkcje genowe tat i trs wystepujg w dwéch pozostatych otwartych ram-
kach odczytu, jak dotad nie okreslonych kolejnymi numerami [22, 28, 29].

Kazda czgsteczka HIV jest z dwoch stron zaopatrzona w sekwencje
korncowe zwane LTR (od ang long terminal repeats) [11, 30]. Odcinki LTR
HIV majg dtugos¢ po 634 par zasad. Skladajg sie z trzech fragmentéw [30],
(rys. 2A): U3 o di. 453 par zasad, R o di. 98 par zasad, U5 o di. 83 par

u3 R U5 5 LTR
+ o 7 .t ]
-2~ 27 ' 10 84 98 2f00 218
(463*) (537+1(551%) (635') (653*%)
U3 R U5 3' LTR
Y ¢ m
t t * }
9096 9112 9437 9538 9575 9649 9663
Ob)QSnienia

¢ - sygnal wzmacniajagcy U3

O —segrent TATA

t -sygnal wzmacniajgcy R

« - sygnal poliadenylacji

» —miejsce poliadenylacji

dnu - miejsce wigzania tRNAYS
frer - Szlak  polipurynowy o dhjg 16 par zasad

t - strzatki oznaczaja pierwszy nukleotyd danej

sekwencji  regulacyjnej
-kolejna numeracja nukleotydéw liczac od pierwszego nukleotydu 5'LTR

*

Ryc. 2A Schemat budowy sekwencji LTR (wg. B. Starcich i wsp., Science 227, 1985)
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zasad. Odcinek LTR rozpoczyna sie od sekwencji TG a konczy sie sekwen-
cja odwrécong CA [30].

Odcinek U3 korniczy sie w miejscu inicjacji transkrypcji RNA. To
miejsce zostato eksperymentalnie wyznaczone przy zastosowaniu nukleazy
S| [30]. W U3 nie stwierdzono wystepowania otwartych ramek odczytu.
Pierwszy nukleotyd odcinka R jest tradycyjnie w literaturze okreslany
numerem 1 [24, 30]. Okresla on miejsce startu transkrypcji wirusowego
MRNA. W pozycji —27 (czyli w odcinku U3) znajduje sie segment TATA
bedacy sygnatem promotorowym — sygnatem startu polimerazy RNA.
Znajduje sie on w pozycji typowej dla promotoréw gendéw eukariotycz-
nych. W obrebie odcinka U3 stwierdzono wystepowanie sekwencji wzmac-
niajacych (ang. enhancer) podnoszacych poziom transkrypcji [30]. W ob-
rebie odcinka R takze stwierdzono wystepowanie sekwencji, ktérej frag-
ment TGGGTTA (463— 469 nukleotyd) jest homologiczny z sekwencjami
wzmacniajagcymi genéw eukariotycznych. Zbieznos$¢ lokalizacji tej sekwen-
cji oraz homologia nukleotydéw moze sugerowac, ze peini ona role se-
kwencji wzmacniajacej. Oprocz tych przypuszczalnych elementéw regu-
lacyjnych, w rejonie R pomiedzy 37 a 82 nukleotydem znajduje sie se-
kwencja zwana TAR. Wigze ona peptyd tat-Ill sterujgcy procesem trans-
aktywacji (patrz dalej) [28]. Granice pomiedzy R i U5 wyznacza 551 nu-
kleotyd. U5 rozpoczyna sie miejscem poliadenylacji CAA. Sygnat polia-
denylacji wystepuje w stosunku do granicy R-U5 w pozycji — 24 [30]. Za
odcinkiem U5 w 5LTR wystepuje komplementarna wobec tRNAIlys se-
kwencja, o dtugosci 18 par zasad [30]. Zwigzany w tym miejscu tRNAIlys
petni funkcje primera w syntezie wirusowej nici (—) DNA. W pozostatych
retrowirusach, z wyjatkiem MMTV (murine mammary tumor virus), funk-
cje te peini tRNApro [30]. W 3'LTR brak jest miejsca wigzania primera,
ale przed pierwszym nukleotydem U3 wystepuje w 3'LTR 16 nukleotydo-
wy szlak polipurynowy zaczynajacy sie 8632 nukleotydem [24]. Odgrywa
on role w inicjacji syntezy nici (+) DNA. Podobnie jak w przypadku in-
nych retrowiruséw odcinki LTR komplementujag z fragmentami genomu
gospodarza, umozliwiajag rekombinacje DNA wirusowego z komdérkowym
i odnajdywane sg takze w prowirusie.

ORF | warunkuje synteze biatek kapsydu i nukleoidu. Biatka te sg
syntetyzowane w formie prekursora gag o masie ok. 55 000 (p55) ulegajag-
cego ograniczonej proteolizie, prowadzacej do powstania trzech polipep-
tydow, a nie czterech jak podczas proteolizy w innych retrowirusach. Sa
to biatka p24, pl7, pl5 (Rye. 2B). Biatka p24 i pl7 sa strukturalnymi biat-
kami kapsydu [16, 29]; pl5 jest biatkiem zasadowym, prawdopodobnie
wiazagcym sie z DNA, podobnie jak analogiczne biatka innych retrowiru-
soéw [25].

ORF Il koduje prekursor enzymoéw wirusowych, zwany poi. 240 nu-
kleotydow rejonu 5’ genu poi zachodzi na 3' kohcowy fragment genu gag.
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Gen pol koduje odwrotna transkryptaze, umozliwiajaca ,przepisywanie”
informacji genetycznej z RNA na DNA. Przypuszcza sie, ze gen poi koduje
takze, w swym 5 koncowym rejonie swoistg proteaze odpowiedzialng za
dojrzewanie biatek wirusa, a od strony 3’ endonukleaze i ,integraze” —
enzymy, ktére sg odpowiedzialne za integracje HIV z genomem gospo-
darza [16].

— — : —
| 6a6 POL ENV
L-__*J§0_09_] =L V-,OQQQJ r et ,109%?]

Cigcie cigcie el
|  proteolityczne proteolityczne glikozylacja
][] [ ] i g
e 67 B [
pelle ][e7] Pod [ Jhod [ v o
cigcie
__ proteolityczne
[ gp120 j Lgp @
Objasnienia

PROT — proteaza
ENDO — endonukleaza ~.integraza"
RT  —odwrotna transkryptaza

Ryc. 2B Dojrzewanie biatek HIV (wg. F. Wong-Staal i R. C. Galio, 1985,
zmodyfikowane)

ORF 1V koduje env — prekursor biatka otoczki o masie ok. 100 000 (po
glikozylacji ok. 160 000), poprzedzone N-koncowym peptydem sygnatowym
o ditugosci 30— 60 aminokwaséw. Z biatka env w wyniku dojrzewania po-
wstajg dwie glikoproteiny: gpl20 i gp4l. Na podstawie analizy sekwencji
aminokwasowej w biatku env stwierdzono az 32 miejsca, ktére moga ule-
gac¢ glikozylacji. Obudowanie biatka licznymi resztami cukrowymi moze
ttumaczy¢ tak znaczny wzrost masy czasteczki w czasie dojrzewania [12,
13, 16, 25],

Biatko gpl20 tworzy igty na powierzchni wirionu i rozpoznaje antygen
powierzchniowy T4 ludzkich limfocytéw T [12]. Biatko to wykazuje naj-
wiekszg zmiennos$¢ z biatek HIV, w rejonie DNA kodujacym gpl20 czesto
wystepujg delecje i insercje.

Biatko gp41l jest biatkiem transmembranowym [13]. Jego region wysta-
jacy na zewnatrz otoczki oddziatywuje z gpl20 ukotwiczajac igty w wirio-
nie. W Srodkowym rejonie gp4l wystepuje sekwencja 23 hydrofobowych
aminokwaséw prawdopodobnie tworzgcych odcinek tancucha przenikajacy
przez otoczke. Odcinek C-koricowy gp4l zanurzony jest w cytoplazmie
pod paczkujacym wirionem i niesie sygnaty decydujgace o przecieciu pre-
kursora 160 000 przez enzymy komoérkowe, w péznych fazach dojrzewania
wirionu [13]. W komorkach zainfekowanych HIV wykrywano jedynie
obecnos¢ biatka gpl20; co sugeruje, ze podczas infekcji do wnetrza komor-
Ki nie przechodzi gp41 [25].
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ORF lii inaczej zwany sor, jest fragmentem genomu zdolnym do ko-
dowania biatka o masie ok. 23 000 (p23), zbudowanego z 203 aminokwaséw
[16, 31]. Jego 5 koniec zachodzi na koniec 3’ genu poi na diugosci 86 nu-
kleotydow. Sor koduje biatko bogate w reszty tryptofanowe. Funkcja biat-
ka sor jest nieznana. Sekwencja genu sor nie wykazuje zadnej homologii
ze znanymi wirusowymi lub ssaczymi genami komdérkowymi [25]. Biatko
p23 jest odczytywane z mRNA tworzonego w wyniku ciecia i sktadania
pierwotnego transkryptu wirusowego. Jest to mRNA o diugosci ok. 5 kb
[31]. p23 jest biatkiem immunogennym, reagujgcym z surowicg pacjentéw
z AIDS. Nie stwierdzono jednak, aby pomiedzy wykrywalnoscia przeciw-
ciat przeciwko biatku p23 u chorych na AIDS Ilub na ARC (AIDS related
complex) a poszczeg6lnymi stadiami choroby zachodzit jaki$ szczegdlny
zwigzek [32].

Za odcinkiem sor wystepuje rejon do niedawna uwazany za niekodu-
jacy i tak tez nazywany (noncoding region-NCR). Ma on diugo$¢ 440 nu-
kleotydow. Cecha znamienng jego jest wystepowanie kilku otwartych ra-
mek odczytu [32], ktore potencjalnie moga kodowaé kroétkie peptydy. Jed-
na z nich zostata scharakteryzowana jako drugi ekson peptydu tat-l1ll
(patrz dalej). Region NCR styka sie bezposrednio z poczatkiem genu env.

ORF V inaczej zwany 3'ORF jest genem o nieznanej funkcji, o ktérego
waznosci moze jednak Swiadczy¢ fakt, ze jest zachowywany we wszyst-
kich dotychczas wyizolowanych szczepach HIV. Inicjatorowy kodon me-
tioninowy znajduje sie 1 [27] lub 4 [32] nukleotydy za kodonem termina-
cyjnym genu env. Otwarta ramka odczytu 3'ORF zachodzi na sekwencje
U3 w 3'LTR. Natywny produkt 3'ORF zostat zidentyfikowany jako biatko
0 masie 27 000 (p27). Jest to biatko immunogenne [32, 33]. W wielu ko-
morkach zainfekowanych HIV stwierdzono wystepowanie swoistego wi-
rusowego mRNA o dtugosci ok. 2 kb kodujgcego p27 [10]. Analiza sekwen-
cyjna wskazuje, ze ten mMRNA powstaje na skutek podwéjnego skiadania
genowego, i sktada sie z trzech eksonoéw [27]. Produkt biatkowy 3'ORF
nie podlega glikozylacji. Oddziatuje on immunologicznie z surowicga cho-
rych na AIDS, a takze z surowicag afrykanskich koczkodanéw zarazonych
zblizonym wirusem STLV-IIIAGM (wedtug nowej nomenklatury AGMI1V),
co wskazuje na zachowawczos$¢ tego genu [27].

Niedawno zwrécono uwage na mozliwos¢ wystepowania jeszcze dwu
otwartych ramek odczytu i przypisano im funkcje genowe trs i tat. J. G.
Sodroski i jego wspoOtpracownicy [23] uwazaja, ze gen trs
sktada sie z dwéch eksonow wykorzystujacych dwie rézne ramki odczytu.
Kodon metioninowy znajduje sie w pozycji 5550; pierwszy ekson korczy
sie nukleotydem 5625 [23]. Miejsce akceptorowe skiadania genowego znaj-
duje sie w pozycji 7956; drugi ekson konczy sie nukleotydem oznaczonym
jako 8227 [23]. Produkt biatkowy genu trs szacuje sie na 116 aminokwa-
s6w. Sg to aminokwasy silnie hydrofilowe, podobnie jak aminokwasy
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tat-111 i innych biatek wiazacych sie z DNA. Ta otwarta ramka odczytu
(trs) utrzymuje sie we wszystkich dotychczas zsekwencjonowanych szcze-
pach HIV [22].

Funkcjonowanie genu trs jest niezbedne do ekspresji genu gag i env.
Grupa Sodroskiego jest zdania, ze produkt translacji genu trs jest
drugim transaktywatorem HIV powodujacym derepresje transkrypcji
MRNA gag i env poprzez znoszenie negatywnego dziatania sekwencji re-
gulatorowych poprzedzajacych oba te geny [23] (patrz dalej).

V. Zmiennos$¢ genomu HIV

Analiza sekwencji nukleotydowych réznych wariantéow HIV wykazata
znaczng zmienno$¢ genomow wiruséw AIDS (patrz Tabela 1).

Tabela 1
Poréwnanie zmiennosci genetycznej w obrebie pigciu réznych szczepéw HI1Y
. % zmian w stosunku do szczepu BH-10*
nazwa
szczepu env
LTR  gag poi sor NCR 3DR1
(tat) P9 gpl20 gp4l
HAT3 70 5.9 37 3.6 82 234 14.0 84 10.6
’ 6.5 53 6.4 — 29.7 21.4 13.0 17.0
ARV2 47 5.6 4.4 51 8.4 23.4 114 6.3 8.0
7.3 5.0 9.8 351 17.0 12.2 12.2
LAVla 16 3.0 19 0.3 19 18 22 0.9 — 20
31 21 0 54 29 14 37
n
WMI-1 i 33 24.3 12.3 6.0
31 — — 351 18.7 84

* Goérne cyfry przedstawiajg zmiany nukleotydowe, dolne — zmiany aminokwasowe
— oznacza brak danych
(Wedtug B. Starcich i wsp. Celi, 45, 637, 1986, zmodyfikowana)

Rejon 3'LTR charakteryzuje sie wystepowaniem licznych zmian nu-
kleotydowych zlokalizowanych gtéwnie w odcinku 5 koncowym fragmen-
tu U3, na ktory zachodzi otwarta ramka odczytu 3'ORF (Ryc. 2 i 2A). Od-
cinki obu LTR zawierajgce sygnaty regulujace ekspresje HIV wykazujag
wysoki stopien zachowawczosci, siegajacy w pewnych odcinkach (R i Ub)
prawie 100%. Geny gag, poi i sor, a takze ich produkty biatkowe wyka-
zuja zblizony stopienh zmiennosci siegajacy kilku procent. Zmiany amino-

2 Postepy Biochemii 4/87
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kwasowe w biatkach enzymatycznych i strukturalnych, sa wiec prawdo-
podobnie niekorzystne dla rozwoju wirusa. Bardzo wysoka zmiennos¢, i to
skoncentrowang przede wszystkim w rejonie kodujacym zewnetrzne biat-
ko igty gpl20, wykazuje gen env. Zamiany aminokwasowe pomiedzy roz-
nymi szczepami HIV w biatkach gpl20 i gp4l siegajg ponad trzydziestu
procent. Zamiany nukleotydowe w tym rejonie genomu dotyczg w 35,6%
trzeciej zasady w kodonie, a zamiany aminokwasowe siegaja 33°/0. Za-
miany nukleotydowe w genie gag sg réowniez bardzo czeste, bowiem docho-
dza do 61°/0 w trzeciej zasadzie kodonu, lecz wigkszo$¢ z nich prowadzi do
wytworzenia kodon6w oznaczajagcych ten sam co poprzednio aminokwas.
Procent zmiennos$ci na poziomie aminokwasowym w produktach genu gag
wynosi zaledwie 4,5 (Tabela 1). Zmiennos$¢ biatka igty ma istotne znacze-
nie biologiczne. Igta bowiem, to czastka eksponowana na zewngtrz wirionu,
ktora jest rozpoznawana przez przeciwciata zainfekowanego gospodarza.
Taka zmiennos$¢ gtéwnego biatka env jest najprawdopodobniej Zrédiem
utraty kontroli nad rozwojem HIV przez ukiad immunologiczny. Przeciw-
ciata skierowane przeciwko jednemu wariantowi biatka gpl20 nie sg w
stanie rozpoznaé biatek igty nadinfekujacego szczepu HIV, czy tez warian-
tu powstatego w czasie rozwoju w zakazonym szczepem macierzystym or-
ganizmie ludzkim [12, 13].

Zmienno$¢ genu env nie dotyczy w tym samym stopniu wszystkich je-
go odcinkéw. Biatko gpl20 zbudowane jest z trzech odcinkéw zachowaw-
czych, przeplecionych odcinkami superzmiennymi [13, 34]. Pozycje tych
odcinkéw oceni¢ mozna na podstawie analizy sekwencji aminokwasowych
gpl20 z ré6znych szczepéw. Odcinki konserwatywne zawierajg sie pomiedzy
nastepujgcymi resztami aminokwasowymi 37— 130, 211— 289, 488— 530.
Rejony env o niskiej zmiennosci wydaja sie by¢ istotne dla narzucenia od-
powiedniego ksztattu biatkom gpl20 i gp4l. Mutacje w rejonach konser-
watywnych zdarzajg sie rzadko, wiele z nich jest chemicznie zachowaw-
czych. Rejony te wykazujg znaczng homologie z genem env ALV (avian
leukemia virus), [12]. Gdyby z genu env HIV usungé¢ sekwencje super-
zmiene to biatko igty miatoby mniej wiecej te sama dtugos$é, co produkt
genu env ALV [12].

Wydaje sie [12], ze rejony superzmienne env mogty powsta¢ na skutek
rekombinacji z wycinanymi przypadkowo fragmentami kodowanymi przez
genom gospodarza lub, ze mutacje w tych rejonach mogg by¢é wynikiem
duplikacji sekwencji wirusowych, oraz licznych mutacji punktowych.

Rejony superzmienne wydajg sie by¢ istotne dla propagacji wirusa.
Uwaza sie¢ bowiem, ze odcinki niezmienne gpl20 ukryte sg wewnatrz
struktury trzeciorzedowej gdzie oddziatywujg ze sobg tworzgc szkielet
igly. Na zewnatrz za$ igty wystajg regiony superzmienne, tworzgc duze
.parasole” ostaniajgce regiony state przed rozpoznaniem przez ukiad im-
munologiczny.
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Ryc. 3 Poréwnanie struktury glikoprotein gp85 i gp37 oraz gpl20 i gp4l wiruséw
ALV i HIV (wg. J. Coffin, Cell 46, 1—4, 1986, zmodyfikowano)

Taka interpretacje funkcji rejonéw obu typéw (niezmienne i super-
zmienne) oparto miedzy innymi na stwierdzeniu, ze cysteiny tworzace we-
wnetrzng architekture wigzan siarczkowych w czgsteczce gpl20 wystepujag
w rejonach zachowawczych — a w dodatku w wysoce konserwatywnych
pozycjach. Tak wigc zmiennos¢ antygenowa igty, mogaca sie przeciez wy-
raza¢ w kolejnych plonach wirusowych (czestos¢ mutacji wynosi 1—2
zmiany zasad na jeden cykl replikacji) [12], moze powodowaé utrate kon-
troli ukiadu opornosciowego gospodarza nad rozwojem HIV [12, 13, 16,
21]. Zmienno$¢ ta moze by¢ réwniez Zrédiem pojawiania sie nowych im-
munologicznie szczepow HIV [12, 13]. Poniewaz wszystkie znane szczepy
wirusa HIV wykazujg tendencje do zakazania jednego typu komoérek, wy-
daje sig, ze regiony superzmienne nie kodujg domen biatkowych wigza-
cych sie z receptorami T4 [12].

Obecnos¢ rejonéw superzmiennych w biatku env HIV pozwala na wy-
suniecie hipotezy zaktadajacej, ze wirus wymyka sie spod kontroli ukiadu
immunologicznego i namnaza sie nieustannie w organizmie, poniewaz w
kolejnych plonach pojawiaja sie czastki wirusowe odmienne antygenowo,
w efekcie zmian w strukturze biatka env. Hipoteza ta oparta jest na kilku
niezaleznych spostrzezeniach. Pierwszym sg obserwacje dotyczace cyklu
zyciowego retrowirusa EIAV (Equine Infectious Anemia Virus)— czyli
wirusa konskiej biataczki zakaznej. Wykazano, ze kolejnym rzutom cho-
roby objawiajagcym sie u konia falami goraczki towarzyszy pojawianie sie
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we krwi zwierzecia nowych wariantéw antygenowych wirusa, zawieraja-
cego zmienione biatko otoczki [35]. Przeciwciata gospodarza nie niszcza
takich nowych wariantéw wirusa. Dopiero po pewnym czasie organizm
zwierzecia produkuje nowg generacje przeciwciat skierowanych przeciwko
pojawiajacym sie odmianom wirusa. Podobne zjawiska pojawiania sie
wariantow antygenowych stwierdzono przy infekcji owiec wirusem visna
[21]. Drugim spostrzezeniem jest wysoka zmienno$¢ biatka env badanych
szczepOw HIV. Trzecim jest, charakterystyczna zresztg dla retrowirusa,
wysoka czesto$¢ mutacji, wynikajaca z kumulacji btedéw zachodzacych w
czasie odwrotnej transkrypcji i transkrypcja prowirusa przez komérkowa
RNA polimenaze |l zalezng od DNA. Odwrotna transkryptaza jest w trak-
cie syntezy nici DNA zdolna do ,przeskakiwania” z jednej nici diploidal-
nego macierzystego genomu RNA infekujgcego komorke — na drugag
i z powrotem. Powoduje to pojawianie sie krotkich delecji i duplikacji
czy zmian punktowych szczegé6lnie w rejonie 3' genomu, od ktérego zaczy-
na sie odwrotna synteza DNA czyli wtasnie w rejonie genu env [11, 13, 36].

Zatozenie analogii miedzy mechanizmem ucieczki spod kontroli immu-
nologicznej EIAV i HIV, cho¢ interesujace, moze si¢ okaza¢ fatlszywe. Wy-
kazano na przykiad, ze wirus izolowany z limfocytéw dziecka urodzonego
przez chora matke [37] réznit sie znacznie od wirusa pochodzacego z leu-
kocytow matki. Wydaje sie, iz dwa te wirusy pochodzity od innych szcze-
poéw wyjsciowych.

By¢ moze, obserwowana zmiennos$¢ wirusa HIV nie odzwierciedla
zmian mutacyjnych zachodzacych w trakcie cykléw replikacji w tym sa-
mym organizmie gospodarza, lecz jest efektem pierwotnego zakazenia wi-
rusami réznych szczepéw HIV o réznej budowie genu env. Proces wymy-
kania sie spod kontroli ukladu immunologicznego moze przeto wynikac
z mieszanych infekcji oraz czesciowego dryfu antygenowego (patrz dalej).
Alizon i wsp. [13] sugerujg ze dryf antygenowy — zmiennos$¢ biatka
env w wyniku mutacji wirusa zdarzajgcych sie w organizmie nosiciela pro-
wadzi do powstania odmian HIV, jednak nie na tyle réznych, by wydo-
stawaty sie spod kontroli uktadu immunologicznego. Autorzy ci uwazaja,
ze niewielkie zmiany biatek otoczki pozwalajg na rozpoznawanie przez ko-
lejne plony wirusa, kolejnych sub-populacji limfocytéw zaliczanych do
klasy T4 lecz mogacych posiada¢ ré6zne odmiany tego receptora.

V1. Mechanizmy regulacji ekspresji genéw HIV:
TAT-TAR; TRS i sktadanie genowe

Grupa badaczy wspoipracujgca z J. Sodroskim zauwazyta, ze w
komoérkach zainfekowanych wirusem HTLV-I, ktéry wyraza funkcje genu
x-LOR, nastepuje wzrost poziomu mRNA wirusowego i wzrost ekspresji
gendw znajdujgcych sie pod kontrolg wirusowych odcinkéw LTR.
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Stwierdzono, ze zjawiska te sg zwigzane ze zmianami na poziomie
transkrypcji DNA HTLV-I i ten typ regulacji nazwano regulacja TAT
[10, 38] (ang. trans-acting transcriptional regulation czyli trans-aktywacja
transkrypcji). Czynnikami transaktywujgcymi nazwano takie czynniki,
ktére mogag regulowac¢ aktywnos$¢ transkrypcyjnag czasteczki wirusowego
DNA innej niz ta, ktora je koduje. Czynnik transaktywujgcy w HTLV-I
jest inny od wystepujgcego w HTLV-Il. Zostaly one nazwane odpowiednio
tat-1 i tat-11 [38]. Sodr os ki przypuszczat [38], ze fragment x-LOR ko-
duje biatko, petnigce funkcje regulatora transkrypcji, dziatajgcego w ukita-
dzie trans, poprzez bezposrednie powigzanie z LTR HTLV albo na drodze
indukcji genow komorkowych. Efektem takiego dziatania bytaby stymula-
cja transkrypcji gendw znajdujacych sie ,pod kontrolg LTR HTLV. Wkrétce
potem stwierdzono [21, 39] obecnos$¢ funkcjonalnego odpowiednika tat-I
i tat-1l u HIV, ktory nazwano tat-111 [39, 40] sugerujac, ze rola tego biatka
polega rowniez na aktywacji transkrypcji DNA wirusowego. Sugestia ta
moze nie by¢ stuszna.

Istotng cecha réznigca tat-111 od tat-1 i tat-1l1 jest jego wysoka aktyw-
nos¢, bowiem powoduje on wzrost ilosci syntetyzowanego biatka 500— 1000
razy [40], podczas gdy tat-l i tat-1l aktywuja synteze biatek HTLV-1 i Il
okoto pieciokrotnie [41]. Stwierdzono takze [38, 42], ze TAT dotyczy nie
tylko genéw wirusowych, ale takze na drodze pozytywnej lub negatywnej
wptywa na geny komorkowe.

Zawarty w genomie HIV gen tat-111 sklada sie z trzech eksondéw [43]:
pierwszy — niekodujacy, petnigcy funkcje lidera w mRNA o ditugosci 250
par zasad jest zawarty pomiedzy — 167 a 83 nukleotydem 5LTR (numera-
cja wg. Rater d wsp. 1985); drugi ekson wystepujgcy pomiedzy sor
a genem env pomiedzy 5365 a 5607 nukleotydem koduje 72 aminokwasy
i jest absolutnie niezbedny do transaktywacji; trzeci ekson w obrebie genu
env, w innej niz env ramce odczytu, pomiedzy nukleotydem 8053 a 9296
koduje 14 aminokwaséw (patrz Ryc. 5).

Produktem genu tat-1l1l jest peptyd o tacznej diugosci 86 aminokwa-
sOw i masie 14 000. Zawiera on stosunkowo duzo aminokwasow zasado-

1 ekson Il ekson Il ekson
250 pz 242 pz Vv o/ 1243 pz
72 aminokvwsv 14 aminokwasoéw
-167 . 83 5365 5607 8053 9296
Objasnienia

I - strzatki oznaczajg poczatkowy i koncowy nukleotyd
Tiil, [ eksonu

pz - para zasad

Ryc. 4 Schemat sktadania genu tat-111 (wg. Science 229, Arya S. i wsp., Sodroski J.
i wsp. 69—77 1985, zmodyfikowano)
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wych, a szczeg6lnie argininy; jest takze bogaty w proling. Z analizy se-
kwencji aminokwasowej wynika réwniez, ze nie zawiera on zadnych po-
tencjalnych miejsc glikozylacji [33]. Charakter zasadowy tego peptydu
moze Swiadczy¢ o jego zdolnosci do wigzania sie z kwasami nukleinowymi.
Juz dawniej byto wiadomo, ze w obrebie odcinka LTR retrowiruséw znaj-
dujag sie elementy kontroli transkrypcji [44]. Sodroski wykazat [38],
ze w obrebie LTR znajdujag sie sekwencje, ktdrych obecnos¢ jest niezbedna
do transaktywacji i nazwat te sekwencje TAR. Wyciecie bowiem pewnych
odcinkéw LTR znosito aktywujgcy wptyw biatlek transaktywujgcych.

Blizsze badania wykazaty, ze sekwencja TAR wykazujgca zdolnos¢ do
wigzania peptydu tat-111 wystepuje w genomie HIV w obrebie odcinka R
[41], znajdujacego sie w 5'LTR [45]. Sekwencja ta znajduje sie pomiedzy
37 a 82 nukleotydem. Stwierdzono, ze obecno$¢ TAR w obrebie lidera,
(czyli niekodujacego odcinka mMRNA rozpoznawanego przez inicjujacy ry-
bosom) wptywa hamujgco na translacje mRNA HIV bedacego w pozycji
cis w stosunku do tej sekwencji. Wprowadzenie do komdrki produktu ge-
nu tat-11l znosi inhibicje translacji nie powodujac wyraznego wzrostu po-
ziomu specyficznego mRNA HIV [22], byé moze jednak wplywajac na
wzrost stabilnosci tego mRNA [41].

Widaé¢ wiec, ze peptyd tat-1ll nie jest aktywatorem transkrypcji HIV,
znosi on jedynie blok translacyjny spowodowany przez obecnos$¢ regionu
TAR w LTR. Mechanizm aktywacji przez tat-11l moze by¢ zwigzany z eu-
kariotycznym aparatem translacyjnym. Odcinek TAR zlokalizowany w
rejonie ,R” LTR HIV w wyniku obrébki transkryptéw HIV zostaje wbu-
dowany w sekwencje liderowe mMRNA wirusowego, gdzie tworzy stabilne
struktury drugorzedowe.

Wiadomo, ze podczas inicjacji translacji podjednostka 40S rybosomu
eukariotycznego wigze sie z koncem 5 mRNA i przesuwajgc sie w Kierun-
ku 3’ ,szuka” w mRNA kodonu inicjujgcego. Drugorzedowa struktura w
obrebie mMmRNA moze wiec zaktéca¢ ruch podjednostki wzdtuz mRNA i re-
dukowaé¢ w ten sposéb wydajnos$¢ inicjacji translacji. Uwaza sie, ze peptyd
tat-111 wiazac sie z TAR, zmienia strukture drugorzedowg zawartg w se-
kwencji liderowej i umozliwia dojscie rybosomu do kodonu inicjatorowe-
go. Wigzanie sie peptydu tat-11l z mRNA moze wzmacniaé¢ nie tylko wy-
dajnosc¢ translacji ale i stabilnos¢ mMRNA, co ttumaczy wzrost jego poziomu
(mMRNA). Niewykluczone, ze podwyzszy model moze postuzy¢ do petnego
wyjasnienia mechanizmu transaktywacji genomu HIV. Uwaza sie jednak
rowniez za mozliwe, ze peptyd tat-1ll (lub indukowane przez niego czynni-
ki komdérkowe) rozpoznaja odpowiednie sekwencje nie tylko w RNA ale
iw LTR DNA wirusowego. Moze to prowadzi¢ do dziatania tat-1ll jako
regulatora i translacji i transkrypcji [41].

Wiadomo takze, ze w przypadku infekcji oportunistycznych spowodo-
wanych np. wirusem herpes (HSV-1) nastepuje stymulacja transkrypcji
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HIV, z czego wynika, ze genom wirusa herpes takze moze petni¢ funkcje
transaktywujaca [46].

Sadzi sie, ze tat-111 moze wptywaé na ditugos¢ latencji HIV. W 1984 r.
Galio i wsp. [47] prowadzac badania nad opornoscig limfocytéw T4
na HIV, zidentyfikowali dwie linie komoérkowe (H4 i H9) wykazujgce zna-
czng opornos¢ na wirusa. Niedawno stwierdzono, ze opornos$¢ limfocytow
H9 i H4 zwigzana jest z ograniczeniem w tych komdérkach syntezy peptydu
tat-111. Tak wiec, pewne stany komarki, ograniczajgce ekspresje tat-Ill
prowadzg do powolnego namnazania sie wirusa, bez doprowadzenia do
Smierci gospodarza. Stosujac linie H9 i H4 mozna uzyska¢ ok. 101l czgstek
wirusowych na 1 ml hodowli [47] trwajacych bez wyraznych objawéw cy-
topatycznych az do 6 miesiecy. Mozna sobie wyobrazi¢, ze aktywacja eks-
presji tat-111 w takich komoérkach moze doprowadzi¢ do gwattownego
wzrostu syntezy HIV i w efekcie — przejscia infekcji z fazy utajonej — w
aktywna.

Blizsze badania nad czynnoscig genu tat-11l umozliwito stwierdzenie, ze
wirus HIV moze sie rozwija¢ nie tylko w hodowlach in vitro limfocytow
T4, ale takze w komoérkach cos-1 z nerki matpy konstytutywnie wyra-
zajacych antygen T simian virus 40 (SV 40). Komorki takie podtrzymuja
replikacje plazmidéw zawierajacych ori SV 40 (origin of replication —
poczatek replikacji genomu SV 40) [48]. W plazmidy wyposazone w rejon
ori SV 40 wstawiano r6zne odcinki DNA prowirusa HIV, poczynajac od
jego petnej kopii, poprzez réznego rodzaju mutanty delecyjne zawierajg-
ce okreslone tylko fragmenty genomu HIV [22, 43]. Chimerycznymi plaz-
midami przeprowadzono transfekcje komorek cos-1 i wykazano, ze petne
kopie DNA prowirusowego sg infekcyjne i powodujg powstawanie w ko-
morce autentycznych wirionéw HIV. Tym samym udowodniono, ze wirus
rozwija¢ sie moze w komorkach nielimfocytarnych i ze swoistos¢ komor-
kowa HIV zwigzana jest wytgcznie z oddziatywaniem ze swoistym recep-
torem T4.

Biatka wirusowe syntetyzowane w komoérkach cos-1 transfekowanych
plazmidami zawierajgcymi peitny genom Ilub fragmenty genomu HIV,
identyfikowano immunologicznie [22], Stwierdzono wowczas, ze oprocz
biatka tat-11l (m.cz. 14 000) immunoprecypitacji tym samym przeciwcia-
tem ulega biatko o masie czgsteczkowej 26 000. Jest to najprawdopodob-
niej biatko syntetyzowane na mRNA o sekwencji czesciowo pokrywajacej

sie z mRNA tat-l1ll. Wydaje sie, ze mRNA biatka 26 000 powstaje w wy-
niku zmian w sktadaniu genu tat-11l. Skiadanie genu tat-1ll moze wiec
przebiega¢ dwiema drogami — jedna prowadzaca do powstania mRNA ko-

dujacego biatko 14 000 i drugg — mRNA kodujgcego biatko 26 000, by¢
moze o0 zmienionej aktywnosci trans-aktywujgcej.

Sktadanie genéw HIV zachodzi podobnie w limfocytach T4 i komérkach
cos-1. Grupa Galio [22] uznata, iz proces ten jest kontrolowany nie
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tyle przez komoérke co przez produkty genowe wirusa. Sugestia ta wydaje
sie stuszng bowiem zidentyfikowano w DNA HIV gen kontrolujacy prze-
bieg ciecia i sktadania mMRNA wirusowego. Mutant, w ktérym delecji ule-
gat odcinek DNA miedzy 5367 a 5582 nukleotydem produkuje odmienny
od dzikiego zestaw mMRNA wirusowych. W takim mutancie nie stwierdza
sie praktycznie obecnosci transkryptu o petnej diugosci genomu (a wiec
RNA genomowego niezbednego do organizacji infekcyjnego HIV) za to
produkowane sag krétkie transkrypty (2 kb) powstajace w wyniku ciecia
i sktadania i kodujgce m.in. biatko tat-1ll oraz $ladowe ilosci mMRNA ko-
dujgcego biatko env (4,3 kb).

Efekt delecji usuwa z genomu HIV odcinek rozpoznajgcy otwartg ram-
ke odczytu, ktérej kodon inicjatorowy zajmuje pozycje 5550—5553. Ta
ramka odczytu obejmuje 348 nukleotydéw i zachodzi czesciowo na frag-
ment genu tat-Ill, cho¢ odczytywana jest w innej fazie. Ta ramka odczytu
mogaca kodowaé biatko zbudowane ze 116 aminokwasow wystepuje w
wielu réznych wariantach HIV, co sugeruje jej znaczenie funkcjonalne.

Wydaje sig, ze jest to nowy gen HIV kontrolujgcy proces skiadania
mMRNA wirusowego, bowiem insercje czterech zasad w koncowym rejo-
nie tej ramki odczytu, nie naruszajgce struktur RNA istotnych dla skia-
dania, lecz zmieniajgce sekwencje hipotetycznego kodowanego przez 6w
gen biatka, wywotujg ten sam efekt co omoéwiona delecja. Wykazanie, ze
dwie niezalezne mutacje oddalone tak znacznie od siebie w genomie HIV
powoduja (zmieniajac te sama ramke odczytu), identyczne zmiany wzoru
sktadania genowego, przemawia za tym, ze to produkt owego genu kontro-
luje ciecie i sktadanie mMRNA HIV. Jest to regulacja typu trans, bowiem
biatko zsyntetyzowane na nici typu dzikiego moze komplementowaé¢ defekt
mutacyjny wystepujacy na innej nici RNA wirusowego.

Odkrywcy tego nowego genu HIV nadali mu wobec tego nazwe trs.
Przewidywania oparte na analizie transkrypcji w mutantach HIV potwier-
dzajg badania nad wptywem inhibitorow biosyntezy biatka na proces skita-
dania. Zahamowanie syntezy biatka w komdrkach syntetyzujacych RNA
wirusowy wywotuje ten sam efekt co zmiany mutacyjne w omawianej
ramce odczytu, co sugeruje, ze gen trs ulega ekspresji w postaci biatka
niezbednego do skierowania procesu obrébki transkryptow ku produkcji
RNA genomowego [22]. Odkrycie to ma pierwszorzedne znaczenie dla po-
znania nie tylko mechanizméw ekspresji HIV, ale takze przebiegu proce-
sOw ciecia i sktadania mRNA. Jak dotad, uwaza sie, ze proces ten regulo-
wany jest przez wtasnosci ,enzymatyczne” samych, odpowiednio uporzad-
kowanych tancuchéw RNA, zdolnych do autokatalitycznego wycinania in-
tronow i taczenia eksonow [49].

Od co najmniej odmiu lat, jednakze, w pracowni Stonimskiego w Gif-
sur-Yvette (Francja), uzyskiwane sa kolejne dowody wskazujgce, iz w
mitochondriach drozdzy pewne procesy ciecia i sktadania kontrolowane
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sg przez swoiste biatka zwane maturazami. Sa one kodowane przez otwar-
te ramki odczytu, zlokalizowane w intronach genu cytochromu b [42, 50,
51, 52, 53]. Biatka te kontrolujg ciecie i sktadanie w uktadzie trans, a mu-
tacje tworzgce np. triplety terminalne w ramkach odczytu kodujgcych owe
biatka, przerywajg proces ciecia i sktadania. Zmiany w aparacie transkryp-
cyjnym mitochondriow odbijaja sie na przebiegu procesu ciecia i sktada-
nia.

Hipoteza, ze HIV koduje biatka kontrolujgce ciecie i skiadanie gene-
ralizuje teorie Stonimskiego i nadaje jej wymiar réwnocennej z teorig
autokatalitycznego przebiegu ciecia i skiadania.

Problem dziatania biatka trs skomplikowany jest dodatkowo faktem,
iz ciecie i sktadanie mRNA HIV zachodzi najprawdopodobniej w jadrze
komérkowym. Zmutowane prowirusy HIV niosgce delecje w genie trs
wcielone do genomu krowianki rozmnazajgcego sie w cytoplazmie, ulega-
ja cieciu i sktadaniu prowadzgcemu do powstania nie tylko mRNA 2kb
ale i dtuzszych odcinkéw mRNA wirusowego [54], a wiec tak jakby ich
gen trs nie byt zmutowany. Oznacza to, ze kontrolna funkcja trs wyraza
sie wytacznie na terenie jadra — a przeciez jezeli produkt trs jest swois-
tym biatkiem, to syntetyzowany musi by¢ w cytoplazmie i wraca¢ do ja-
dra, gdzie kontrolowatby réwnowage miedzy diugimi formami mRNA
HIV (genomowymi i mRNA env) a krétkimi kontrolujagcymi synteze tat-
I i trs.

Wspoétdziatanie miedzy dwoma biatkami regulatorowymi tat-1Il i trs
moze by¢ zrédiem diugotrwatego ukrytego przebiegu infekcji HIV. Jezeli
w fazie poczgtkowej po zakazeniu, ciecie i skiladanie prowadzi przede
wszystkim do powstania biatka tat-Il1l, to biatko trs kodowane przez na-
ktadajgce sie sekwencje genomu, nie jest syntetyzowane i proces ciecia
i sktadania generuje krotkie formy mRNA odpowiedzialne za synteze
biatka tat-IlIl. W tym stanie transkrypcja nie prowadzi do powstania
MRNA gag i env, bialko env nie jest syntetyzowane i nie inkrustuje po-
wierzchni zakazonego limfocytu. W rezultacie zakazony limfocyt niosacy
prowirusa nie jest rozpoznawany przez ukiad immunologiczny i nie jest
niszczony. Komdérka taka, w ktorej nagromadzony jest aktywator trans-
krypcji tat-11l moze sta¢ sie przy pewnej zmianie fizjologicznej zdolna do
niezwykle aktywnej syntezy biatek wirusowych. Jezeli pod wpitywem
czynnika zewnetrznego w komdrce nastgpi ekspresja genu trs to powsta-
wac zaczng dtugie transkrypty czyli RNA genomowy i mRNA gag i env;
synteza transkryptéw genomowych ograniczana wystepowaniem regula-
cyjnej sekwencji w rejonie R 3'LTR zostanie bowiem zaktywowana przez
nagromadzone biatko tat-Ill, wigzgce sie z tg sekwencjg. RNA genomowe
w czasie cyklu zyciowego wirusa, a takze na skutek proceséw ciecia i skta-
dania generuje mRNA env (4,3 kb). mMRNA gag i env w komodrce gdzie
nagromadzone jest biatko tat-111 ulega¢ bedg intensywnej translacji, biatko
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env rozpocznie inkrustacje btony komdrkowej, genomowe RNA obudowa-
ne zostanie biatkami gag i wcielone w paczkujgce wiriony a komodrka
z uprzednio milczgcym genomem HIV sta¢ sie moze zrédiem gwattownej
infekcji.

Ten tak zwany mechanizm uporczywos$ci infekcji, polegajacy na wy-
mknieciu sie wirusa spod kontroli immunologicznej poprzez nieekspono-
wanie antygenu wirusowego na powierzchni ruchliwej komérki gospoda-
rza i przy zmianie warunkéw na gwattownym przejsciu do fazy litycznej
nazywany jest obrazowo ,mechanizmem konia trojanskiego” [21]. Me-
chanizm taki wydaje sie by¢ odpowiedzialny za uporczywos¢ infekcji wi-
rusem visna, gdzie stwierdzono, ze w ptynie moézgowordzeniowym owiec
zakazonych visna, prowirus infekuje monocyty, lecz praktycznie nie ule-
ga w nich ekspresji. Transkrypcje wirusowego RNA i tym samym induk-
cje wirusa stymuluje proces dojrzewania monocytéw do makrofagow,
zwigzany ze stymulacjg antygenowa monocytéw. Tak wiec czynnikiem
zewnetrznym wywotujgcym zmiany w procesie transkrypcji visna jest
wyraznie stymulacja antygenowa [21].

Mozna przypuszczaé, ze réwniez aktywacja genomu HIV zwigzana jest
ze stymulacjg antygenowg zakazonego limfocytu. Wskazuje na to fakt,
ze w odpowiednich warunkach (niska koncentracja komérek, czesta wy-
miana podtoza), zakazone limfocyty T4 przezywajg i proliferuja do 60 dni
nie produkujac wirionéw. Hodowla taka przy dodatkowej stymulacji an-
tygenowej natychmiast zaczyna produkowaé wiriony i wkrotce obumiera
[55]. Mechanizm tego efektu stymulacji antygenowej nie jest jasny. Wia-
domo, ze stymulacja taka prowadzi do gwattownego wzrostu produkcji
interleukiny-2 [55] poprzez wptyw na nieodczytywany regulatorowy od-
cinek DNA lezgcy po stronie 5 genu IL-2 [56]. Odcinek ten wykazuje da-
leko idgcg homologie z rejonami LTR HIV [56], by¢ moze wiec, stymulacja
antygenowa podnosi nie tylko ekspresje genu IL-2 ale i prowirusa HIV.
Wzrost stezenia IL-2 po stymulacji prowadzi do proliferacji zainfekowa-
nych komoérek T4, w ktérych nastepuje peilna ekspresja wirusa i ,,kon
trojanski” otwiera sie, wysypujac plon infekcyjnych czastek, zakazajgcych
subpopulacje zdrowych dotad limfocytow.

Rekapitulujgc, kolejnos¢ zdarzen moze wiec wyglada¢ nastepujgco: wi-
rus infekuje leukocyt, w poczatkowej fazie nie wyraza sie gen trs, ciecie
i sktadanie genowe prowadzi do powstania mRNA tat-Ill, wirus istnieje w
postaci ukrytej. Stymulacja antygenowa prowadzi do proliferacji leuko-
cytow T4, czemu towarzyszy zmiana wzoru skiadania genowego HIV, po-
wstaja mMRNA kontrolujgce synteze biatek strukturalnych, ich synteza
jest aktywowana przez biatko tat-1l1l. Synteza wirioné6w prowadzi do ob-
umierania komoérki, bowiem bialtko env inkrustujgc powierzchnie leuko-
cytu wywotuje fuzje zakazonych komorek; syncycja obumierajg, do krwi
dostajg sie antygeny z limfocytéw gospodarza, organizm wytwarza prze-
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ciw nim przeciwciata i nawet zdrowe leukocyty T4 zostajg zniszczone w
wyniku autoagresji immunologicznej [1, 21, 22, 45, 55]. W sumie spada
dramatycznie populacja limfocytow T4 i chory cierpi na objawy immuno-
supresji. Jesliby ta hipoteza ,konia trojanskiego” dobrze odzwierciedlata
przebieg cyklu zyciowego HIV, to prawdopodobnie w pewnych etapach
choroby, pozytywne efekty mogtoby da¢ podawanie lekéw wywotujacych
immunosupresje, co zapobiegatoby autoagresji immunologicznej [21]. Jed-
nakze ten mechanizm rozwoju choroby nie jest w petni udokumentowany.
Rozprzestrzenianie sie infekcji powolnym retrowirusem, mimo tego, ze w
organizmie powstajg skierowane przeciw wirusowi przeciwciata, moze
mie¢ inne podtoze, a mianowicie zmiennos¢ antygenowg biatek otoczki wi-
rusa (patrz rozdz. V. Zmienno$¢ genomu HI1V).

Gitownym argumentem przemawiajacym przeciwko teorii dryfu an-
tygenowego, a za hipotezg ,konia trojanskiego” jest przechodzenie HIV

z fazy utajonej do gwattownego cyklu litycznego, w rezultacie stymulacji
antygenowej.

VIl. Miejsce HIV w grupie retrowiruséw

Genom HIV poréwnano z genomami nastepujgcych retrowirusow:
HTLV-I i Il, BLV (Bovine Leukemia Virus), MoMuLV (Moloney Murine
Leukemia Virus), RSV (Rous Sarcoma Virus) [10], Visna Virus [21], (Ryc.
5). Dwa spos$réd wymienionych: Mo-MULV i RSV sa wirusami onkogen-
nymi. Ich wsp6lng cecha jest wystepowanie w genie gag, pomiedzy biat-
kiem pl6—pl9 a biatkiem p30— p27 matej czasteczki biatkowej zwanej
prolgagtyna. W czastkach innych wymienionych wiruséw prolgagtyna nie
wystepuje. W RSV wystepuje dodatkowo onkogen src umozliwiajgcy
transformacje nowotworowg. Biatka kodowane przez gen env RSV i Mo-
MuLV sg nieco mniejsze niz u HTLV-III. Biatka gpl20 i gp4l z HIV odpo-
wiadaja gp85 i gp37 RSV, oraz gp70 i gpl5 Mo-MuLV. W genomach zaréw-
no RSV jak i Mo-MulLV brak jest jednej ramki odczytu wystepujgcej w
HIV a mianowicie 3'ORF. HTLV-l i Il wykazujg wieksze podobieristwo
sekwencji nukleotydowej do BLV niz do HIV. Nie stwierdzono u nich
wystepowania 3'0ORF. Nie stwierdzono takze wystepowania peptydu trans-
aktywujacego. Zdaniem R. C. Galio, ktory zalicza HIV do wspdélnego ty-
puz HTLV-l i HTLV-II, peptyd transaktywujgcy jest kodowany w genie
Xx-LOR obu tych wiruséw, bedacym w tej samej fazie odczytu z genem
env [10]. Gallo uwaza, ze gen x-LOR jest odpowiednikiem rejonu NCR.

Wydaje sie jednak, ze pomiedzy rejonami x-LOR i tat-l1ll wystepuja
zbyt duze réznice aby mozna je byto uznaé¢ za odpowiedniki. Peptyd x-
LOR (obecnie nazywany w HTLV-l i HTLV-IlI odpowiednio tat-1 i tat-Il)
jest ok. trzykrotnie wiekszy od kodowanego przez HIV peptydu tat-IIl
[57]. Peptydy tat-l, Il sg kodowane w 3’ rejonie genomu za genem env.
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Ryc. 5 Poréwnanie struktury retrowiruséw (wg. F. Wong-Staal i R. C. Gallo, Nature
317, 395, 1985, i P. Sonigo. Celi 42, 369—382, 1985, zmodyifkowane. Pytajnik oznacza
niepetng informacje na temat funkcji lub dojrzewania biatka.

Sekwencje wigzgce tat-l i tat-11 sg ulokowane w obrebie rejonu U3 5'LTR
[40], za$ sekwencja wigzaca tat-1Il w HIV znajduje sie w rejonie R 5'LTR.

HIV jest najbardziej podobny do wirusa visna. Oba wirusy charakte-
ryzujg sie podobna sekwencjg nukleotydowg. Obydwa wykazuja podobne
efekty cytopatyczne in vitro, zdolnos¢ do infekowania komdérek mdézgu oraz
podobng morfologie. Waznym wreszcie elementem upodabniajagcym HIV
i visna jest to, ze odwrotna transkrypcja u obu wiruséw inicjowana jest
przez tRNAIlys. Wydaje sie, ze HIV jest pierwszym ludzkim wirusem, mo-
gacym byc¢ zaliczconym do grupy systematycznej wiruséw powolnych [21].
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VIIl. Odmiany HIV i pokrewne mu wirusy maltpie

W$rdéd szczepéw HIV na uwage zastuguja niektére wirusy pochodzace
z Afryki. Wirusy powodujace AIDS wystepuja endemicznie w Zairze i kra-
jach Afryki Centralnej. Ostatnio jednak stwierdzono wystepowanie retro-
wirusa podobnego do HIV w Gwinei-Bissau [13]. Wykazuje on morfolo-
giczne i cytopatyczne podobienstwo do HIV, jak réwniez tropizm w sto-
sunku do limfocytéw T4. Jest jednak r6zny od HIV genetycznie i anty-
genowo. W Senegalu stwierdzono wystepowanie wirusa bardzo zblizonego
do HIV, ale catkowicie niepatogennego. Przeciwciata przeciwko antyge-
nom tego wirusa posiada spora czes¢ populacji Senegalu, a gtébwnie pro-
stytutki [13, 58]. Nowego wirusa nazwano HTLV-IV. In vitro namnaza sie
on w limfocytach T ale ich nie zabija, jak réwniez nie powoduje trans-
formacji nowotworowej zaatakowanych komorek [58].

Réwniez w Afryce stwierdzono wystepowanie maitpich wiruséw spo-
krewnionych z HIV. Jednego z nich nazwanego STLV-I1II1AGM wyizolowano
z nie wykazujgcych zadnych objawow chorobowych afrykanskich koczko-
danéw (african green monkey) [59]. Inny wirus STLV-1IIMAC wyizolowany
z krwi makakéw z zespotem braku odpornosci immunologicznej (podobnym
do AIDS) pod wzgledem morfologii, patogennosci a takze tendencji do ata-
kowania limfocytéw T4, wykazuje podobiehnstwo do HIV. Biatka HIV (gag,
env i 3'orf) wykazuja reakcje krzyzowe z biatkami STLV-IIIMAC. Metoda-
mi serologicznymi stwierdzono, ze najbardziej immunogenne sg biatka
gpl60 i gpl20, podobnie jak w przypadku HIV. Oba zwierzece szczepy
STLV-Illagm i STLV-IIIMAC sg zblizone antygenowo. Faktu wystepowania
u matp afrykanskich wirusa podobnego do wirusa AIDS nie mozna baga-
telizowaé¢, poniewaz, na przyktad doustna szczepionka z atenuowanych
wiruséw polio jest produkowana z pierwotnych nerkowych kultur tkan-
kowych afrykanskich koczkodandéw.

Artykut otrzymano 30 kwietnia 1987
Zaakceptowano do druku 1 czerwca 1987
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Redakcja przypomina Autorom, ze skroty oznaczajgce geny zapisujemy
kursywa, np. src, mos itp. W biezacym zeszycie Autorzy niektérych ar-
tykutéw niezastosowali sie do tej reguty.
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I. Wstep

W ostatnich latach upowszechnit sie poglad, ze zewnatrzkomoérkowymi
regulatorami proliferacji komorek sg tzw. czynniki wzrostowe (ang. growth
factors). Sa to na og6t peptydy lub biatka, dzialajace za posrednictwem
swoistych receptorow wbudowanych w btone komoérkowa [1, 2].

Rézne typy komérek wykazuja rézne wymagania wzgledem czynnikéw
wzrostowych i to zaréwno odnosnie ilosci, jak i rodzajow tych czynnikéw.
W najwiekszym stopniu owe wymagania poznano w przypadku mysich fi-
broblastéw linii Balb/c 3T3 [3, 4], dla ktérych Stiles i wsp. wyréznili
kompetencyjne i progresyjne czynniki wzrostowe. Czynniki kompetencyj-

*Dr, Zaktad Neurofizjologii, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
PAN, ul. L. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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ne to na mocy definicji te, ktére regulujg pierwsza faze pobudzenia cyklu
komdérkowego. Inicjuja one pewne procesy biochemiczne, natomiast ich
obecnos$¢ nie wystarcza do wprowadzenia fibroblastow w faze S cyklu
zyciowego. Z kolei czynniki progresyjne uzupetniajg dziatanie czynnikow
kompetencyjnych, umozliwiajgc fibroblastom wejscie w faze S.

Podstawowym przedstawicielem kompetencyjnych czynnikéw wzro-
stowych jest biatko PDGF (ang. platelet-derived growth factor), ktére w
organizmie jest magazynowane w plytkach krwi. Zrédtem za$ czynnikéw
progresyjnych jest tzw. osocze ubogoptytkowe (ang. platelet-poor plasma),
ktéore w istocie jest surowica krwi pozbawiong ptytek, a zatem i uwal-
nianego z nich PDGF. Ws$réd sktadnikéw osocza ubogoptytkowego (PPP)
podstawowym czynnikiem wzrostowym jest IGF-1 (ang. insulin-like
growth factor |) — insulino-podobny czynnik wzrostowy 1., ziwany takze
somatomedyng C [3, 4]. Ponadto, do czynnikéw progresyjnych zalicza sie
czesto EGF (ang. epidermal growth factor) — naskdérkowy czynnik wzro-
stowy [3, 4].

Oprécz fibroblastéw, w badaniach pobudzenia cyklu komérkowego
czesto stosuje sie limfocyty, a w szczegdlnosci mysie splenocyty (komarki
Sledziony) lub ludzkie komoérki jednojgdrzaste krwi obwodowej. Te pierw-
sze stanowig mieszanine gtéwnie limfocytow T i B, a zawieraja takze
makrofagi. W drugich zas$ dominujg limfocyty T (50%— 70%), ale zaréwno
limfocyty B, jak i monocyty-makrofagi sa rowniez obecne. Zaletg stosowa-
nia limfocytéw w badaniach pobudzenia proliferacji jest zwtaszcza to, ze
komorki te, Swiezo pobrane z organizmu, znajduja sie fizjologicznie w fa-
zie GO cyklu zyciowego [5].

Pobudzenie proliferacji limfocytow zostanie przedstawione na przykta-
dzie ludzkich limfocytéw T. Swiezo pobrane komérki jednojadrzaste krwi
obwodowej cztowieka mozna in vitro potraktowa¢ mitogenem swoistym
dla limfocytow T, jakim jest fitohemaglutynina (PHA, ang. phytohemag-
glutinin). Woéwczas tylko limfocyty T wejda w cykl komoérkowy, by w
miare synchronicznie, po ok. 50— 60 godzinach rozpocza¢ synteze DNA
(faze S). PHA jest biatkiem roslinnym — lektyng, o ktérym wiadomo, ze
taczy sie m.in. z receptorem limfocyta T dla antygenu [6]. Aktywacja tego
receptora stanowi zapewne w warunkach fizjologicznych, wewnatrz orga-
nizmu, sygnat pobudzenia komorki T do podziatu.

Stymulacja proliferacyjna limfocytéw T nie ogranicza sie do wpiywu
PHA, czy antygenu na swoisty receptor. Potrzebna jest réwniez wspoét-
praca monocytow-makrofagéw, wystepujacych wsréd komorek jednojag-
drzastych krwi obwodowej. Izolowane limfocyty T (oczyszczone od ma-
krofagéw) nie sg efektywnie stymulowane przez PHA do cyklu zyciowego.
Aczkolwiek fitohemaglutynina inicjuje w takich komdérkach pewne pro-
cesy, to pozbawione kontaktu z makrofagami limfocyty T, pod wptywem
PHA nie podejmujg syntezy DNA. Przypomina to troche dziatanie czyn-
nikéw kompetencyjnych na fibroblasty.
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Dopiero dodanie makrofagoéw, lub ich biatkowego produktu — interleu-
kiny 1 pozwala limfocytom T, traktowanym uprzednio PHA na wejscie w
faze S. Rola makrofagéw polega na wytwarzaniu wymienionej interleu-
kiny 1, ktéra z kolei stymuluje limfocyty T do produkcji i wydzielania
interleukiny 2. Ta ostatnia zwana jest réwniez czynnikiem wzrostowym
limfocytow T (ang. T celi growth factor, TCGF), poniewaz umozliwia ko-
mérkom majgcym swoisty dla niej receptor kontynuacje cyklu komér-
kowego.

T, MO — Til—2r, MO (ii-i)

T( 1-2)

Tii-2r 21U . T+T

Ryc. I. Schemat pobudzenia limfocytéw T do proliferacji
T — limfocyt T, mO — makrofag, PHA — fitohemaglutynina, TXL2R — limfocyt T posiadajacy
receptor dla 112, ma (11-1) — makrofag wytwarzajgcy 11-1, 11-1 — interleukina 1, T (11-2) — lim-

focyt T wytwarzajacy interleukine 2, 11-2 — interleukina 2, 11-2R — receptor dla 112

Il. Dane Swiadczace o genetycznej kontroli pobudzenia proliferacji

Pobudzeniu cyklu komérkowego przez czynniki wzrostowe towarzyszy
stymulacja ekspresji pewnych gendéw, ktérych biatkowe produkty sa we-
wnatrzkomérkowymi regulatorami tego procesu. Swiadczy o tym szereg
danych (7].

4 Przede wszystkim stwierdzono, ze zahamowanie aktywno$ci enzyma-
tycznej RNA polimerazy Il w komoérkach pobudzanych do proliferacji
uniemozliwia im osiagniecie fazy S. Enzym ten mozna poddac¢ inhibicji za
pomoca swoistego zwigzku — alfa-amanityny, albo tez dzieki mikroinjekcji
swoistego przeciwciata. Mozna tez skorzysta¢ z linii komoérkowej BHK ts
AF8, wykazujacej temperaturo-wrazliwy fenotyp odnosnie aktywnosci te-
go enzymu. Komdérki tej linii zdolne sg do catkowicie normalnego wzrostu
i podlegania pobudzeniu woéwczas, gdy hodowane sg w temperaturze per-
misyjnej (ang. permissive). W temperaturze niepermisyjnej tzn. wyzszej
o kilka stopni Celsjusza nie ulegaja stymulacji, zatrzymujac sie w swois-
tym dla siebie punkcie fazy Gj. Uwaza sie, ze mutacja prowadzaca do wy-
twarzania termolabilnego biatka zwigzanego z aktywnos$cig polimerazy
RNA Il jest przyczyna opisanego fenotypu komorek.

Oproécz tej linii komdérkowej, istnieje rowniez szereg innych o podob-
nym zachowaniu w hodowli, o ktérych jednak wiadomo, ze mutacje doty-
cza innych genow. Mozna zatem stwierdzi¢, ze istnieje co najmniej kilka
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réoznych genéw, ktorych ekspresja nie jest krytyczna dla utrzymania przy
zyciu komoérki spoczynkowej, ale jest niezbedna dla skutecznego pobudze-
nia cyklu zyciowego.

I11. Geny, ktorych ekspresja zalezy od cyklu komérkowego

Opisane w poprzedniej czesci pracy dane doswiadczalne, Swiadczace
0 istnieniu gendw zwiagzanych z regulacja cyklu komérkowego, skionity
szereg grup badaczy do podjecia préb identyfikacji takich genéw. Zastoso-
wano kilka réznych podejs¢ eksperymentalnych [8].

Podejscie najbardziej systematyczne polegato na sporzadzeniu bibliotek
cDNA swoistych dla komoérek pobudzanych do proliferacji, a nastepnie
na réznicowym przeszukaniu takich bibliotek pod katem sekwencji swois-
tych dla genéw, ktorych ekspresja wzrasta po stymulacji komérek do cy-
klu zyciowego. Otrzymano w ten sposob kilkadziesigt klonéw cDNA kom-
plementarnych do genéw, ktorych ekspresja jest regulowana w cyklu zy-
ciowym. Nastepnie szereg z tych klonéw poddano sekwencjonowaniu
1 stwierdzono, ze kodujg one pewne dobrze juz znane biatka np. enzymy
glikolityczne [9], beta-aktyne [9], wimentyne [10], translokaze nukleoty-
déw adeninowych [11]. Funkcje innych z wyszukanych genéw mozna byto
wydedukowaé¢ na podstawie sekwencji nukleotydéw a przez to i biatek.
Na przyktad w zespole Nathansa wykryto nowy czynnik wzrostowy —
proliferyne [12], a w zespole Basergi nowe biatko wigzagce wapn — kalcy-
kling [13]. Trzeba jednak podkresli¢, ze funkcja zdecydowanej wiekszosci
genow, ktérych ekspresja zalezy od cyklu zyciowego, a ktére zidentyfi-
kowano dzieki przeszukaniu swoistych bibliotek cDNA, pozostaje nie-
znana.

Inne podejscie badawcze majgce na celu okreslenie genéw cyklu ko-
morkowego polega na sprawdzeniu, czy ekspresja pewnych znanych juz
genéw zalezy od pobudzenia proliferacji. Stwierdzono np., ze ekspresja
genéw kodujacych histony, kinaze tymidylanowa, tubuliny, aktyny, inter-
ferony, dekarboksylaze ornitynowg i kalmoduline zalezy od cyklu komor-
kowego [8, 14, 15, 16, 17, 18, 19].

Szczeg6lnie owocne okazaty sie badania protoonkogenow. Wykazano,
ze ekspresja szeregu z nich wzrasta zdecydowanie w okresie pobudzenia
komdérek spoczynkowych do cyklu zyciowego. Nalezy tu wymieni¢ takie
geny jak: c-K-ras, c-H-ras, c-N-ras, c-myc, c-fos, c-myb, p53 [8, 14, 15.
16, 17, 18, 19].

W ostatnim okresie stwierdzono, ze ekspresja wielu z powyzszych ge-
néw jest pobudzana nie tylko przez ztozone mitogeny (ptodowa surowica
cieleca, fitohemaglutynina podawana w obecnosci makrofagéw), ale row-
niez przez chemicznie czyste czynniki wzrostowe. Na przyktad pobudzenie
ekspresji c-myc, c-/0s, oraz gendw kodujacych dekarboksylaze ornitynows.
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aktyne i wimentyne moze zostaé wywotane dziataniem PDGF i EGF, ale
nie insuliny i PPP [8, 9, 20]. Z kolei 11-2 pobudza czynnos¢ protoonkogenu
c-myc [21].

Co wiecej, wykazano réwniez, iz wybiércza aktywacja szlakow zalez-
nych od okreslonych przekaznikéw drugiego rzedu prowadzi do pobudze-
nia ekspresji niektérych gendéw. Zaobserwowano np., ze stymulacja Kkina-
zy biatkowej C, a takze, niezaleznie, podwyzszenie stezenia cytoplazma-
tycznego jonow Ca2+ stymuluje ekspresje protoonkogenow c-jos i c-myc
[8, 20].

IV. Czynnos$ciowy udziat onkogenéw i protoonkogenéw
w pobudzeniu cyklu komérkowego

Pierwszych danych $wiadczgcych o tym, ze produkty pojedyriczych
genéw moga inicjowaé tancuch zjawisk prowadzacych komoérki spoczyn-
kowe do podjecia replikacji jadrowego DNA, dostarczyly badania wiruséw
onkogennych o genomach zbudowanych z DNA (SV40, wirus polyoma,
adenowirusy) [22]. Na przyktad w badaniach Galanti’ego i wsp.
[23] stwierdzono, ze gen wirusa SV40, kodujacy biatko T zdolny jest, po
wprowadzeniu drogg mikroiniekcji, do pobudzenia cyklu zyciowego komoé-
rek spoczynkowych. Podobnag witasno$¢ wykazano réwniez dla biatkowych
produktéw genu EIA Adenowirusa [24].

W ostatnich latach zgromadzono liczne dane $wiadczace o tym, ze biat-
kowe produkty niektérych protoonkogenéw moga braé udziat w regulacji
proliferacji. Stwierdzono, ze produkty onkogendéw i protoonkogendéw ro-
dziny ras (K-ras i H-ras) zdolne sga do pobudzenia komdérek spoczynkowych
do wejscia w cykl zyciowy [8]. Co wiecej, wybidrcze usuniecie funkcjonal-
ne tych biatek z komdérek proliferujagcych (takiego usuniecia mozna doko-
nac¢ dzieki iniekcji swoistego przeciwciata) powoduje, ze komorki takie za-
trzymuja sie w fazie Gx nie bedac zdolne do kontynuacji cyklu zyciowe-
go [25].

Rowniez mikroiniekcja przeciwciata skierowanego przeciwko biatku p53
hamowata cykl komoérkowy w fazie Gt [8, 26, 27]. Z kolei wprowadzenie
droga mikroiniekcji genu kodujacego p53 do komoérek spoczynkowych,
wprowadzato te komorki w stan kompetencji. To znaczy, ze komoérki sta-
waty sie zdolne do podjecia syntezy DNA pod warunkiem podania im row-
niez czynnikéw progresyjnych np. osocza ubogoptytkowego [28].

Bardzo podobne wyniki przyniosty badania nad protoonkogenem c-myc.
Réwniez w tym przypadku obecnos$¢ biatka c-myc powodowata, ze komoér-
ki spoczynkowe przechodzity w stan kompetencji [2, 29, 30].
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V. Podsumowanie: protoonkogeny a aktywacja komorki
do réznych czynnosci biologicznych

Przedstawione powyzej dane sugerujg, ze protoonkgeny moga stanowic¢
sktadniki genetycznej kontroli pobudzenia komoérek do proliferacji. Wy-
pada jednak wspomnieé¢ o licznych danych wskazujgcych na udziat tych
samych genéw w regulacji réznicowania komoérek. Wystarczy powiedziec,
ze np. c-myc, c-jos i c-H-ras ulegajg zwiekszonej ekspresji w wyniku po-
budzenia komoérek guza chromochtonnego szczura PC12 do réznicowania
w kierunku neuronéw [8, 31, 32, 33]. Proces neuronalnego réznicowania
komorek PC 12 odbywa sie pod wptywem czynnika wzrostu nerwéw NGF
(ang. nerve growth factor). Roznicowanie komdrek PC12 pod wptywem
NGF taczy sie z zahamowaniem proliferacji tych komoérek. Co wigcej mi-
kroinjekcja onkogenu H-ras pobudza komérki PC12 do réznicowania w
kierunku neuronow [34].

Podsumowujac, wypada stwierdzi¢, ze funkcja protoonkogenéw nie jest
swoiscie zwigzana z regulacja proliferacji, ale robwniez z pobudzaniem ko-
morek do wypetniania réznorodnych czynnosci biologicznych, ktérych
podstawg jest ujawnienie nowych cech.

Artykut otrzymano 10 kwietnia 1987
Zaakceptowano do druku 22 maja 1987
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Przeksztatcenie komoérek normalnych w nowotworowe moze zachodzi¢

w wyniku przyjecia przez komérki egzogennego DNA (najczeSciej prowi-
rusowego DNA wiruséw onkogennych lub DNA wyizolowanego z komérek
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nowotworowych) albo pod wptywem réznych czynnikéw fizycznych lub
chemicznych. Proces ten okres$lany jest mianem transformacji nowotworo-
wej*. Natomiast wprowadzenie egzogennego materiatu genetycznego do
komoérek (najczesciej hodowanych in vitro) nosi nazwe transfekcji**. Zmia-
ny towarzyszgce (przemianie komérki normalnej w nowotworowg maja
podtoze genetyczne i sg nastepstwem przegrupowan strukturalnych geno-
mu prowadzgacych do ,aktywacji” komérkowych genéw transformujacych
(protoonkogenéw). Wiekszo$¢ poznanych protoonkogenéw charakteryzuje
sie wysokg stabilnoscig ewolucyjng — wykazujg one duza homologie w
grupie organizmoéw wyzszych. Swiadczy to o ich udziale w podstawowych
procesach zyciowych (wzrost, proliferacja) normalnych komoérek somatycz-
nych. Wyrazny postep w badaniach nad identyfikacja komérkowych genéw
transformujacych nastgpit gtownie dzieki zastosowaniu metod umozliwia-
jacych wprowadzanie genow do komorek. Obecnie wiadomo, ze komorki
eukariotyczne zdolne sg do przyjecia egzogennego DNA w postaci catych
chromosomoéw [1], w wyniku przeniesienia sekwencji genowych w wekto-
rach wirusowych DNA-wiruséw [2, 3], badZz w liposomach [4], a takze przy
uzyciu mikroiniekcji [5], elektropulsacji [6] oraz w wyniku fuzji komodrek
bakterii z eukariotycznymi komoérkami docelowymi [7]. Ponadto DNA
moze by¢é wprowadzony do komorek metodg transfekcji zaleznej od
DEAE-dextranu [8] oraz zaleznej od precypitacji DNA z fosforanem wap-
nia [9], Ostatnia z wymienionych powyzej technik jest podstawowg metoda
umozliwiajacg identyfikacje onkogenéw komdrkowych. Jednocze$nie testy
transfekcyjne pozwalajg na ocene witasnosci transformujgcych genéw zwig-
zanych z .procesem transformacji nowotworowej. Badania z wykorzysta-
niem transfekcji daty dowody na to, ze przebieg spontanicznie powstajg-
cych nowotworéw cztowieka i zwierzat jest zwykle procesem wieloetapo-
wym, prowadzacym do wyodrebniania sie nowych subklonéw komérko-
wych zastepujgcych formy macierzyste w wyniku selektywnych przysto-
sowan do wzrostu.

Il. Komérkowe geny zwigzane z transformacja nowotworowg

Na temat genéw transformujgcych i molekularnego podioza procesu
transformacji nowotworowej ukazato sie w piSmiennictwie szereg szcze-
gotowych opracowan [10— 22]. Przyjmuje sie, ze w trakcie rozwoju nowo-
tworow obok tzw. gendéw transformujgcych odpowiedzialnych za przemia-

* Problem transformacji nowotworowej zostat szeroko omoéwiony w artykule
Chorazego i Szali (Post. Biochem., 29, (1983), 261—298). Niektére aspekty poruszone
byty rowniez w artykutach E. Kalinowskiej (Post. Biochem., 31, (1985), 617—630) oraz
B. Gotos (Post. Biochem., 31, (1985), 601—615).

** Na temat ekspresji genéw wprowadzanych do komoérek metodag transfekcji
ukazat sie w Postepach Biochemii artykut Ewy Kalinowskiej (Post. Biochem., 31,
(1985), 617—630).
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ny komérek normalnych w nowotworowe (onkogeny wirusowe badz akty-
wowane onkogeny komdrkowe*), istotng role odgrywaja geny o funkcji
supresor6w nowotworowych oraz tzw. geny modulatory. Sekwencje supre-
syjne, zwane tez ,anty-onkogenami” [15, 17] ulegaja delecji lub funkcjo-
nalnemu zablokowaniu przed rozpoczeciem rozwoju nowotworu. Przykta-
dem moze by¢ zlokalizowany w chromosomie 13 gen rb-1, ktérego
normalna funkcja polega na indukowaniu koricowego réznicowania sie
komdérek w tkance. W komérkach retinoblastomy rb-1 moze wystepowacd
w postaci heterozygotycznej lub homozygotycznej [17]. W przypadku he-
terozygotycznosci genu rb-1 zmiany transformacyjne komorek retinoblas-
toma sa Scisle zwigzane z wczes$niejszg mutacja lub delecja jednego allelu,
przy czym mutacje zachodzagce w komodrkach rozrodczych moga by¢ dzie-
dziczone. Natomiast w przypadku homozygotycznos$ci, mutacji (somatycz-
na mutacja recesywna) lub delecji (czesto z wiekszym fragmentem chro-
mosomu 13) ulegaja obydwa allele rb-1 [17].

Analogiczne ,lezje” pojedynczych gendéw towarzyszg powstaniu takich
nowotworéw jak neuroblastoma, drobnokomérkowy rak ptuc czy tez guz
Wilms’a [15]. Wtasnos$ci supresyjne recesywnych anty-onkogenow stwier-
dzono takze wykonujgc analizy cytogenetyczne komoérek hybrydowych
(komdérka nowotworowa x komérka normalna) wykazujgcych utrate cech
onkogennych [15]. Geny modulatory nalezg prawdopodobnie do duzej gru-
py gendéw, wpitywajacych na rozwd6j nowotworu. Sg ws$réod nich geny
zgodnosci tkankowej (ang. MHC — major histocompatibility complex ge-
nes), a takze geny enzymoéw proteolitycznych (np. kolagenaza 1V). Pro-
dukty tych genéw cho¢ nie biorg udzialu w transformacji nowotworowej,
wptywajg na ,uztosliwienie” komérek nowotworowych (na ich inwazyjny
wzrost) oraz “wymykanie” si¢ spod immunologicznej kontroli organizmu
[15].

W genomach normalnych komérek organizméw wyzszych stwierdzono
wystepowanie szeregu genow (protoonkogenow), ktére w formie ,zakty-
wowanej” — w wyniku mutacji punktowych, insercji promotora wiruso-
wego, translokacji chromosomalnej lub innych przegrupowan struktural-
nych (geny fuzyjne), zdolne sag do wywotania transformacji nowotworowej
[10— 18, 23, 24]. Protoonkogeny komérkowe (proto-onc) w komérkach nor-
malnych stanowia okoto 0,1% wszystkich genéw [25] i biorg udziat w pro-
cesach wzrostu i réznicowania komérek [10, 15, 16, 19, 22]. Stwierdzono
duza homologie gendw proto-onc ze znanymi wczes$niej sekwencjami on-
kogennych retrowiruséw. W wyniku przeprowadzonych analiz ustalono,
ze onkogeny komdérkowe w przeciwienstwie do wirusowych sg typowymi
genami mozaikowymi i skladajg sie z intronéw oraz eksonoéw. Obecnie
przewaza poglad [10— 16, 18], ze onkogeny wirusowe sg pobranymi w wy-

* Réznice pomiedzy onkogenami komérkowymi (c-onc) i wirusowymi (v-onc) oraz
ich udzial w procesie transformacji nowotworowej zostaty oméwione w artykule
Choragzego i Szali (Post. Biochem., 29, (1983), 261—298).



436 K. JAGLA, J. DOMANIEWSKI [41

niku rekombinacji genetycznej fragmentami proto-onkogenéw komoérko-
wych, ktére podlegaja transkrypcji, a onkogenne retrowirusy — wtdérnie
powstatymi chimerami. Nie wszystkie komérkowe geny transformujgce
majg jednak swoje odpowiedniki w genomach retrowirusowych. Nie ziden-
tyfikowano dotychczas sekwencji v-onc homologicznych z onkogenami
raka sutka int-1 i int-2 [26— 28], a takze genami Pim-1 i tek [29, 30] oraz
onkogenem kodujacym biatko p53 [31, 32]. Na podstawie réznic w lokali-
zacji oraz w strukuralnych i czynnosciowych wiasnosciach biatkowych
produktéow aktywacji mozna wyré6zni¢ pie¢ grup poznanych dotychczas
onkogenéw komoérkowych [18, 19] (Tab. 1).

Tabela 1
Podziat onkogenéw komoérkowych pod wzgledem lokalizacji i witasnosci biatkowych produktéow
ich aktywacji.
Sporzadzono na podstawie pozycji literaturowych nr. 18, 19, 21, 22, 24, 61.

Lokalizacja Wi L. dukt6w biatk h
Grupa Onkogeny produktéw biatkowych asnosci produktéw biatkowyc
| csis p}yn.y ustro!'owe, czynnik wzrostu komérek, homologicz-
powierzchnia bton ko- ny z podjednostka B PDGF
moérkowych
c-src, c-fms, c-ros, receptorowe biatka btonowe, wykazujace
|| Cheu, c-abl, c-fgr,  btony cytoplazmatycz-  aktywnos¢ kinazy tyrozynowej (produkt
c-erbB, c-yes, c-fes/ ne c-erbB jest homologiczny z receptorem
/fps, oncD (c-trk) EGF)
lla  c-raf/mil, c-mos btony cytoplazmatycz- piatka wykazujace aktywnosé¢ kinazy
ne serynowej
c-erbA, c-ets, c-rel, bialk Wb ni
m c-ski, met, mel, cytoplazma, btony lub dlak a re(l:)ept.orows u Inl.eznane (pro-
Blym, dbl, mcf-2, nieznana ukt c-er Akjest omologiczny z rece-
mcf-3 ptorem tyroksyny)
btony cytoplazmatycz-
IV c-ras e Y eytop 4 biatko zwigzane z aktywnoscig GTP-azy
c-fos, c-myb, c-myc, . biatka uczestniczace w regulacji tran-
\% jadra

P53

skrypcji genéw

Podstawg do takiego podziatu staty sie wyniki badan, w ktérych stwier-

dzono homologie pomiedzy produktami onkogenéw, a czynnikami wzrosto-
wymi oraz ich receptorami. Wykazano miedzy innymi, ze sktad aminokwa-
sowy i struktura produktu biatkowego onkogenu c-sis (p28), sa identyczne
z sekwencjg i strukturag podjednostki B czynnika wzrostowego z ptytek
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krwi (PDGF) [21, 22, 33], natomiast produkty onkogenéw c-erbB i c-fms
sg homologiczne z receptorami innych czynnikéw wzrostowych odpowied-
nio EGF i CSF-1 [19, 34— 36]. Ponadto biatkowe produkty aktywacji ta-
kich onkogendéw jak c-ros, c-neu, c-fgr, c-yes, c-src, c-abl, (c-fps), wykazuja
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej, charakterystyczng dla bialek receptoro-
wych i sg $ciSle zwigzane z btlong komérkowg [19, 37— 41]. Osobng grupe
stanowig onkogeny c-myc, c-myb i c-fos, ktérych produkty lokalizowane
sg w jgdrach komoérkowych i petnig funkcje regulatoréw transkrypcji [12—
16]. Tak szeroki zakres czynnosciowy onkogenéw komoérkowych sugeruje
wystepowanie powigzan funkcjonalnych pomiedzy nimi. Stiles [22]
i Heldin {21] zakladaja istnienie kaskadowej aktywacji onkogendéw
(Ryc. 1), prowadzacej do wytworzenia nowotworowego fenotypu komorek.
Zgodnie z tym modelem czynniki wzrostowe (np. PDGF), mogtyby inicjo-
waé zmiany transformacyjne w komérkach wplywajac poprzez oddziaty-
wanie z receptorami btonowymi na procesy regulacji transkrypcji genow.
Zmiana ekspresji onkogenéw kodujacych biatka zwigzane z aktywnosciag
kinaz biatkowych mogtaby nastepnie prowadzi¢ do wzrostu pobudliwos$ci
komoérek na czynniki wzrostowe i w efekcie na przyspieszenie tempa po-
dziatow komdérkowych. W pézniejszych stadiach rozwoju nowotworu moz-
liwa bylaby redukcja kaskady polegajgca na uniezaleznieniu sie komoérek
nowotworowych od wptywu czynnikéw wzrostowych.

c-sis _

c-fms
c-yes
C-src
c-abl
c-erbB)

b NG
C-mos <\~ F

- raf/mil NN =
C-ra m:/\ .\1_\ \
o R
\\\ {4
g C-erbA
c-efs
c-ski
c-rel

\

e LAl TN 7
Ryc. 1. Schemat kaskadowej aktywacji onkogenéw komoérkowych. Sporzadzono na

podstawie danych o lokalizacji i funkcji biatkowych produktéw aktywacji onkoge-
néw (Tab. 1) oraz na podstawie pozycji literaturowych nr. 21 i 22.

Obecnie prowadzone sg badania, ktérych celem jest poznanie udziatu
réoznych onkogenéw komoérkowych w procesie transformacji nowotworo-
wej. Wiekszos¢ doswiadczen tego typu wykonano dzieki zastosowaniu tes-
tow transfekcyjnych.
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I1l. Wprowadzanie DNA do komdérek metoda transfekcji
zaleznej od fosforanu wapnia

Transfekcja zalezna od fosforanu wapnia zostata po raz pierwszy opi-
sana przez Grahama i Van der Eba w 1973 roku [9]. Opraco-
wana woéwczas metodyka byta wielokrotnie modyfikowana, miedzy innymi
przez zesp6t W iglera [42] oraz Barbacida [43], glbwna jej zasada
pozostaje jednak niezmieniona. Proces transfekcji polega na inkubacji ko-
mérek (najczesciej w hodowli jednowarstwowej) z DNA osadzonym na
krysztatach fosforanu wapnia. Strat Ca-PO4DNA przygotowuje si¢ po-
przez dodanie chlorku wapnia do preparatébw DNA rozpuszczonych w
buforze zawierajgcym fosforany. Utworzony precypitat ulega adsorpcji na
powierzchni bton komdérkowych, a nastepnie wchtaniany jest przez ko-
morki, prawdopodobnie w wyniku procesu fagocytozy [44]. Ekspresja
wprowadzanego DNA wykrywalna jest po okoto 20 godzinach po trans-
fekcji [45] oraz po 3 godzinach w przypadku mikroiniekcji DNA do jader
komorek ptasich [46]. Wynika z tego, ze transport DNA z biony cytoplaz-
matycznej do jader trwa okoto 17 godzin. Jednakze mechanizmy warun-
kujace przyjecie przez komoérki wprowadzonego metodg transfekcji DNA,
a nastepnie jego aktywacje sa stabo poznane. Prawdopodobnie sekwencje
egzogennego DNA sa potaczone ze sobg w postaci duzych struktur linior
wych, ktére sg wbudowywane do DNA komdrek biorcéw, a nastepnie w
catosci replikowane [47]. Ostatnio wykazano, ze infekcja komoérek wirusa-
mi HTLV (ang. human T-lymphotropic viruses) silnie podnosi ekspresje
genow wprowadzonych metoda transfekcji [48]. Cullen [49] sadzi, ze ob-
serwowany wzrost ekspresji genow zwigzany jest z wywotanymi infekcja
retrowirusowg zmianami w btonie cytoplazmatycznej komoérek biorcéw
i w efekcie wzrostem witgczania egzogennego DNA.

W badaniach transformacji nowotworowej in vitro transfekcji podda-
wane sg najczesciej fibroblastopodobne komérki embrionalne pochodzace
z utrwalonych linii komérkowych (NIH 3T3, REF, QEC, itp.), wyprowa-
dzonych z zarodkéw gryzoni lub ptakéw. Ekspresja genéw wprowadza-
nych metodg transfekcji, w zaleznosci od linii komoérkowej i warunkow
doswiadczenia wykrywana jest w komorkach stanowigcych 10~6— 10-4
wszystkich komoérek docelowych [50]. Fibroblasty mysie linii BALB/c 3T3
zdolne sa do przyjecia obcego DNA w ilosci odpowiadajacej 1/3 zawartosci
DNA jadrowego (w przeliczeniu na jedng komodrke) (badania witasne).
Efektywnos¢ transfekcji (ilos¢ wprowadzonych sekwencji) uzalezniona jest
od ilosci oraz wielkosci fragmentéw DNA, od doboru warunkéw precypi-
tacji (stezenie chlorku wapnia, sktad i pH buforu zawierajgcego fosforany)
oraz od czasu inkubacji komdérek z precypitatem ([9] oraz badania witasne).
W przypadku prowadzenia transfekcji fragmentami genowymi klonowa-
nymi w plazmidach korzystne jest stosowanie dodatkowo DNA wysoko-
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czasteczkowego jako materiatu nosnikowego [9]. Wzrost kompetencji* ko-
morek biorcow do przyjecia egzogennego materiatu genetycznego mozna
uzyska¢ poprzez inkubacje komorek z DEAE-dextranem bezposSrednio
przed transfekcja [9] lub krotkotrwatag inkubacje z 20% dimetylosulfo-
tlenkiem [51] albo z 25°/0 glicerolem [52] podczas transfekcji.

W celu wprowadzenia wysokoczgsteczkowego DNA, korzystne wydaje
sie zastosowanie inkubacji precypitatu DNA z komdérkami znajdujgcymi
sie w zawiesinie (badania wtasne) — zgodnie z modyfikacjg transfekcji wg
Chu i Sharpa [53]. W efekcie takiego postepowania uzyskujemy
wzrost powierzchni kontaktowej oraz wieksze prawdopodobienstwo fago-
cytozy stragtu Ca-P04DNA. Klony komorek wykazujgcych ekspresje wpro-
wadzonych sekwencji DNA otrzymuje sie w wyniku selekcji komorek
biorcéw. W tym celu wraz z fragmentami DNA precypitacji poddaje sie
markery plazmidowe, zawierajgce najczesciej gen ,neo” odpornosci na
neomycyne [54—57] badz gen ,tk” — Kkinazy tymidynowej [56, 57]. Ko-
morki po transfekcji przenosi sie na podtoza selektywne, zawierajace ana-
log neomycyny (Geneticine G-418) lub tzw. medium HAT (hipoksantyna,
aminopteryna, tymidyna), a otrzymane w efekcie kolonie opornych ko-
morek poddaje sie testom na ekspresje wprowadzanych genéw. Obok me-
tod hybrydyzacji kwaséw nukleinowych [58] z powodzeniem stosowane sg
tu przeciwciata monoklonalne przeciwko antygenom kodowanym przez
wprowadzane sekwencje genowe [52, 59].

IV. Ocena aktywnosci transformacyjnej
genoéw wprowadzanych do komodrek
metodag transfekcji

W kulturze fibroblastopodobnych komoérek embrionalnych (NIH 3T3,
REF, QEC), poddanych transfekcji przy uzyciu wirusowych lub komorko-
wych genéw transformujacych, zachodza zmiany w morfologii oraz w
przystosowaniu komoérek do wzrostu i proliferacji. Powstajg ogniska (ko-
lonie) stransfarmowanych komoérek (ang. focus farmation). W ogniskach
obserwowany jest wzrost wielowarstwowy, spowodowany zanikiem zja-
wiska hamowania kontaktowego (charakterystycznego dla hodowli normal-
nych fibroblastéw) oraz brakiem zdolnosci komoérek do adhezji na $cianach
naczyn hodowlanych (ang. anchorage independent). Oceny witasnosci trans-
formujgcych wprowadzanych sekwencji dokonuje sie na podstawie wy-
nikéow testéw transfekcyjnych — testu na tworzenie ognisk komdrkowych
w pozywce ptynnej (ang. focus assay) oraz testu na tworzenie kolonii ko-

* Wzrost kompetencji komérek do przyjecia egzogennego DNA wprowadzanego

metoda transfekcji zaleznej od fosforanu wapnia, rozumiany jest tu jako efekt dzia-
tania wymienionych zwigzkéw chemicznych na blone komdérkowsa, ktéry prawdopo-
dobnie objawia sie wzrostem tempa fagocytozy strgtu Ca-PO}-DNA.
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mérek w poétptynnym agarze (ang. colony formation in soft agar) [60— 64].
Tumorogennos$é otrzymanych klonéw komoérek (zdolno$¢ do wywotywania
nowotwordw) sprawdza sie przez podanie ich nagim myszom (ang. nude
mice). W przypadku ,foous assay” ognika stransformowanych komodrek
oblicza sie w 10— 14 dniu po transfekcji prowadzac hodowle przy obnizo-
nym do 5°/0 stezeniu surowicy cielecej [65]. Przyjmuje sie, ze ilos¢ ognisk
komoérkowych w przeliczeniu na fxg DNA uzytego do transfekcji (FFU/]xg
DNA — focus forming units) stanowi wskaznik witasnosci transformuja-
cych wprowadzanych genoéw.

Otrzymane klony komoérek mozna podda¢ nastepnie testom na przezy-
walnos$¢ oraz zdolnos¢ do proliferacji [65], okreSlajac w ten sposéb tzw.
stabilnos¢ transformacji. W wyniku transformacji komérek in vitro zwiek-
sza sie poziom wydzielanych przez nie do medium czynnikéw wzrosto-
wych, takich jak TGF (transforming growth factor), FGF (fibroblasts
growth factor), PDGF (platelet derived growth factor), EGF (epidermal
growth factor) i inne. Dla okres$lenia ekspresji genéw, kodujgcych biatka
wzrostowe stosuje sie nieraz test mitogenny [66]. Supernatanty znad ko-
morek poddanych transfekcji, zawierajace czynniki wzrostowe sa zbiera-
ne i nastepnie podawane jako mitogeny do hodowli normalnych komérek.
Wzrost tempa podziatdbw komorek Swiadczy o podwyzszonym poziomie
czynnikéw wzrostowych oraz w sposob posredni o aktywnosci transkryp-
cyjnej genéw zwigzanych z procesem transformacji nowotworowej. Opi-
sane powyzej testy wymagaja jednak zawsze wiarygodnie przeprowadza-
nych prob kontrolnych ze wzgledu na spontaniczne zmiany transformacyj-
ne jakim ulega¢ moga komorki z linii ustabilizowanych. Badania prowa-
dzone przez zesp6t W ig lera [67] oraz Coopera [68] dowiodty bowiem,
ze w wyniku transfekcji fibroblastéw NIH 3T3 przy uzyciu DNA z nor-
malnych komorek cztowieka moze dojs¢ do powstania gendw transformu-
jacych.

V. Aktywacja gendéw transformujacych
w komérkach nowotworowych

Zgromadzone do tej pory dane eksperymentalne $wiadczg o tym, ze
.aktywacja” pojedynczego onkogenu, zarowno w wyniku przytgczenia
promotora jak i w wyniku translokacji czy mutacji jest niewystarczajgca
dla catkowitego przeksztatcenia komérek normalnych w nowotworowe.
Uzyskane w efekcie zmiany (w przypadku linii pierwotnych) polegaja
zwykle na wyksztatceniu fenotypu komoérek ,nieSmiertelnych” (immor-
talizowanych), pozbawionych jednak zdolnosci tworzenia kolonii w miek-
kim agarze oraz indukowania nowotworow u nagich myszy. Wprowadzenie
do komoérek normalnych dwoéch aktywnych onkogenéw jednoczesnie lub
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w wyniku nastepujgcych po sobie transfekcji znacznie zwieksza czestosé
transformacji. Podobng funkcje moga peini¢ wprowadzane wraz z onko-
genem sekwencje wzmacniajgce (ang. enhancer) lub promotorowe (naj-
czesciej pochodzenia wirusowego). Silne witasnosci transformujgce onko-
gennych retrowirus6w zwigzane sg rowniez z aktywnoscig dwoch zinte-
growanych onkogenéw komoérkowych. Przykitadem moze by¢ genom pta-
siego retrowirusa Mill-Hill Nr. 2 (MH2), indukujgcego nowotwory i trans-
formujacego komorki in vitro. Zawiera on onkogen v-myc (obecny takze
w trzech innych retrowirusach MC29, CMII i OKIO) oraz onkogen v-mil
o sekwencji zblizonej do genu src wirusa RSV [69]. W ptasich komoérkach
NR (ang. neuroretina cells) transformowanych MH2 wykryto mutanta
MH2 (MH2PA200), niezdolnego do morfologicznej transformacji ptasich
komérek embrionalnych. Brak witasnosci transformujgcych mutanta oka-
zat sie wynikiem — delecji czesci genu v-myc i brakiem jego aktywnosci
[70],

Transformowane onkogenami myc lub ras komérki linii REF (ang. rat
embryo fibroblasts) nie sg zdolne do wywotania nowotworéw u nagich
myszy. Dopiero w wyniku wprowadzenia obu onkogenéw jednoczes$nie
fibroblasty REF zmieniajg sie w typowe komorki nowotworowe [65]. Ak-
tywacja c-myc moze nastepowa¢ w wyniku insercji sekwencji retrowiru-
sowych, co stwierdzono w indukowanym wirusem ALV chtoniaku Burkit-
ta [23], wywodzgcym sie z limfocytow B odpowiedzialnych za produkcje
immunoglobulin. Obok genu c-myc w komdérkach BL (ang. Burkitt lymp-
homa) wykryto wysoka ekspresje innych onkogenéw, Blym oraz N-ras
{72, 73], W tym wypadku ,aktywacja” c-myc zwigzana jest raczej z poczat-
kowym etapem transformacji nowotworowej, natomiast ,aktywacja” Blym
lub N-ras z wytworzeniem nowotworowego fenotypu komorek BL [74].

Y -l. Wspoétdziatanie onkogenéw oraz aktywujace wiasnosci
sekwencji wirusowych

Zupeinie odmienny mechanizm aktywacji c-myc wystepuje w afry-
kanskiej odmianie chtoniaka Burkitta, ktéra jest silnie zwigzana z infek-
cja wirusem Epsteina-Barra (EBV) [14]. Wykazano, ze EBV jest poten-
cjalnym czynnikiem ,unieSmiertelniajgcym” dla ludzkich komoérek B,
a jego aktywnos¢ wykrywana jest w postaci dwéch antygenéw jadrowych,
EBNA-1 i EBNA-2. Limfocyty krwi os6b zakazonych EBV maja niewiel-
kg zdolno$¢ do tworzenia kolonii w agarozie i nie tworzg nowotworéw
u nagich myszy. Dane te wskazuja, ze DNA EBV odpowiedzialne jest za
poczatkowy etap transformacji nowotworowej komoérek B. Swiadczy o tym
rowniez fakt, ze komoérki transformowane EBV w przeciwienstwie do no-
wotworowych komorek BL, sa zalezne od wydzielanego przez nie czynni-
ka wzrostowego — BCGF (B — cell growth factor) [14]. Stwierdzono, ze
uzyskanie typowego fenotypu nowotworowego przez komoérki infekowane
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EBV, zwigzane jest Scisle z aktywacjg c-myc, ktory ulega translokacji do
jednego z trzech loci immunoglobulinowych [14]. Ten typ ,aktywacji”
c-myc warunkuje zmiany komédrek charakterystyczne dla pé6znej fazy
transformacji nowotworowej [14].

Ostatnio zaobserwowano réwniez wspoétdziatanie pomiedzy onkogenami
c-myc i c-raf. Przeprowadzenie badan nad kooperacjg tych dwéch onko-
gendéw podyktowane byto wykryciem w komérkach jednej z odmian drob-
nokomérkowego raka ptuc SCLC — SC/LC (ang. small cell/large celi) am-
plifikacji genu c-myc [75] oraz ekspresji c-raf-1 [76]. Clevland
i wsp. [25] skonstruowali rekombinanty pomiedzy plazmidami p3611MSV
(raf) oraz pMH2 (mil/myc) i pMC29 (myc), otrzymujgc formy J-1, J-2, J-3,
J-5. Hybrydy J-l1 i J-2 zawieralty fragmenty raf konca 5 z plazmidu
p3611-MSV oraz mil korica 3' z pMH2, potaczone z fragmentem 5 myc po-
chodzagcym z pMH2, przy czym forma J-2 zawierata dodatkowo sekwencje
myc konca 3' pMC29. Rekombinant J-3 w poréwnaniu z J-2 pozbawiony
byt 17 kodonéw w miejscu Sphl konca 3, w ktérym dotaczony byt do
fragmentu mil, natomiast J-5 zawierat tylko v-myc z pMC29. Stwierdzo-
no, ze wirusy J-l i J-2 w przeciwienstwie do J-3 i J-5 indukujag tworzenie
ognisk w hodowli komérek NIH 3T3 i wywotuja nowotwory u nagich
myszy. Wczesniej zaobserwowano takze [77, 78], ze do wzrostu in vitro
komorek pochodzgcych z guzow indukowanych u myszy wirusem 3611-
MSV (v-raf) konieczna jest interleukina 3 (IL-3). Okazato sie jednak, ze
uniezaleznienie tych komdrek od IL-3 mozna uzyskaé¢ przez transfekcje
wirusami tramsdukujgcymi v/~raf i v-myc [25]. Tym samym wykazano
wspoétdziatanie onkogenéw myc i raf w procesie transformacji nowotwo-
rowej.

Serie ciekawych doswiadczen przeprowadzit Smith i wsp. [79]
wykazujgc, ze zwigzanie produktu onkogenu ras (p21) przeciwciatem anty-
p21 (Y13-259) prowadzi do zmian w transformacji komoérek NIH 3T3.
Stwierdzono, ze fibroblasty NIH 3T3 poddane transfekcji onkogenami, ko-
dujacymi biatka homologiczne z receptorami czynnikéw wzrostowych (fes,
fms, src), sg zalezne od obecnosci p21. Neutralizacja biatka p21 powodowa-
ta obnizenie wigczania sH-tymidyny do komérek. Natomiast komoérki tran-
sformowane onkogenami, ktérych produkty lokalizowane sa w cytopla-
zmie i wykazujag aktywnos$¢ kinazy serynowej (mos, raf) okazujg sie by¢
niezalezne od ekspresji genu ras. Interesujgco przedstawia sie réwniez
aktywacja onkogenu c-mos. Dotychczas [80, 81] znane byty aktywujace
wiasnosci wirusopodobnych czastek A (IAP — ang. intracisternal A parti-
cie), ktére ulegaty wbudowywaniu do sekwencji kodujgcych genu c-mos.
Sekwencje powtarzalne IAP (IAP LTR) zawierajg dwa promotory, jeden
odpowiedzialny za transkrypcje genomu IAP, drugi za$ inicjujgcy trans-
krypcje c-mos. Ostatnio okazato sie, ze wlgczanie promotora genu c-mos
moze by¢ regulowane przez produkty biatkowe onkogenéw c-myc, p53,
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wirusa SV40 i adenowirusa EIA [82]. W ten sposéb IAP LTR bylyby og-
niwem posrednim w procesie transaktywacji onkogenu c-mos. Zdaniem
Lurii i Horowitza [82], autoréw doswiadczenn, obserwowane przez
nich zjawisko transaktywacji moze wystepowac¢ réwniez jako jeden z me-
chanizmoéw aktywacji innych onkogenéw. Podobnie, wbudowane prowi-
rusowe sekwencje o charakterze promotorowym Ilub wzmacniajgcym sa
scisle zwigzane z aktywng forma innych onkogendéw. Przyktadem moze
by¢ wbudowanie fragmentow LTR (ang. Long terminal repeat) w regionie
promotora genu c-myc, przy pierwszym eksonie konca 5 [20] oraz akty-
wacja gendéw int-1, int-2 lub Pim-1, odpowiednio przez wirusy MMTV
i MLV [20, 28]. Duze znaczenie przypisuje sie réwniez wpltywowi prowi-
rusowych sekwencji gag na aktywnos¢ transformacyjna onkogenow.
Mathey-Prevot i Baltimore [83] porownali witasnosci trans-
formujgce genow v-abl, v-src, i v-fps, potwierdzajac wczes$niejsze donie-
sienie [84], ze delecja gag w wirusie A-MulLV przenoszagcym v-abl odpo-
wiedzialna jest za utrate zdolnosci wirusa do transformacji komoérek lim-
foidalnych. Ponadto wykazano, ze wbudowanie sekwencji gag na konhcu 5’
onkogenéw v-src i v-fps, pozbawionych promotora, zwigksza ich aktyw-
noé$¢ transformacyjng (mierzong w FFU) od 3 do 5 razy [83].

~Aktywacja” onkogendw z rodziny ras zwigzana jest z mutacjami punk-
towymi. Wystepujg one w kodonie 12 i 61 [11, 85], przy czym znana jest
rowniez mutacja kodonu 13 w genie N-ras [86]. Wtasnosci transformujgce
c-Ha-ras z mutacjami pojedynczymi (12 lub 61) oraz podwoéjnymi [12 i 61]
sg takie same [85], jedynie Cichutek i Duesberg [87] utrzymuja,
ze zmiany mutacyjne nie majg wptywu na ,aktywacje” onkogenéw z gru-
py ras. Wiadomo natomiast, ze czynnikiem pobudzajgcym ekspresje c-ras
moze by¢ antygen p53 [88, 89], onkogen c-myc, gen kodujacy tzw. duzy
antygen T (large T-antigen) oraz geny adenowirusa EIl [63, 65, 90, 91],
Ostatnio grupa Weinberga [65] przeprowadzita wnikliwe badania
wiasnosci transformujacych c-Ha-ras. Wykazano, ze ras wprowadzony do
komoérek REF wraz z genem neo opornosci na neomycyne, wywotuje sta-
bilng transformacje nowotworowa w 10% kolonii komorek, ktére w wyni-
ku transfekcji uzyskaty odporno$¢ na neomycyne. Pobrane z kolonii klony
komorek posiadaty 10-krotnie wyzsza ekspresje ras anizeli komorki trans-
formowane tgcznie genami ras i myc. Nowotworowa transformacja komé-
rek REF przez jeden onkogen jest wiec mozliwa, lecz zachodzi z niezwykle
matg czestoscig i zwigzana jest z wysokim poziomem ekspresji wprowa-
dzanego genu [65],

Zdaniem grupy Weinberga [65] oraz Lurii i Horowitza
[82] podczas transformacji nowotworowej ma miejsce wspoétdziatanie po-
miedzy dwoma grupami onkogendow. Do pierwszej grupy naleza geny
wiruséw polyoma i SV40, kodujace tzw. duzy antygen T, gen adenowirusa,
ktérego produktem jest antygen EIA oraz onkogeny v-myc i c-myc. Biat-
ka produkowane przez onkogeny grupy | wykrywane sg w jadrach ko-
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morkowych i petnig role aktywatoréw transkrypcji onkogenéw grupy Il,
ktorych produktami sa biatka cytoplazmatyczne takie jak tzw. S$redni an-
tygen T (middte-T antigen) wirusa polyoma oraz biatko p21, kodowane
przez onkogeny z rodziny ras.

V-2. Wiasnosci transformujace
wysokoczgsteczkowego DNA nowotworowego

Wprowadzanie wysokoczgsteczkowych preparatow DNA nowotworo-
wego daje mozliwo$s¢ wykrywania w klonach transformowanych komorek
sekwencji odpowiedzialnych za przemiany nowotworowe. Identyfikacje
gendéw transformujacych przeprowadza sie poprzez selekcje klonowanych
fragmentow DNA otrzymanego z transformantéw. Klony powodujgce
transformacje komoérek NIH 3T3 w testach transfekcyjnych zawierajg on-
kogeny odpowiedzialne za transformujgce wiasnosci nowotworowego DNA.

Zdaniem Chorgzego i Szali [10] wyniki prowadzonych wczes$-
niej doswiadczen, w ktérych uzyskano transformacje komoérek NIH 3T3
wprowadzajac do nich DNA wyizolowany z komoérek normalnych oraz
niska wydajnos$¢ transformacji obserwowana po podaniu niektérych pre-
paratow DNA nowotworowego dowodza, ze zjawiska zwigzane z transfor-
macjag nowotworowg na modelu komérek NIH 3T3 sg mato uniwersalne.
Jednakze nalezy zauwazy¢, ze DNA nowotworowy rézni sie¢ od DNA z ko-
mérek normalnych obecnoscia genéw transformujgcych. Wiasnosci trans-
formujace DNA nienowotworowego [92] wprowadzanego do komdrek mo-
ga by¢ spowodowane samag procedura transfekcji. W efekcie moze dojs¢
bowiem do rekombinacji pomiedzy wprowadzanym materiatem genetycz-
nym, a DNA komodrek-biorcéw prowadzacej do uaktywnienia komdrko-
wych genow transformujgcych.

Zgodnie z koncepcjg Coopera i in. [93] wtasnosci transformujace
DNA nienowotworowego wzrastajag jednak dopiero w drugim cyklu trans-
fekcji (gdy uzywamy DNA z komorek transformowanych wczesniej DNA
nienowotworowym), a wiec réznice w czestotliwosci transformaciji in vitro
przy uzyciu DNA z komoérek normalnych i nowotworowych powinny by¢
stwierdzalne w testach transfekcyjnych. Jezeli tak nie jest i obserwowana
jest wysoka transformacja komoérek zar6wno po podaniu nowotworowego
jak i nienowotworowego DNA, oznacza to, ze uzyto niewtasciwej, sponta-
nicznie transformujacej linii komorkowej lub komérki byty zbyt wiele
razy pasazowane przed transfekcjg. Jezeli natomiast komorki nie ulegaja
transformacji lub transformujg z bardzo matg czestotliwoscig przyjmuje
sie, ze jest to wynikiem niskich wtasnosci transformujgcych badanego pre-
paratu DNA nowotworowego. Moze to by¢ jednak zwigzane réwniez z ma-
ta podatnoscia komoérek do przyjecia egzogennego DNA. W celu uniknie-
cia dwuznacznosci wynikéw wysokoczasteczkowe preparaty DNA wpro-
wadza sie z markerami selektywnymi, a transformacje ocenia sie w kio-
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nach opornych komoérek, o ktérych wiadomo, ze wbudowatly egzogenny
materiat genetyczny. Niestety nie wszystkie pracownie przestrzegajg ta-
kiego protokotu transfekcji, co w rezultacie stwarza trudnosci w poréw-
nywaniu wiasnosci transformujgcych nowotworowego DNA stwierdzanych
w roznych laboratoriach [94— 98].

Thorgeirsson i wsp. [99] otrzymali stransformowane nowo-
tworowo komoérki NIH 3T3 w wyniku transfekcji przy uzyciu DNA z ludz-
kich komorek ostrej biataczki limfatycznej i szpikowej oraz z komorek
raka pecherza. W klonach komoérek transformowanych przy uzyciu DNA
z ostrej biataczki szpikowej, stwierdzono podwyzszong aktywnos¢ onko-
genu N-ras, zwigzang z mutacjag w kodonie 13 [86]. Zwiekszong ilo$¢ trans-
kryptéw ras znaleziono réwniez w fibroblastach NIH 3T3 poddanych
transfekcji przy uzyciu DNA z komdrek osteosarcoma [100],

Srivastava i wsp. [101] zastosowali transfekcje wysokoczgstecz-
kowym DNA do badan heterogennosci biatka p21 (produkt ras). Komorki
NIH 3T3 transformowano DNA izolowanym z linii komoérkowych T24
i HS578T, zawierajgcych c-Ha-ras z mutacjg kodonu 12 (Gly-> Val)
i (Gly-> Asp) oraz z linii Hs242, SW1271 i JPT26 z aktywowanym N-ras
lub Ha-ras w pozycji 61 (Glu->Leu) lub (Glu- > Arg). Stwierdzono, ze
istniejg roznice w elektroforetycznych obrazach prazkéw biatka p21, otrzy-
manego z komorek transformowanych przy uzyciu DNA, zawierajgcego
ras z mutacjg kodonu 12 oraz ras z mutacjg kodonu 61.

Ostatnio wykazano, ze transformanty otrzymane w wyniku transfekcji
fibroblastow NIH 3T3 przy uzyciu DNA wyizolowanego z watrobiaka
szczura wykazuja wysokg aktywnos$¢ genu c-raf [102].

Natomiast Bos i wsp. [103] badajgc wiasnosci transformujace
DNA z réznych nowotworéw cztowieka udowodnili, ze istnieje mozliwosc¢
wykrycia ,aktywnych” sekwencji onkogennych, nawet w preparatach
DNA o niskiej zdolnosci do transformacji. Uzyto DNA z raka zotadka, kt6-
ry w hodowli komérek NIH 3T3 indukowat powstanie 2 ognisk na 100 jig
wprowadzonego DNA (100-krotnie mniej niz DNA z komérek EJ raka
pecherza, zawierajacych ,aktywny” Ha-ras) oraz DNA z komoérek raka
pecherza (in vivo), ktéry indukowat 15 ognisk na 100 fig DNA. Otrzymane
klony transformantéw namnozono i wyizolowano z nich DNA, ktory uzy-
to do drugiej transfekcji. Uzyskano w ten spos6b wzmocnienie aktywacji
genow transformujgcych, obecnych w DNA nowotworowym, co pozwolito
stwierdzi¢, ze w komorkach raka zotgdka istnieje podwyzszona ekspresja
genu Ki-ras, a w komoérkach raka pecherza genu N-ras.

V-3. Geny fuzyjne

Wiekszos¢ gendéw transformujacych identyfikowanych przy pomocy
testow transfekcyjnych okazata sie homologiczna z onkogenami rodziny
ras. Niektére z wykrywanych sekwencji roznia sie jednak od znanych juz
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onkogenéw. Nalezg do nich geny met [104], mel [105], dbl [61] oraz oncD
[24]. W laboratorium Barbacida [24] zidentyfikowano cztery rézne ge-
ny transformacyjne wystepujace w komdrkach raka okreznicy, nazwane
one A, B, C i D. Onikogeny one A, B i C byty homologiczne odpowiednio
z transformujgcymi allelami Ha-ras-1, Ki-ras-2 i N-ras, natomiast one D
réznit sie od znanych sekwencji onkogennych. Transformujacy klon DNA
(20 kpz) zawierajacy one D wyizolowano z komoérek NIH 3T3 w trzecim
cyklu transfekcji i poddano subklonowaniu. Otrzymane fragmenty DNA
uzyto jako sondy genowe do identyfikacji transkryptow one D w trans-
formantach NIH 3T3. Dwa z tych subklonéw, pDM6 (1.4 kpz) i pDMB
(2.7 kpz) wykrywalty mRNA o diugosci 2.5 kpz, ktdry stwierdzany byt
rowniez w normalnych komoérkach NIH 3T3 oraz transformowanych ge-
nem ras. Wystepowanie zwigzanego z one D RNA w nietransformowanych
komérkach NIH 3T3 sugerowato, ze w skiad badanego onkogenu wchodza
sekwencje transkrybowane w normalnych komérkach mysich. Przepro-
wadzono sekwencjonowanie pDM6 i pDM8, stwierdzajagc wysoka ich ho-
mologie z klonem hTMNM-1 ludzkiego pseudogenu tropomiozyny nie-
miesniowej. Nastepnie ustalono sekwencje nukleotydowa catego genu one
D, ktéry skitada sie z 2301 pz, a w tym z 1923 pz produkujacych peptyd
ztozony z 641 aminokwaséw. Fragment kodujacy poprzedzony jest na
koricu 5' sekwencjami nie ulegajacymi translacji o ditugosci 232 pz, a na
koncu 3' sekwencjami niekodujgcymi (143 pz). Sekwencje nieulegajace
translacji majg charakter bogatych w G i A fragmentéw powtarzalnych.
W obszarze od pozycji -63 do +664 znajdujg sie sekwencje homologiczne
z pierwszymi 7 eksonami genu tropomiozyny, ktéry podczas rearanzacji
genetycznej ulegt przedzieleniu miedzy 7 i 8 eksonem. W tym tez miej-
scu nastgpito przytgczenie sekwencji, ktére pomiedzy pozycjg +1015
i +1773 wykazuja homologie z retrowirusowymi omkogenami kodujacymi
biatka receptorowe zwigzane z aktywnos$cig kinazy tyrozynowej (v-abl,
v-erbB, v-fes/fps, v-fgr, v-fms, v-ros, v-src, v-yes). Tak wiec one D jest
genem fuzyjnym powstatym w wyniku przegrupowania strukturalnego,
ktore spowodowato jego aktywnos$¢ transformacyjng. Martin-Zanca
i wsp. [24] proponujag dla genu one D nazwe trk (tropomiozyna, receptor,
kinaza).

Innym przykiadem aktywacji onkogenéw komdrkowych przez rearan-
zacje genetyczng jest omawiane juz przeniesienie myc do loci immunoglo-
bulinowych wystepujace w komoérkach BL (Burkitt lymphoma) i MPC
(mouse plasmacytoma) oraz przemieszczenie c-abl z chromosomu 9 do 22,
charakterystyczne dla komérek CML (chronic myelogenous leukemia) po-
siadajgcych tzw. chromosom Philadelphia [15, 16]. Zmiana loci c-abl, jak
sie okazato powoduje zmiany w wielkosci i wiasnosciach produktu biatko-
wego genu [16]. Obok normalnego peptydu (145 kDa) produkowane jest
biatko fuzyjne, 210 kDa kodowane przez przemieszczony c-abl oraz frag-
ment 3’ sekwencji ber wystepujacych w chromosomie 22. Poprzez pod-
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wyzszong aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej biatko to upodabnia sie do pro-
duktu transformacyjnego genu v-abl [16].

V1. Uwagi konicowe

Badania transformacji nowotworowej w warunkach in vitro, z zastoso-
waniem testéw transfekcyjnych umozliwity i nadal umozliwiajg identy-
fikacje gendéw transformujgcych. Przy pomocy metody transfekcji doko-
nuje sie oceny transformujacych wiasnosci genow oraz preparatow DNA
pochodzacych z komérek nowotworowych, przy czym wykazano, ze w
pewnych warunkach sam proces transfekcji moze by¢ przyczyna powsta-
nia ,aktywnych” sekwencji onkogennych.

Procesy warunkujgce aktywacje komoérkowych onkogenéw zwigzane
sg z przegrupowaniem strukturalnym prowadzgcym do powstania genow
fuzyjnych lub potaczenia genu transformujgcego z sekwencjg typu ,en-
hancer” lub ,promotor”.

Obserwowane zjawiska pozwalajg wyjasni¢ charakter zmian w komaor-
kowych systemach kontroli oraz zakres powigzan miedzy komoérkowymi
genami transformujacymi wystepujacy w spontanicznie rozwijajgcych sie
nowotworach.

Artykut napisano w ramach prac finansowanych z CPBR 3.13.3.

Artykut otrzymano 19 maja 1987
Zaakceptowano do druku 28 maja 1987

PISMIENNICTWO

1 Klobutcher R A, Ruddle F. H., (1981), Ann. Rev. Biochem., 50, 533—554.

Mulligan R. C, Howard E. H, Berg P. (1979), Nature, 227, 108— 114.

3 Tabin C. J,Hoffmann J W.,, Goff S. P, Weinberg R. A. (1982), Mol.
Cell. Biol., 2, 426—436.

4 Schaefer-Ridder M., Wang Y., Hofschneider P. H. (1982), Science,
215. 166— 168.

5 Graessmann A, Graessmann M., Mueller C. (1980), Methods En-
zymol., 65, 816—825.

6. Neumann E, Schaefer-Ridder M, Wang Y., Hofschneider P. H.
(1982), EMBO J., 1, 841—845.

7. Rassoulzadegan M, Binetruy, B, Cuzin F. (1982), Nature, 295, 257—
259.

8 Cullen B. R, Skatka A. M., Ju G. (1983), Prac. Natl. Acad. Sci. USA, 80,
2946— 2950.

9 GrahamF. L,Van der Eb A J (1973), Virology, 52, 456—467.

10. Chorgzy M., Szala S. (1983), Post. Biochem., 29, 261—298.

Weinberg R. A. (1983), Sci. Amer., 249, 3—11.

Deusberg P. H. (1983), Nature, 304, 219— 226.

Bishop J. M. (1983), Ann. Rev. Biochem., 52, 301—354.

K lein G., K lein E. (1984), Carcinogenesis, 5, 429—435.

N

EBERE



448

15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

22.
23.
24,
25.
26.

27.
28.

3L

32.

g

35.

36.

37.

39.

41.

42.

43.

44.

45.

K. JAGLA, J. DOMANIEWSKI [16]

Klein G, Klein E. (1985), Nature, 315, 190— 195.

K lein G., K1lein E. (1986), Cancer Res., 46, 3211—3224.

Knudson A. G. Jr. (1985), Cancer Res., 45, 1437— 1443.

Ratner L., Josephs S F, Wong-Staal F. (1985), Ann. Rev. Microbiol.,
39, 419—449.

Sefton B. M. (1985), Trends in Genetics, 1, 306— 308.

N usse R. (1986), Trends in Genetics, 2, 244— 247.

Heldin C. H, Betsholtz C, Johnsson A.,, Nister M., Ek B.,, Ronn-
strand L., Wasteson A, Westermark B. (1985), J. Cell Sei. Suppl., 3,
65— 76.

Stiles C. D. (1985), Cancer Res., 45, 5215—5218.

Hayward W. G, Neel B. E, Astrin S. M. (1981), Nature, 290, 475—480.
Martin-Zanca D, Hughes S H., Barbacid M. (1986), Nature, 319,
743— 748.

ClevelandJ. L.,JansenH W, Bister K., Fredrickson T. N, Mor-
se M. C.,, Ihle J N, Rapp U. R. (1986), J. Cellul. Biochem., 30, 195—218.
Nisse R, Var mus H. E. (1982), Cell, 31, 997-109.

Peters G, Brookes S, Smith R, Dickson C. (1983), Cell, 33, 369—377.
Rijsewijk F. AL M., van Lohuizen M., van Ooyen A., Nusse R.
(1986), Nucl. Acids Res., 14, 693—702.

Marth J D., Peet R, Krebs E G, Perlmutter R. M. (1985), Cell, 43,
393— 404.

Voronova A. F, Sefton B. M. (1986), Nature, 319, 682—685.

Jenkins J R, Rudge K., Chumakov P, Currie G. A. (1985), Nature,
317, 816—817.

Parada L. F.,, Land H, Weinberg R. A, Wolf D, Rotter V. (1984),
Nature, 312, 649—651.

Cochran B. H, Reffei A. C, Stiles C. D. (1983), Cell, 33, 939—947.
Akiyama T.,, Kadooka T.,, Ogawara H., Sakakibara S. (1986), Arch.
Biochem. Biophys., 245, 531—536.

Heimann B, Beimling P, Pfaff E, Sc hadler H, Moelling, K
(1985), Exp. Cell Res., 1011, 531—536.

Schatzman R. C, Evan G. J, Privalsky M. L, Bis hop J. M. (1986),
Mol. Cell. Biol., 6, 1329— 1333.

Hutner T., Cooper J. A. (1985), Ann. Rev. Biochem., 54, 897—930.

Foster D. A, Levy J B, Daley D. Q, Simon M. C, Hanafusa H.
(1986), Mol. Cell. Biol., 6, 325—331.

Buss J E, Kamps M. P, Gould K.,, Sefton B. M. (1986), J. Virol., 58,
468— 474.

Bolen J B, Rosen N., Israel M. A. (1985), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 82
7275—7279.

Feld mann R. A, Tam J P, Hanafusa H. (1986), Mol. Cell. Biol., 6
1065— 1073.

Wigler M., Pellicor A, Silverstein S, Axel R. (1978), Cell, 14, 725—
731.

Pu lei ani S, Santos E, Laurer A. V., Long L. K, Robbins K. C,
Barbacid M. (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 2845—2851.

Loyter A, Scangos G.,, Juricek D, Keene D, Ruddle F. H. (1982),
Exp. Cell Res., 139, 223—234.

Milman G, Herzenberg M. (1981), Somatic Cell Genet., 7, 161— 170.

46. Kopchick J, Ju G, Skalk a M, Stacey D. W. (1981), Proc. Natl. Acad.

Sei. USA, 78, 4383—4387.



117]

47.

49.

51.

52.

g8

57.

50.

61.

67.

69.

70.

71
2.

73.

4.

75.

76.

77.

78.

79.

GENY TRANSFORMUJACE 449

Perucho M, Hanahan D, Wigler M. (1980), Cell, 22, 309—317.
Sodroski J G, Rosen C. A, Wong-Staal F, Salahuddin S Z,
Popovic M, Arya S, Gallo R C, Haseitine W. A. (1985), Science,
227, 171—173.

Cullen B. R, Katz R. A, Ju G. (1985), Mol. Cell. Biol., 5 1804— 1807.
Morrison S. L. (1985), Science, 229, 1202— 1210.

SlomskiR,WarrenS. T., Hagen K., Cohen E. P. (1987), Leukemia Res.,
w druku.

Austin P., Trowsdale J, RuddC., Bodmer W, Feldman M, Lamb
J. (1985), Nature, 313, 61—64.

Chu G, Sharp P. A. (1981), Gene, 13, 197—202.

Southern P. J, Berg P. (1982), J. Molec. Appl. Genet., 1, 327—341.
McCracken A. A, Fishman N. F. (1986), J. Biol. Chem., 261, 508—511.
Emerman M., Temin H. M. (1986), Mol. Cell. Biol., 6, 792— 800.
RouthS.,SongK. Y., Ayares D, WallaceL., MooreP. D, Kucher-
lapalli R. (1986), Proc. Nat. Acad. Sei. USA, 83, 5587—5589.

Maniatis T.,, Fritsch E. F,, Sambrook J. (1984), w Molecular Cloning:
a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.
Heyes J, Austin P, Bodmer J, Bodmer W.,, Modrigal A, Maz-
zilli M. C, Trows dale J. (1986), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 83, 3417—3421.
Land H, Parada L. F.,, Weinberg R. A. (1983), Nature, 304, 596—302.
Eva A, Aaronson S. A. (1985), Nature, 316, 273—275.

Kelekar A, Cole M. D. (1986), Mot. Cell. Biol., 5, 7—15.

Y ancopoulosD. G, NisenP. D, Tesfaye A, Kohl N. E, Goldfarb
M. P, Alt F. W. (1985), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 82, 5455—5450.

Connan G, Rassoulzadegan M., Cusin F. (1985), Nature, 314, 277—282.
Land H, Chen A. C, Morgenstern J. P, Parada L. F, Weinberg
R. A. (1986), Mol. Cell. Biol., 6, 1917— 1925.

Skalar M. D, Tereba A, Chen B. D-M.,, Walker W. S (1985), J. Cell.
Physiol., 125, 403— 412.

Fasano O, Birnbaum D, EdlundL., Fogh J, Wigler M. (1984), Mol.
Cell. Biol., 4, 1695— 1705.

Takahashi M., Ritz J, Cooper G. M. (1985), Cell, 42, 581—588.
Galibert F, Dupont de Dinechin S, Righi M., Stehelin D.
(1984), EMBO J., 3, 1333—1338.

Martin P, Henry C, DenhezF, AmonyelP., BechadeC, Calothy
G.,, Debuire B, Stehelin D.,, Saule S. (1986), Virology, 153, 272—279.
Land H, Parada L. F., Weinberg R. A. (1983), Cancer Cells, 2, 473—480.
Gubin G, Goldman D. S, Luce J, Neiman P. E, Cooper G. M
(1983), Nature, 302, 114— 119.

Diamond A, Cooper G. M, Ritz J, Lane M. A. (1983), Nature, 305,
112— 116.

Cooper G. M. (1982), Science, 217, 801J806.

Der C. J,KrontinsT. G, Cooper G. M. (1979), Proc. Natl. Acad. Sei. USA,
79, 3637—3641.

Reddy E P, Reynolds R. K., Santos E, Barbacid M. (1982), Nature,
300, 149—153.

Taub R.,, Kirsch I, Morton C.,, Wen dir G, Swan D.,, Tronick S,
Aaronson S, Leder P. (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 7837—7846.
Taparowsky E, Suard Y., Fasano O, Shimizu K, Goldfarb M.,
Wigler M. (1982), Nature, 300, 762— 765.

Smith M. R, DeGudicibusS. J, Stacey D. W. (1986), Nature, 320, 540—
543.



450

8RS8 B8

8 &

88 S

100.

101.

102.

103.

104.

105.

K. JAGLA, J. DOMANIEWSKI [18]

Canaani E, Dreazen O, Klar A, Rechavi G, Ram D, Cohen J B,
Givol D. (1983), Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 80, 7118—7122.

Kufi E. L., Feenstra A, Leuders K. K., Rechavi G, Givol D, Ca-
naani E. (1983), Nature, 302, 547—548.

Luria S, Horowitz M. (1986), J. Virol., 57, 998— 1003.
Mathey-Prevot B, Baltimore D. (1985), EMBO J., 4, 1769— 1774.

Pry we s D, Foulkes J G, Rosenberg N, Baltimore D. (1983, Celi,
34, 569—579.

Sekiya T, Prassolov V. S, Fushimi M., Nishimura S. (1985), Jpn.
J. Cancer Res. (Gann), 76, 851—855.

Veeneman G. H, Van der Eb A.J,van Boom J, H, Janssen J. W.
G, Steenvoorden A. C. M. (1985), Nature, 315, 726— 730.

Cichu tek K, Deusberg P. H. (1986), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83
2340— 2344.

JenkinsJ R, Rudge K., Currie G. A. (1984), Nature, 312, 651—653.
Jenkins J R, Rudge K, Chumakov P, Currie G. A (1985), Nature.
317, 816—817.

Ruley H. E. (1983), Nature, 304, 602— 606.

Schwab M., Varmus H. E, Bishop J. M. (1985), Nature, 316, 160— 162.
MareelM. M,, Van Roy F. M. (1986), Anticancer Res., 6, 419—436.

Cooper G. M, Okenguist S, Silverman L. (1980), Nature, 284, 418—
421.

Per ucho M., Goldfarb M., Shimizu K., Lama C, Fogh J, Wig-
ier M. (1981), Cell, 27, 467—A476.

Marshall C J, Hall A, Weiss R. A. (1982), Nature, 299, 171— 173.

Eva A, Tronick S. R, Gol R. A, Pierce J. H, Aaronson S. A. (1983),
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 80, 4926—4930.

Lane M. A, Sain ten A, Cooper G. M. (1982), Cell, 28, 873—880.

Fox R, Watanebe P. G. (1985), Nature, 315, 516—518.

Thorgeirsson U. P, Turpeenniemi-Hujanen T., Williams J. E,
Westin E. H, Heilman C. A, Talmadge J E,Liolla L. A. (1985), Mol.
Cell. Biol., 5, 259—262.

Merregaert J, Michiels L, van der Rauwelaert E,Lommel M,
Gol-Winkler R, Janowski M. (1986), Leukemia Res., 10, 915—921.
Srivastava S K, Yuasa Y., Reynolds S H, Aaronson S A. (1985),
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 82, 38—42.

Ishikawa F., Takaku F, Hayashi K., Nagao M, Sugimura T
(1986), Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83, 3209— 3212.

Bos J. L., Verlaan-de Vries M., Marshall C. J, Veeneman G. H,
van Boom J H,van derEB A. J. (1986), Nucl. Acids Res., 14, 1209— 1219.
Cooper C. S, Park M., Blair D. G, Tainsky M A, Huebner K.,
Croce C. M, Vande Woude G. F. (1984), Nature, 311, 29—33.

Padua R. A, Barr ass N, Currie G. A. (1984), Nature, 311, 671—673.



Post. Biochem., 33 (1987), 451—472

RYSZARD StOMSKI*, EWA ZIETKIEWICZ**

Zastosowanie technik rekombinacji DNA
w genetyce czitowieka

DNA recombination techniques in human genetics

Spis tresci:

. Wstep
Il. Techniki rekombinacji DNA w diagnostyce i monitorowaniu choréb gentycznych
11-1. Wstepna molekularna charakterystyka choroby genetycznej
11-2. Wyboér techniki diagnostycznej
111. Perspektywy molekularnej terapii genowej
I11-1. Wprowadzanie informacji genetycznej do komoérek
I11-1.1. Metody komoérkowe
111-1.2. Transfekcja
111-1.3. Inne metody
111-2. Wektory wirusowe a terapia genowa
111-3. Wprowadzanie DNA do organizmoéw
IV. Zastosowanie bada molekularnych w poradnictwie genetycznym
V. Posumowanie

Contents

. Introduction
Il. Recombination DNA techniques in diagnosis and screening of genetic diseases
Il. 1. Preliminary molecular characteristic of a genetic diseases
Il. 2 Choice of diagnostic techniques
I1l. Perspective of gene terapy
I11-1. Introduction of genetic information into cells
111-1.1. Cellular methods
111-1.2. Transfection
111-1.3. Other methods
111-2. Viral vectors and gene terapy
111-3. Introduction of DNA into living organisms
IV. Application of molecular studies in genetic counseling
V. Summation

Wykaz stosowanych skrotéw: ADA — deaminaza adenozynowa, AIDS — nabyty
brak odpornosci immunologicznej, BPV — wirus brodawczaka wotowego, CV — kos-
mki kosméwki (ang. chorionic villus), HPRT — fosforybozylotransferaza hipoksan-
tyny, RFLP — polimorfizm restrykcyjnych DNA (ang. restriction fragments length
polymorphism).

* Doc. dr hab., ** Mgr, Zaklad Genetyki Cztowieka, PAN, ul. Strzeszynska 32
60-479 Poznan



452 R. SLOMSKI, E. ZIETKIEWICZ 2]

I. Wstep

Identyfikacja molekularnych podstaw wielu wrodzonych wad metabo-
lizmu, rozw6j nowoczesnych technik diagnostyki prenatalnej, monitoro-
wanie choréb genetycznych oraz poznanie wielu genetycznych czynnikéw
odpowiedzialnych za wystepowanie takich choréb, jak cukrzyca, miazdzy-
ca, i wiele innych, przyczynity sie do wzrostu znaczenia genetyki medycz-
nej w ostatnich 15 latach.

Dzieki znacznemu rozwojowi nowych molekularnych technik badaw-
czych wyizolowano poprzez klonowanie kilkadziesigt sposréd okoto 100 000
gendéw, skladajgcych sie na ludzki genom. Okres$lono réwniez sekwencje
par zasad niektérych genéw lub tez wprowadzano geny do innych komé-
rek celem poznania ich funkcji. W badaniach takich czesto korzysta sie
z nowych zdobyczy informatyki i technik obliczeniowych. Wymienione
metody badawcze znalazty zastosowanie w diagnostyce chordéb genetycz-
nych.

W niniejszej pracy szczeg6lng uwage zwrécono na zastosowanie tech-
nik rekombinacji DNA w diagnostyce i monitorowaniu choréb genetycz-
nych oraz na perspektywy zastosowania terapii genowej. Niektére proble-
my etyczne i prawne, wywotane wprowadzeniem nowych technik gene-
tycznych, sg w pracy zaznaczone, jednak nie bedg szczeg6towo omawiane.

Il. Technika rekombinacji DNA
w diagnostyce i monitorowaniu choréb genetycznych

Zastosowanie biologii molekularnej w diagnostyce choréb genetycz-
nych przyczynito sie do okreslenia wystepowania specyficznych mutacji
punktowych oraz delecji genowych wywotujacych okreslong chorobe oraz
zlokalizowania na chromosomach gendéw, odpowiedzialnych za wystepo-
wanie choréb genetycznych.

I1-1. Wstepna molekularna
charakterystyka choroby genetycznej

Do niedawna diagnostyka genetycznie uwarunkowanych choréb meta-
bolicznych opierata sie¢ miedzy innymi na oznaczaniu biochemicznych de-
fektéw stanowigcych podioze danej choroby. Diagnostyka prenatalna byta
mozliwa jedynie w przypadku, gdy ekspresja patologicznego genu wyste-
powata w fibroblastach ptodowych. Umozliwiato to rozpoznanie zaledwie
2% og0lnej liczby chor6b dziedziczacych sie wedtug praw Mendla.

Dzieki wprowadzeniu enzymoéw restrykcyjnych i klonowania do badan
hemoglobinopatii przeprowadzono po raz pierwszy diagnostyke defektow
genetycznych na poziomie DNA. WKkrétce okazalo sig, ze te metody maja
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ogromne znaczenie dla catej genetyki cztowieka, zwiaszcza dla diagnosty-
ki prenatalnej choréb nie poddajgcych sie leczeniu.

Pierwszym etapem badan jest przygotowanie wysokoczasteczkowego
genomowego DNA, ktéry najczesciej uzyskuje sie z okoto 10— 40 ml krwi
obwodowej, z wydajnoscig 10— 40 ng/ml krwi. Innym, teoretycznie nie-
ograniczonym zrodtem DNA sa hodowle komoérkowe fibroblastéw skory
lub komérek limfoblastoidalnych krwi. Dla celéw diagnostyki prenatalnej
prowadzi sie réwniez hodowle komorek ptynu owodniowego, uzyskiwa-
nych drogg amniocentezy. W przypadku stosowania hodowli komérkowych
niekorzystny dla celéw diagnostyki jest stosunkowo dtugi okres czasu
(kilka tygodni) niezbedny do uzyskania znacznej liczby komdrek potrzeb-
nej do wyizolowania odpowiedniej ilosci DNA. Ostatnio udato sie ten etap
znacznie udoskonali¢ dzieki opracowaniu metody enzymatycznej amplifi-
kacji okreslonych, Kkilkudziesiecionukleotydowych sekwencji DNA. Metoda
ta wymaga stosowania syntetycznych oligonukleotydéw inicjujacych syn-
teze komplementarnej nici DNA oraz fragmentu Klenowa polimerazy
I DNA z E.coli. Dzieki tej metodzie mozna uzyska¢ niezbedng do celow
diagnostycznych ilo§¢ DNA przy uzyciu zaledwie 1 fig genomowego DNA
pochodzacego na przyktad z limfocytow krwi obwodowej pacjenta. Metode
amplifikacji genu zastosowano na przykiad w diagnostyce anemii sierpo-
watej [1, 2].

Wybo6r odpowiedniej techniki badawczej w diagnostyce choréb gene-
tycznych na poziomie DNA zalezy od stopnia zaawansowania molekularnej
charakterystyki tych choréb i jest uwarunkowany wieloma czynnikami,
z ktérych najwazniejsze opisano ponizej (patrz tez Tabela 1.).

1 Poznanie genu odpowiedzialnego za wystepowanie choroby genetycznej.

Ws$rod wielu ludzkich gendéw, poznane sg na przykiad geny beta-glo-
biny oraz hydroksylazy fenyloalaninowej [3]. Wiadomo, ze okreslone mu-
tacje tych genéw moga spowodowaé powstanie zmienionych biatek, co w
konsekwencji prowadzi do wystgpienia anemii sierpowatej lub beta-tala-
semii (mutacja genu beta-globiny) lub fenyloketonurii (mutacja genu hy-
droksylazy fenyloalaninowej). Niestety w wielu genetycznie uwarunkowa-
nych chorobach, na przyktad w plasawicy Huntingtona, nie poznano dotad
genow ani ich produktow odpowiedzialnych za wystgpienie danej choro-

by.

2. Przygotowanie sondy molekularnej komplementarnej do okreslonego
genu.

Podstawowg technikg stosowang w diagnostyce chorob genetycznie
uwarunkowanych jest hybrydyzacja badanego DNA z radioaktywnymi
sondami molekularnymi. Sondami molekularnymi moga by¢ naturalne ge-
ny zawierajgace oprocz sekwencji kodujgcych takze sekwencje flankujace
i wtrgcone, wchodzgce w skiad danego genu.
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Innym rodzajem sond molekularnych sg syntetyczne geny zawierajgce
wytacznie sekwencje kodujace. Sondami zawierajacymi same sekwencje
kodujace sg rowniez sondy cDNA, syntetyzowane przy pomocy odwrotnej
transkryptazy na matrycy mRNA. Pewnym ograniczeniem w stosowaniu
sond cDNA jest ich skomplikowane przygotowanie, ktore obejmuje im-
munoprecypitacje polisomoéw syntetyzujgcych okreslone biatko, izolacje
polisomalnego mMRNA oraz synteze cDNA.

Jako sondy molekularne stosuje sie réwniez syntetyczne odcinki DNA
(19-nukleotydowe oligomery) stuzgce do wykrywania pojedynczych sub-
stytucji nukleotydowych w badanych sekwencjach. Analize prowadzi sie
w tak dobranych warunkach, aby radioaktywna sonda hybrydyzowata wy-
tacznie z poszukiwang komplementarng sekwencjg [4]. W diagnostyce son-
dy takie stosuje sie tylko w przypadku choréb wywotanych mutacjg poje-
dynczej zasady w obrebie znanej sekwencji genu.

W przypadkach, kiedy molekularne podtoze choroby nie jest znane, na-
tomiast znany jest region chromosomu, w ktérym wystepuje mutacja, son-
de molekularng moze stanowi¢ odcinek chromosomu [5].

Do przeprowadzenia hybrydyzacji z jedng z wyzej wymienionych sond
konieczne jest poddanie genomowego DNA trawieniu okre$Slonym enzy-
mem restrykcyjnym. Powstate fragmenty rozdziela sie elektroforetycznie
w zelu agarozowym i przenosi na filtr nitrocelulozowy metoda Southerna.
DNA unieruchomiony na filtrze jest poddawany hybrydyzacji z radioak-
tywnga sonda, znakowana najczesciej za pomocag 3P-ATP (gamma) i kinazy
polinukleotydowej lub SP-NTP (alfa) i polimerazy z E. coli przy uzyciu
metody ,nick” translacji. Odcinki, ktére ulegty hybrydyzacji, uwidocznia
sie metodg autoradiografii.

Obecnie uzyskano juz sondy molekularne komplementarne do wielu
ludzkich genéw lub ich fragmentoéw [3, 6] np. genéw beta-globiny, hydro-
ksylazy fenyloalaninowej i alfaj-antytrypsyny.

3. Polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych DNA (RFLP).

Mutacja pojedynczej pary zasad moze spowodowac zanik istniejgcego
lub powstanie nowego miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyjny,
czego wynikiem jest polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych (ang. rest-
riction fragment length polymorphism — RFLP) uzyskanych przy zastoso-
waniu tego enzymu. Jezeli mutacja genu jest jednocze$nie mutacjag zmie-
niajgcg miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny, to zmutowany
gen jest wykrywany we fragmentach DNA o ditugosci innej niz diugosé
fragmentéw, w ktérych wystepuje niezmutowany gen (Ryc. la, b).

Czestotliwos¢ mutacji jest zwykle wieksza w sekwencjach niekoduja-
cych niz w kodujacych. Stad RFLP najczeSciej nie jest spowodowany mu-
tacja w obrebie genu, ale jest wynikiem naturalnej zmiennosci par zasad
DNA poza genem. W zwigzku z tym wystepowanie genu we fragmentach
restrykcyjnych o réznej ditugosci nie zawsze jest zwigzane z mutacja tego



456 R. SLOMSKI, E. ZIETKIEWICZ 16]

b)
£ S a b c d
s {4
L""
— e m
c) " buo =mma; mmcmer ::,
g7y GF
"“71 LRiar : j e e comsew
.U.l
i M
d)
3 3 E
X o iian i
B $o1 3
1 ~

Ryc. 1. Mechanizm powstawania polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych DNA.
Lewa strona ryciny: a) prawidtowy gen i otaczajgce go sekwencje DNA; b) mutacja
w obrebie genu wytaczajaca miejsce rozpoznawane; przez enzym restrykcyjny; c) na-
turalna zmienno$¢ par zasad DNA poza genem, wylaczajgca miejsce rozpoznawane
przez enzym restrykcyjny; d) naturalna zmienno$¢ par zasad DNA poza genem,
wytaczajgca; miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny, sprzezona z mutacja
w obrebie genu.

Prawa strona ryciny: schematyczne przedstawienie autoradiograméw uzyskanych
w wyniku hybrydyzacji DNA, trawionego endonukleaza E, z radioaktywng sondag
molekularng komplementarng do badanego genu.

cienka strzatka — miejsce rozpoznawane przez endonukleaze E; szeroka strzatka —
mutacja powodujgca wytaczenie miejsca rozpoznawanego przez endonukleaze E; sze-
roka strzatka zaciemniona — mutacja nie powodujgca wylgczenia miejsca rozpozna-
wanego przez endonukleaze E; Z — mutacja poza genem wynikajaca z naturalnej
zmiennos$ci zasad w DNA; M — mutacja w obrebie genu, prowadzaca do choroby; I,
I, I1l, IV — schematyczne oznaczenie wielkos¢ fragmentow DNA hybrydyzujacych
z sonda.

genu (Ryc. la, c). Z drugiej strony, mutacja w obrebie genu nie dotyczaca
miejsc rozpoznawanych przez enzym restrykcyjny nie wptywa na zmiane
wielkos$ci fragmentéw, w ktorych jest odnajdywany dany gen (Ryc. Ic, d).

Dopiero analiza fragmentéw restrykcyjnych DNA uzyskanych przy
uzyciu réznych enzyméw pozwala na ustalenie sprzezenia zmutowanego
odcinka DNA z okre$lonym ukiadem (haplotypem) miejsc restrykcyjnych
i wykrycie mutacji. Zasade tego rodzaju badan obrazuje Ryc. 2. W przed-
stawionym abstrakcyjnym przyktadzie wsréod mieszkancéw pewnego ob-
szaru geograficznego wystepuje szes¢ (sposréd 36 mozliwych) haploty-
pow — kombinacji obecnosci lub braku miejsc rozpoznawanych przez trzy
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Sonda molekularna haplotyp haplotyp Sonda molekularna
E B H E B H n E' B H
+ ! - - -
20 z
25
3
100- 6000 lat
10
32
nowa mutacja X mutacja X

Ryc. 2. Przyktad zastosowania analizy polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych DNA
w diagnostyce medycznej.

Sonda molekularna hybrydyzuje z odcinkiem DNA zaznaczonym na rycinie. E, B, H
i E’, B\ H' oznaczaja miejsca rozpoznawane przez endonukleazy EcoRIl, BamH]I,
Hindlll po stronie 5 i 3 od miejsca hybrydyzacji sondy. Znaki -f i — oznaczajg
odpowiednio wystepowanie lub niewystepowanie miejsca restrykcji.

Lewa cze$¢ ryciny — przyktadowe haplotypy miejsc restrykcyjnych (z 36 mozliwych);
Prawa czes¢ ryciny — zmiana haplotypéw po uptywie kilku stuleci

X — hipotetyczna mutacja zwigzana z haplotypem 6.

enzymy restrykcyjne: EcoRIl, BamHI i Hindlll (lewa strona ryciny). U oso-
by z haplotypem 6 wystepuje mutacja X. Po kilkuset latach (prawa strona
ryciny), w wyniku migracji ludnosci i dziatania czynnikéw $rodowisko-
wych, w populacji tej wystepujg réwniez inne haplotypy miejsc restryk-
cyjnych, lecz mutacja X u przewazajacej wiekszosci badanych oséb pozo-
staje nadal sprzezona z haplotypem 6. Okreslenie sprzezenia haplotypu 6
z chorobg spowodowana mutacjg X nie wymaga znajomosci sekwencji par
zasad zmutowanego odcinka DNA.

4. Poznanie sekwencji genu i specyficznej mutacji pojedynczej pary zasad.

Poznanie sekwencji par zasad w prawidtowym oraz zmutowanym genie
pozwala na stosowanie w diagnostyce syntetycznych sond molekularnych
komplementarnych do genu prawidtowego lub zmutowanego. Wiadomo na
przyktad, ze sekwencja par zasad w poblizu kohca 5 prawidtowego genu
beta-globiny sktada sie zz: CTCCTGAAG, w anemii sierpowatej, w wyniku
pojedynczej substytucji (A->T) sekwencja ta skiada sie zz. CTCCTGTGG,
przez co w nieprawidiowej czgsteczce beta-globiny zamiast kwasu gluta-
minowego wystepuje walina [4, 7]. Jedna z form beta-talasemii jest z kolei
spowodowana zmiang jednego nukleotydu (G—-A) w obrebie pierwszego
intronu w genie beta-globiny, przez co powstajgcy pre-mRNA jest niesta-
bilny in vivo [8, 9]. Jeden z wariantéw niedoboru aktywnosci alfa™anty-
trypsyny (inhibitora proteaz syntetyzowanego w watrobie) jest wynikiem

5 Postepy Biochemii 4/87
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pojedynczej substytucji nukleotydowej (G->A) w obrebie sekwencji kodu-
jacej to biatko, prowadzacej do zastgpienia kwasu glutaminowego przez
lizyne [10].

Na podstawie poznanej sekwencji genu prawidtowego i zmutowanego
mozna przygotowac takie sondy, aby w odpowiednich warunkach doswiad-
czenia hybrydyzowaty wytgcznie z fragmentami DNA zawierajgcymi kom-
plementarne sekwencje (z dokitadnoscig do jednego nukleotydu).

11-2. Wybdr techniki diagnostycznej

Kierunek badawczy w diagnostyce medycznej i zwigzany z tym wybor
techniki diagnostycznej zaleza od dostgpnosci oméwionych w poprzednim
rozdziale danych dotyczagcych molekularnego podtoza choroby genetycz-
nej (Tab. 1). Ponizej przedstawiono czynniki wpltywajace na wyboér tech-
niki diagnostycznej.

1. Znany gen, znana mutacja punktowa, dostepna syntetyczna sonda mo-
lekularna.

Stosowana w tych przypadkach metoda polega na hybrydyzacji bada-
nego DNA z syntetycznymi sondami oligonukleotydowymi. W diagnostyce
anemii sierpowatej wykorzystuje sie syntetyczne oligonukleotydy (nona-
dekamery) komplementarne do konca 5 gendw betaA-globiny (sonda A)
i betas-globiny (sonda S). Sonda A tworzy trwate hybrydy z DNA prawi-

AA_AS S
Soch k
— iBlkz
ACTCCTGACCACAACTCTGCC
ThrProCiuGlu Lys Ser Ala
AA AS SS

Sonda S

ACTCCTCTGCAGAACTCTCCC
TV Pro VjlI Clu lys Ser Ala

Ryc. 3. Zastosowanie syntetycznych oligonukleotydéw komplementarnych do betaA —
i beta-s-DNA w diagnostyce anemii sierpowatej.

Lewa czes¢ ryciny — sekwencje syntetycznych oligonukleotydéw komplementarnych
do odcinka genu betaA-globiny (sonda A) i do odcinka genu betaS-globiny (sonda S)
oraz odpowiadajgce im sekwencje aminokwaséw. Strzatka oznacza substytucje A—-T
powodujacag zamiane kodonu glutaminowego na walinowy.

Prawa cze$¢ ryciny — schematyczne przedstawienie autoradiogramoéw uzyskanych po
hybrydyzacji radioaktywnej sondy A (gérny schemat) i sondy S (dolny schemat)
z elektroforetycznie rozdzielonym DNA trawionym endonukleazg. DNA — uzyskany
od os6b zdrowych — homozygot betaS-globiny (AA), od nosicieli— heterozygot betaA-
i betas-globiny (AS) i od os6b chorych — homozygot betaS-globiny (SS).
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dtowych (zdrowych) homozygot, a sonda S— z DNA homozygot recesyw-
nych (chorych), obie sondy tworza nieco mniej trwate hybrydy z DNA
heterozygot [4] (Hyc. 3.). Ta technika badawcza jest bardzo korzystna,
poniewaz diagnostyka moze by¢ przeprowadzona bez badan rodzinnych,
a ponadto nie jest konieczne badanie RFLP. Technike te zastosowano réw-
niez w prenatalnej diagnostyce hemoglobiny C [7], w niektérych przy-
padkach talasemii [8, 9], niedoboru aktywnos$ci alfa®ntytrypsyny [9] i in-
nych chorobach.

2. Znany gen, znany defekt w postaci delecji, dostepna sonda molekular-
na.

Delecje genu wykrywa sie przez stwierdzenie braku hybrydyzacji ba-
danego DNA z sondg molekularna. Analiza przypadkéw nie wymaga ba-
dania RFLP. Przyktadami chor6b moga by¢: talasemie charakteryzujace
sie catkowitg lub czesciowa delecjg genéw alfa- lub beta-globiny [11, 12],
niedobd6r hormonu wzrostu [13], zespét Ehlersa-Danlosa — cze$ciowa dele-
cja genu alfami) kolagenu osteogenesis imperfecta- [14], delecje w obrebie
genu pro-alfa~l) kolagenu [15] i inne.

3. Znany gen, dostepna sonda molekularna, wystepuje polimorfizm frag-
mentow restrykcyjnych DNA (RFLP) zawierajgcych gen.

Analiza polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych DNA w diagnostyce
choréb dziedziczonych recesywnie polega na trawieniu genomowego DNA
os6b chorych (homozygot recesywnych — zmutowanych), zdrowych (ho-
mozygot dominujacych — normalnych) i nosicieli (heterozygot) réznymi
enzymami restrykcyjnymi i hybrydyzacji uzyskanych fragmentéw z od-
powiednig sonda (np. cDNA). Do badan diagnostycznych wybiera sie en-
zymy, ktore powodujg powstanie hybrydyzujgcych z sondg fragmentow
o wielkosci réznej dla DNA homozygot normalnych i recesywnych, dla
heterozygot uzyskuje sie hybrydyzacje fragmentéw obu typow.

Polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych zostal po raz pierwszy opisa-
ny i zastosowany w prenatalnej diagnostyce anemii sierpowatej przez
Kana i Doz y’ego [16]. W badaniach tych genomowy DNA o0s6b zdro-
wych i chorych poddano trawieniu enzymem Hpal, elektroforezie i hybry-
dyzacji z sondg (fragmentem beta-globiny). U os6b zdrowych gen beta-glo-
biny wystepowal we fragmencie o wielkosci 7,6 lub 7,0 tys. par zasad
(zaleznie od populacji), u oséb chorych w 87% gen wykrywano we frag-
mencie o wielkosci 13 tys. par zasad. Obecnie w diagnostyce anemii sier-
powatej stosuje sie hybrydyzacje DNA trawionego enzymami Mstll lub
Ddel z fragmentem Alul konca 5 genu beta-globiny [17— 20]. W zwiazku
z tym, ze mutacja w genie beta-globiny powoduje wylaczenie
miejsc rozpoznawanych przez Mstll i Ddel, sonda hybrydyzuje z frag-
mentami o réznej dtugosci w przypadku homozygot prawidtowej i zmuto-
wanej. a w przypadku heterozygot — z obydwoma fragmentami (Ryc. 4).
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Analize RFLP zastosowano rowniez do identyfikacji wielu haplotypéw
miejsc ciecia enzymow restrykcyjnych wokét genu beta-globiny u oso6b
z beta-talasemig [20—23]. K azazian i w sp. [21] wykazali, ze w 86°/0
przypadkéw okreslony haplotyp jest sprzezony z identyczng mutacja.

M A S
A ACTCCICACGAGAAG

Thr Pro Gu Gu lys - — . 14Kk

12 k

B ACTCCTGIGGAGAAG
TrPoVAdGuLlys 000 e

s LJ ALL_

Ryc. 4. Analiza polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych DNA wywotanego zmiana
miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyjny MstH — wykorzystanie w diag-
nostyce anemii sierpowatej.

Lewa cze$¢ ryciny — sekwencje nukleotydéw korica 5 genu betaA- i betas-globiny
(od kodonu 4 do 8). W genie betaA-globiny podkreslono sekwencje rozpoznawane
przez enzym MstH (CCTNAGG, N= G)

Ponizej — schematyczne rozmieszczenie miejsc rozpoznawanych przez enzym MstH
(strzatki) w odcinku DNA zawierajgcym geny beta-globiny (typu A lub S). Sekwen-
cje kodujace oznaczono cyframi rzymskimi (od korica 5: I, I, Il1).

Prawa czes¢ ryciny — schematyczne przedstawienie autoradiograméw uzyskanych po
hybrydyzacji radioaktywnej sondy molekularnej z elektroforetycznie rozdzielonym
DNA trawionym endonukleazag MstH. Sonda — naturalna lub syntetyczna, komple-
mentarna do konca 5 genu beta-globiny. DNA — uzyskany od oséb zdrowych — ho-
mozygot betaA-globiny (AA), od nosicieli anemii sierpowatej — heterozygot betaA-
i betaS-globiny (AS) i od os6b chorych — homozygot betas-globiny (SS).

Analiza RFLP jest najbardziej przydatna, gdy okreslony uklad miejsc
restrykcyjnych jest sprzezony z wystepowaniem znanej mutacji, ale moze
by¢ przeprowadzana takze wtedy, gdy mutacja nie jest poznana, np. celem
oznaczania gtéwnych antygenow zgodnosci tkankowej [24— 27] lub w diag-
nostyce fenyloketonurii [28, 29].

4. Nieznany gen, dostepna sonda molekularna, wystepuje polimorfizm
fragmentow restrykcyjnych DNA zawierajgcych fragment DNA hybry-
dyzujacy z sonda.
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Przy uzyciu sondy molekularnej komplementarnej do okreslonego
miejsca w genomie mozna bada¢, czy mutacja w obrebie sekwencji hybry-
dyzujacej z ta sonda jest sprzezona z danag chorobg. W tego rodzaju bada-
niach konieczna jest analiza polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych
DNA duzej liczby oséb chorych i zdrowych oraz zastosowanie wielu réz-
nych enzyméw restrykcyjnych. Znaczace odchylenie czestosci wystepo-
wania okreslonego ukitadu miejsc restrykcyjnych (haplotypu) u oséb cho-
rych w poréwnaniu ze zdrowymi wskazuje na sprzezenie choroby z muta-
cja w regionie wykrywanym przez stosowanag sonde molekularng. Przy
uzyciu tej metody badano m.in. sprzezenia polimorfizmu fragmentéw res-
trykcyjnych w regionie HLA z myastenia gravis [30], celiakig [30, 31],
cukrzycg insulino-zalezng [32] i reumatoidalnym zapaleniem stawoéw [33].

5. Nieznany gen, brak sondy molekularnej samego genu, wystepuje poli-
morfizm fragmentéw restrykcyjnych DNA.

Wystepowanie RFLP, zwigzane z mutacjg powodujacg okreslona cho-
robe, moze by¢ wykorzystane w diagnostyce tej choroby nawet wtedy,
gdy nie dysponujemy sondg molekularng komplementarng do genu wywo-
tujgcego te chorobe. Sondami mogg by¢ w takim przypadku na przyktad
sklonowane fragmenty ludzkiego chromosomu, sondy te wigzg sie z se-
kwencjami sgsiadujgcymi z genem. Obecnie diagnozuje sie w ten sposob
choroby genetyczne sprzezone z chromosomem X, jak niedorozwdj umy-.
stowy zwiazany z tamliwym chromosomem X [34], dystrofia migesniowa
Beckera i Duchenne’a [35, 36]. Gusella i wspétpracownicy [37, 38] wykazali
ostatnio RFLP zwigzany z wystepowaniem plagsawicy Huntingtona.

6. Nieznany gen, brak sondy molekularnej, nie stwierdzono RFLP.

Takag sytuacje mamy w przypadku wigkszosci chorob genetycznych.
W tych przypadkach wykonuje sie badania majgce na celu ustalenie
sprzezen pomiedzy znanym RFLP (lub innymi markerami) a okreslong
chorobg genetyczng. Po ustaleniu takich sprzezen mozna stosowaé¢ metody
opisane w punktach 4 i 5.

Il Perspektywy molekularnej terapii genowej.

Dzieki poznaniu wielu gendéw odpowiedzialnych za choroby genetycz-
ne rozwaza sie obecnie coraz czesciej [39, 40] mozliwos$ci terapii poprzez
wprowadzanie do komoérek odpowiednich prawidtowych genéw. Uptynie
jednak jeszcze sporo czasu, zanim bedzie mozliwe przeprowadzenie pierw-
szych prob terapii genowej u ludzi [41]. Ciggle jeszcze wiele trudnosci
sprawia wprowadzanie materiatu genetycznego do komdrek ssakoéw, przy
czym najwazniejszym problemem do rozwigzania jest sprawa regulacji
i ekspresji obcego genu w komérce. Istotny wptyw na rozwéj nowych
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technologii maja tez czynniki socjalne, prawne i etyczne, ktérych nie moz-
na pominagc¢ [42].

W niniejszej pracy ograniczono sie wytacznie do omoéwienia stosowania
technik rekombinacji DNA w ewentualnym leczeniu chordb genetycznych.

I11-1. Wprowadzanie informacji genetycznej do komoérek

Biologia molekularna dysponuje obecnie kilkoma metodami wprowa-
dzania informacji genetycznej do komérek, jednak kazda z nich obok do-
datnich ma réwniez ujemne strony (Tab. 2).

Tabela 2

Metody wprowadzania informacji genetycznej do komorek.

Metody komorkowe

1 Fuzja komoérek

2. Fuzja mikrokomorek

3. Fuzja komoérek po naswietleniu promieniowaniem X

4. Wprowadzenie do komérek fragmentéw chromosomoéw

Transfekcja

1 Precypitacja DNA fosforanem wapnia

2. Zastosowanie wektoréw plazmidowych

3. Kontransfekcja™(plazmid z markerem selekcyjnym i wysokoczgsteczkowy DNA)
4. Transfekcja przy zastosowaniu szoku elektrycznego (elektroporacja)

Tnne metody
1. Mikroiniekcja
2. Fuzja protoplastow
3. Zastosowanie liposoméw
4. Zastosowanie cieniow erytrocytéw
5. Zastosowanie wektoréw: wiruséw D NA i retrowiruséow

111-1.1. Metody komoérkowe.

Obecnos$¢ wiruséw lub zwigzkéw reagujacych z btong komérkowg
umozliwia w hodowli in vitro taczenie (fuzje) dwoéch ré6znych komérek i ich
genomow [43, 44]. Proces ten cechuje sie niskg czestoscig i wydajnoscia.
Selekcje hybrydéw przeprowadza sie najczesciej w hodorwli in vitro, przy
czym wskazane jest, aby co najmniej jedna grupa komdrek rodzicielskich
posiadata marker selekcyjny. Hybrydy komoérek somatycznych na og6t
maja bardzo zr6znicowany genotyp i stad sa przydatne w mapowaniu
ludzkiego genomu. Metoda ta jest mniej przydatna w sytuacjach, w kté-
rych chcemy uzyska¢ stabilng ekspresje okreslonego genotypu, poniewaz
przenosi si¢ podczas fuzji komoérek wiele gendw i sekwencji regulatoro-
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wych. Pewng specyficznos¢ mozna uzyskac¢ przeprowadzajgc fuzje komo-
rek w obecnosci cytochalazyny B [45].

Znacznie precyzyjniej mozna przenosi¢ gen stosujgc wprowadzanie do
komérek fragmentéw obcych chromosoméw (ang. chromosome-mediated
gene transfer) [46]. Jedynie niewielki fragment donorowego chromosomu
ulega inkorporacji do jadra komdérkowego i tgczeniu z genomem. Po do-
konaniu transferu konieczne jest przeprowadzenie selekcji komorek, .kto-
re pobraty chromosom, stad wskazane jest, aby chromosom posiadat mar-
ker selekcyjny.

111-1.2. Transfekcja. . R VA

Potrzeba wprowadzania do komérek jedynie $cisle okreslonych se-
kwencji DNA, genéw lub ich fragmentéw, doprowadzita do opracowania
metody badawczej — transfekcji, w ktérej egzogenny DNA jest pobierany
przez komorki w postaci koprecypitatu z fosforanem wapnia [47— 50].
Przy zastosowaniu tej metody mozna wprowadza¢ do komoérek chromo-
somalny DNA lub klonowane geny w réznych wektorach plazmidowych.
Transfekcja jest znacznie wydajniejsza niz hybrydyzacja komoérek soma-
tycznych a jej czesto$s¢ moze by¢ jeszcze podwyzszona poprzez wprowadze-
nie czynnika selekcyjnego do podtoza lub przez zastosowanie szoku elek-
trycznego w czasie inkubacji komoérek z DNA (ang. electroporation) [51].
Marker selekcyjny moze wystepowaé¢ w badanym genie lub w przenosza-
cym ten gen wektorze, w warunkach doswiadczalnych najczesciej obie te
sekwencje sg pobierane i integrowane z genomem. Droga transfekcji uzys-
kano nie tylko wprowadzenie, ale rowniez ekspresje wielu genéw. Powaz-
nym ograniczeniem tej metody jest niemoznos¢ kontrolowania miejsca
integracji wprowadzonego DNA z genomowym DNA komorki.

111-1.3. Inne metody.

Poniewaz komdrki wielu linii jedynie w niewielkiej ilosci inkorporuja
egzogenny DNA wprowadzany metoda transfekcji, prébowano podawac
do komdérek DNA zamkniety w liposomach [52], cieniach erytrocytéw oraz
protoplastach bakteryjnych [53]. Fragmenty DNA mozna réwniez wpro-
wadza¢ do komoérek metodg mikroiniekcji [54] — duzy odsetek komodrek
trwale integruje tak podany DNA i na ogét wprowadzone geny ulegaja
ekspresji. Niestety ta ostatnia metoda wymaga bardzo dobrego przygoto-
wania technicznego i jest niezwykle pracochtonna.

Ekspresja obcych genéw wprowadzanych do komoérki przy zastosowa-
niu powyzszych metod jest czesto niestabilna i zanika po kilku podziatach
komoérkowych na skutek delecji, metylacji DNA lub dziatania czynnikéw
regulatorowych.
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111>2. Wektory wirusowe a terapia genowa

W miare uzyskiwania nowych informacji o biologii wiruséw, rozpo-
czeto proby analogiczne do badan przeprowadzanych przy uzyciu wekto-
row bakteriofagowych w genetyce mikroorganizméw. Kilka DNA-wiru-
soéw, jak SV-40, wirus brodawczaka wotowego — Bovine papilloma virus
(BPV) lub adenowirus, zastosowano z pozytywnym wynikiem do przeno-
szenia DNA w roéznych ukiadach doswiadczalnych [41]. Wirusy SV-40
i BPV moga jednak przenosi¢ tylko niewielkie odcinki DNA, ponadto BPV
replikuje bez integracji z genomem gospodarza. Potencjalnie wsréd DNA-
wirusOw najwieksze zastosowanie majg wektory adenowirusowe.

Ostatnio coraz wiecej uwagi poswieca sie retrowirusom i ich zastoso-
waniu w przenoszeniu genéw. W trakcie cyklu zyciowego retrowirusy
umieszczajg odwrotny transkrypt ich genomowego RNA (tzw. prowirus)
w DNA gospodarza, gdzie ulega on ekspresji i replikacji. Informacja ge-
netyczna retrowirusa ulega ekspresji przy wykorzystaniu wirusowych
sekwencji regulatorowych (promotora i sekwencji wzmacniajacej wydaj-
nos$¢ transkrypcji — enhancera), zlokalizowanych w poblizu konncéw 3’ i 5’
wirusa, w obrebie tzw. diugich koncowych powtérzen (ang. long terminal
repeats — LTR). Geny biatek strukturalnych retrowirusa kodujg: antygen
grupowo specyficzny, odwrotng transkryptaze (niezbedng do przepisania
sekwencji wirusowego RNA na prowirusowy DNA) oraz biatka tworzace
kapsyd, warunkujgce selektywnos¢ interakcji wirusa z okreslong grupa
komoérek zwierzecych. Niektére retrowirusy mogag infekowa¢ komorki inne
niz komorki pierwotnego gospodarza, inne znéw infekuja jedynie okres-
lone komérki, np. tylko jedna z subpopulacji ludzkich limfocytow T (zwa-
na helper) jest podatna na infekcje ludzkim wirusem HTLV-IIl wywotuja-
cym nabyty brak odpornosci immunologicznej (AIDS).

Znaczng cze$¢ genomu wirusa mozna zastgpi¢ innymi sekwencjami.
Zmodyfikowane genomy wirusowe, po zainfekowaniu komdrek gospodarza
zawierajgcych wirus typu dzikiego, moga rekombinowa¢ z tym wirusem,
wytworzone w ten sposéb zrekombinowane wirusy moga infekowa¢ inne
komarki, przenoszac w ten sposob informacje genetyczng z duzg wydaj-
nosciag. W takim przypadku wystepuje jednak duze niebezpieczenstwo
przeniesienia wraz z wirusem zrekombinowanym chorobotwdérczego wiru-
sa typu dzikiego.

Oprécz gendw strukturalnych sekwencji regulatorowych retrowirusy
zawierajg tzw. sekwencje psi, niezbedng do upakowania wirusowego RNA
w kapsydzie (otoczce biatkowej) [55]. Modyfikacja lub usuniecie tej se-
kwencji uniemozliwia wirusowi wytworzenie formy zdolnej do infeko-
wania dalszych komérek, mimo zachowania przez wirus zdolnosci replika-
cji i ekspresji pozostatych sekwencji. Takie ,zdefektowane” retrowirusy
sg stosowane jako wirusy pomocnicze przy wprowadzaniu genéw do ko-
morek szpiku kostnego. Wiasciwym wektorem wirusowym sg w tej me-
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todzie retrowirusy, z ktérych usunieto wszystkie geny strukturalne, a w
ich miejsce wbudowano gen, ktdory ma zosta¢ wprowadzony do komorek.
Takimi zmodyfikowanymi wirusami infekuje sie komorki gospodarza za-
kazone uprzednio wirusem pomocniczym. Zmodyfikowane wirusy wraz
z przenoszonym genem ulegaja integracji z genomem gospodarza i repli-
kacji, po czym ulegaja upakowaniu w puste kapsydy wirusa pomocnicze-
go. Namnozone wirusy moga nastepnie infekowa¢ kolejne komérki. Przy
uzyciu opisanej metody wprowadzono do mysich komérek szpiku kostnego
gen ludzkiej fosforybozylotransferazy hipoksantyny (HPRT) oraz gen dea-
minazy adenozynowej (ADA). Po dokonaniu transplantacji transformowa-
nych komoérek do organizmu myszy stwierdzono, ze ludzki gen ulegat ak-
tywnej ekspresji [56].

Miejsce wbudowywania retrowirus6w do genomu zainfekowanej ko-
morki jest przypadkowe, istnieje wiec potencjalne niebezpieczennstwo uak-
tywnienia komoérkowych onkogenéw poprzez wbudowanie wirusa wraz
z jego sekwencjg promotorowa na konicu 5 onkogenu. Aby temu zapobiec,
usuwa sie z wirusowego wektora sekwencje promotorowe lezgce w obre-
bie 3'-koncowego odcinka LTR. Przenoszone w wirusie geny muszg posia-
da¢ swoje witasne sekwencje promotorowe, niezalezne od wirusowych se-
kwencji regulatorowych. Wskazane jest tez wbudowanie w wektor wiru-
sowy markera selekcyjnego (np. gen reduktazy dihydrofolianowej warun-
kujacy oporno$¢ na metotreksat).

Inng ujemng cechg przenoszenia informacji genetycznej przez retro-
wirusy, wynikajacg z przypadkowej integracji wirusa z genomem, jest
potencjalna mozliwos¢ inaktywacji genéw gospodarza [57, 58]. Ponadto
retrowirusy nalezgc do ruchomych elementéw genetycznych, moga wy-
wiera¢ wpltyw na rézne miejsca genomu gospodarza.

Z drugiej strony, zastosowanie retrowiruséw pozwala na: uzyskanie
wysokiej wydajnosci transfekcji, przenoszenie duzych odcinkéw DNA oraz
kontrolowanie infekcji przez jej ograniczenie do okreslonych komérek.
Stad, mimo wspomnianych zastrzezen, wprowadzanie informacji genetycz-
nej do organizmoéw ssakOw przy zastosowaniu retrowiruséw wydaje sie
obecnie bardzo obiecujgca metoda, zwiaszcza w odniesieniu do komoédrek
szpiku wykazujgacych naturalne powinowactwo do retrowirusow.

111-3. Wprowadzanie DNA do organizmoéw
poprzez komorki rozrodcze

W ostatnich latach przeprowadzono proby uzyskania ekspresji obcych
genéw w wielokomoérkowych organizmach poprzez wprowadzanie genow
do komoérek rozrodczych lub wczesnych embrionéw organizméw wyzszych,
gtéwnie Drosophila i myszy. Do przedjadrzy zaptodnionych komaérek jajo-
wych myszy wprowadzono drogg mikroiniekcji wirusowy gen kinazy ty-
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midytanowej i zaobserwowano, ze w wiekszos$ci przypadkéw mysie komor-
ki nie ulegaty uszkodzeniom i po implantacji rozwijaty sie w dojrzate or-
ganizmy [59]. Embriony Drosophila, do ktérych wprowadzono obce geny,
rozwinety sie w doroste organizmy, a wprowadzone geny wykazywaty
trwalg integracje z genomem i ulegaty regulacji narzadowej [60, 61].
W opisanych przykitadach dochodzi jedynie do przypadkowej integracji
pobranych gendéw z genomem biorcy, co w skrajnych przypadkach moze
zaburzy¢ istotne funkcje organizmu i spowodowacé¢ $mieré¢ embrionu. Opi-
sang metode wykorzystano w badaniach genéw odpowiedzialnych za em-
briogeneze i réznicowanie komorek [62, 63].

Sekwencje DNA, ktére po podaniu do komoérki zostajg zintegrowane
z genomem biorcy, w wielu przypadkach nie ulegajg ekspresji. Jezeli jed-
nak ekspresja wystepuje i jest dostatecznie duza, moze doj$¢ do powstania
nowych fenotypéw. Na przyktad, gen hormonu wzrostu wprowadzony me-
todg mikroiniekcji do zaptodnionych mysich komodrek jajowych ulegt eks-
presji, co spowodowato, ze transgeniczne myszy, ktére rozwinety sie z im-
plantowanych embrionéw byty prawie dwukrotnie wieksze niz myszy,
ktore nie otrzymaty nowego genu [64]. Z kolei u transgenicznych myszy,
ktére wykazywatly ekspresje wprowadzonego genu antygenu T wirusa
SV-40 lub aktywacje onkogenu ,myc” zaobserwowano rozwijanie sie spe-
cyficznych nowotworéw [65— 67].

Powyzsze badania dostarczyty wielu nowych informacji o regulacji ge-
netycznej w trakcie réznicowania komoérek, o tkankowo-specyficznej re-
gulacji i ekspresji genéw oraz onkogenezie. Ponadto opracowane metody
moga by¢ w przysztosSci przydatne do wprowadzania nowych cech do ge-
nomu zwierzat domowych. Wydaje sie jednak, ze ze wzgledéw etycznych
nawet w dalekiej przysztosci metody te nie beda stosowane w genetyce
cztowieka.

IV. Zastosowanie badan molekularnych w poradnictwie genetycznym

Poradnictwo genetyczne jest jednym z najwazniejszych dziatow ge-
netyki cztowieka i prawdopodobnie, obecnie i w przysztosci, bedzie miato
najwiekszy wptyw na zapobieganie chorobom genetycznym. Juz obecnie w
wielu krajach przeprowadzanie testow na wystepowanie niektérych cho-
réb genetycznych wsréd noworodkéw jest powszechnie stosowane.

W potowie lat siedemdziesigtych zaczeto w poradnictwie genetycznym
stosowac¢ na szerokg skale diagnostyke prenatalng oparta na hodowli ko-
moérek pltynu owodniowego, uzyskanych drogag amniocentezy w drugim
trymestrze cigzy. Obecnie jest to jedna z najczes$ciej stosowanych technik
w genetyce cztowieka, jest ponadto pewna i wzglednie bezpieczna. Ruty-
nowo przeprowadzane sa badania wsréd kobiet z duzym ryzykiem zagro-
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zenig cigzy: wiek matki powyzej 35 lat pozostaje nadal najczestszym
wskazaniem dla przeprowadzenia diagnostyki prenatalnej. Duze os$rodki
genetyczne wykonujg 1000— 2000 amniocentez rocznie.

Oprocz amniocentezy, w diagnostyce prenatalnej stosuje sie pobieranie
prébek kosmkoéw kosmoéwki (ang. chorionic villus — CV). Kosmoéwka za-
wiera szybko dzielagce sie komérki ptodowe i w ciagu pierwszych 9— 12
tygodni ciazy stanowi gtéwna czesS¢ rozwijajgcej sie tkanki zygoty. Po-
bieranie kosmoéwki sprawiato poczagtkowo wiele trudnosci [68— 70]. W os-
tatnich latach badania znacznie rozszerzono [71— 74] i w 1982 r. O 1d
i W sp. [75] po raz pierwszy zastosowali kosmoéwke do analizy hemoglo-
binopatii u ptodu. Wkrétce wykazano, ze kosmoéwke mozna stosowaé jako
materiat do bezposredniej analizy RFLP i badan chromosoméw [72]. Ko-
morki kosmoéwki mozna stosowa¢ do badan kariotypu juz po 2 godzinach
hodowli. Réwniez bardzo szybko mozna uzyska¢é DNA do analizy wybra-
nych genow, a komdrki kosmowki nadal hodowaé¢ dla dalszych badan en-
zymatycznych i ewentualnego sprawdzenia uzyskanych wczesniej wyni-
kow. Wszystkie wyniki mozna uzyska¢ przed 12 tygodniem cigzy. Do
kwietnia 1985 r. w badaniach koordynowanych przez WHO, w 56 o$rod-
kach badawczych wykonano 4586 oznaczen stosujac kosmowke i u 94°/0
badanych ptodéw wykazano anomalie.

V. Podsumowanie

W najblizszym czasie powinno dojs¢ do dalszego udoskonalenia metod
wykrywania i diagnostyki genetycznie uwarunkowanych choréb na po-
ziomie DNA. Postep w tej dziedzinie zalezy w duzej mierze od uzyskania
odpowiednich sond molekularnych oraz od poznania genéw i zaburzen
odpowiedzialnych za powstanie choroby. Niestety czesto nie jest mozliwe
okreslenie zaburzenia, jezeli nie jest nim duza delecja. Pewng pomoca
moze by¢ poszukiwanie korelacji pomiedzy chorobag a polimorfizmem od-
cinkéw DNA przylegajacych do badanego genu, jednak w wielu przy-
padkach, na przykiad cytrulinemii [76], niedoboru biatka wigzgcego tyro-
ksyne [77], daltonizmu [78], dotad nie dalo to rezultatéw.

Diagnostyka prenatalna, ktéra do niedawna byta mozliwa tylko w
przypadkach anomalii chromosomowych oraz choréb, w ktérych ekspresja
patologicznego genu wystepowata w fibroblastach ptodowych, obecnie jest
mozliwa w wielu chorobach spowodowanych mutacjg genowg, nie powo-
dujacg zmian w strukturze chromosomu ani nie powodujacg powstania
produktéw wykrywalnych metodami biochemicznymi. Prenatalna diagnos-
tyka moze by¢ wykonywana rutynowo w przypadku takich choréb, jak:
anemia sierpowata, talasemie, niedobdér alfai-antytrypsyny, fenyloketonu-
ria, niedobdér antytrombiny Ill, zesp6t Lesh-Nyhana (niedobo6r fosforybo-
zylotransferazy hipoksantyny), niedobd6r hormonu wzrostu, hemofilia A
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i B, zespo6t tamliwego chromosomu X, dystrofia miesniowa typu Duchen-
ne'a i Beckera, cukrzyca typu | (insulinozalezna), retinoblastoma i wiele
innych.

Nalezy podkresli¢ mozliwos¢ wykorzystania analizy DNA do okres$lenia
nosicielstwa patologicznego genu w chorobach dziedziczonych recesywnie
(wykrywanie heterozygot) i chorobach o niepetnej penetracji, ktére rozwi-
jaja sie dopiero w poézniejszym okresie zycia, kiedy chore osoby zwykle
maja juz potomstwo, np. w plasawicy Huntingtona [79].

Analiza polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych DNA przy uzyciu
dostepnych sond molekularnych pozwala na ustalenie ojcostwa w przy-
padkach, gdy standardowe badania antygendéw grupowych, biatek suro-
wicy i antygenéw zgodnosci tkankowej nie daja pewnej odpowiedzi [80].

Hybrydyzacja komérek somatycznych potaczona z hybrydyzacja in situ
przy zastosowaniu sond cDNA pozwala na precyzyjnag lokalizacje genu w
chromosomie. Technika ta, powigzana z analiza sprzezen RFLP badanego
genu z innymi markerami w obrebie chromosomu pozwala na ustalenie
doktadnych map chromosomowych [81— 85].

Dzieki zastosowaniu technik rekombinacji DNA mozliwe jest obecnie
uzyskiwanie in vitro wielu biatek, ktérych otrzymywanie metodami izo-
lowania lub syntezy sprawiato wiele trudnosci. Wysoka czystos¢ uzyska-
nych w ten sposob biatek pozwala na bezpieczne ich stosowanie w terapii
choréb wywotanych genetycznie uwarunkowanym niedoborem tych biatek.
Na przykiad, uzyskany technikg rekombinacji czynnik VI1Il Krzepniecia
nie stwarza dla chorych na hemofilie zagrozenia zakazenia wirusem
HTLV-IIl (wywotujagcym AIDS). Ro6wniez hormony wzrostu uzyskane
przy zastosowaniu technik rekombinacji DNA sg bezpieczne, podczas gdy
u oso6b, ktére otrzymywaty hormony izolowane 2z ludzkich gruczotéw
przysadkowych wystgpito podejrzenie choroby Creutzfeld-Jakob’a.

Niezwykle wazna jest rowniez mozliwos¢ produkcji szczepionek o wy-
sokiej czystosci. Zastosowanie kapsydow wirusa nie zawierajgcych ma-
terialu genetycznego jako szczepionek pozwala na uzyskanie odpowiedzi
immunologicznej przeciw natywnym wirusom bez niebezpieczenstwa spo-
wodowania zakazenia wirusowego.
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1. Wprowadzenie

Mutacje supresorowe sg to mutacje drugiego rzedu, ktére catkowicie
lub czesciowo przywracajg funkcje utracone na skutek mutacji pierwot-
nych i sg zlokalizowane w innym niz te ostatnie miejscu (Ryc. 1). W nie-
ktorych przypadkach caly fenotyp szczepu dzikiego ulega odtworzeniu, w
innych proces ten zachodzi tylko czesciowo [1— 3].

Mutacje sg konsekwencjg zmian w sekwencji par zasad w genie struk-
turalnym lub poza nim. W pierwszym przypadku zmiany te moga naste-
powa¢ w wyniku addycji lub delecji (ubytek okreslonego odcinka materia-
tu genetycznego) jednej lub kilku par zasad, powodujgc zaburzenia w od-
czytywaniu kodu genetycznego tacznie z przesunieciem ramki odczytu.
Moga rowniez nastgpi¢ zmiany w sekwencji prowadzgace do zastgpienia
jednego aminokwasu innym (mutacja mylgca, ang. missense mutation) lub

* Dr, ** Dr hab., w Zakladzie Cemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk,
Noskowskiego 12, 61-704 Poznan.
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Rye. 1. Schematyczne przedstawienie procesu nonsensownej supresji. Panele lewy
i Srodkowy przedstawiajg sytuacje odpowiednio w szczepie dzikim, dla mutacji am-
ber (5). Supresja kodonu amber (UAG) przez supresor Sup F (tyr T) pokazana jest
w prawym panelu (5).

tez wczesdniejsze zakonczenie syntezy tancucha polipeptydowego (mutacje
nonsensowne, ang. nonsense mutation).

Mutacje drugorzedowe wystepujace poza genem niosgcym pierwotna
mutacje nazywa sie supresorami pozagenowymi (ang. extragenic of ex-
ternal suppressors) i dzieli na dwie grupy [4]:

a) supresoréow miedzygenowych (ang. intergenic suppressor), ktéore ko-
ryguja sekwencje aminokwaséw w biatku mutanta poprzez modyfikacje
uktadu biosyntezy biatka (tzw. supresja informacyjna lub bezposrednia).
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b) supresor6w miedzygenowych, w ktdrych biosynteza zmutowanych
biatek kompensowana jest posrednio poprzez wptyw réznych czynnikow
na ekspresje genu szczepu dzikiego (ang. indirect suppression).

Supresja informacyjna, ktéra jest przedmiotem tego artykutu realizo-
wana jest gtdwnie poprzez zmiany w strukturze transferowych kwasow
rybonukleinowych (tRNA).

Zakonczenie syntezy tanicucha polipeptydowego nastepuje wowczas,
gdy rybosomy natrafig na jeden z trzech kodondéw terminujacych: UAA
(ochre), UAG (amber) i UGA (opal), znajdujacych sie przy koncu kazdego
cistronu. W niektérych przypadkach terminacja ulega supresji przez
tRNA, ktory rozpoznaje jeden z trzech kodondéw terminujgcych i amino-
kwas zostaje witgczony do syntezujgcego sie biatka. W takiej sytuacji ry-
bosomy kontynuujg wigczanie aminokwasdw dopoki nie natrafig na na-
stepny kodon terminujgcy. Biatka, ktdére syntetyzowane sg w taki sposéb
nazywa¢ bedziemy wydtuzonymi, supresorowymi lub dalszego odczytu
(ang. readthrough), a tRNA, ktére rozpoznajag kodony terminujace supre-
sorowymi tRNA (ang. suppressor tRNA), [6].

Wiasciwosci supresorowe moga by¢ indukowane w procesie mutage-
nezy lub tez wystepowac¢ spontanicznie [7]. Te ostatnie wydaja sie byc¢
mechanizmem odpowiedzialnym za synteze biatek supresorowych, ktore
wypetniaja istotne funkcje biologiczne. Jako przykiad wymienimy tutaj
pierwszy poznany przypadek naturalnej supresji. Pochodzi on z badan nad
bakteriofagiem Q@3 [8]. Fag ten ma dwa rodzaje biatek ptaszcza. Gtéwne
biatko 0 m.cz. 14 000 D oraz dodatkowe biatko o m.cz. 38 000 D (Aj). Ponie-
waz Ai zawiera dodatkowy peptyd (200 aminokwaséw) dotaczony do kon-
ca karboksylowego gtéwnego biatka, A 1uwaza sie za rezultat czytania ko-
donu terminujacego UGA w genie biatka ptaszcza.

Rekonstrukcja virionu Q@ in vitro w obecnosci lub nieobecnosci wy-
dtuzonego biatka Ai jednoznacznie wskazuje na jego niezbednos$é¢ dla za-
chowania infekcyjnosci wirusa [8]. Dalsze przykitady naturalnej supresji
zostaty omdéwione w publikacjach [5, 7].

Supresja informacyjna, a w szczego6lnosci supresja kodonéw nonsenso-
wnych, odgrywa kluczowg role w wyjasnieniu mechanizmu biosyntezy
biatka, natury kodu genetycznego, zaleznos$ci miedzy strukturg i funkcja
tRNA. U Eukaryota dobrze scharakteryzowane sg nonsensowne supresory
drozdzy. Jednakze dotychczasowa wiedza o naturalnej supresji u tej gru-
py organizmow jest generalnie niewielka.

Badania tego zjawiska, prowadzone w ostatnich latach gtownie u ssa-
kow i roslin, doprowadzity do wyodrebnienia i petnej charakterystyki kil-
ku supresorowych tRNA.

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie i podsumowanie do-
tychczasowych badan naturalnych supresoréw eukariotycznych. Ze wzgle-
du na nowos$¢ i atrakcyjno$é tematu oraz bezposredni udziat w niektérych
pracach, autorzy pragng temat ten czytelnikowi przyblizy¢.

6*
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2. Supresja informacyjna u Eukaryota

Zjawisko supresji u Eukaryota wykryto stosujac test biosyntezy biatka
in vitro. Proces ten mozna prowadzi¢ w ekstrakcie retikulocytow kroélika,
w obecnosci dowolnego informacyjnego RNA. Jak wiadomo matrycowy
RNA a-hemoglobiny zawiera kodon terminujgcy UAA (ochre) oraz na-
stepny kodon stop w odlegtosci 63 par zasad (czyli 21 kodonoéw) w Kierun-
ku konca 3’; natomiast mRNA (3-hemoglobiny ma kodon terminujgcy UGA
(opal) oraz nastepny sygnat stop ztozony z tandemu kodonéw UAA w
odlegtosci 22 kodonéw w kierunku konca 3’ [6]. Jak wida¢ oba globinowe
mMRNA nadajg sie doskonale do badania mechanizmu supresji. Syntetyzu-
jace sie w ten sposo6b biatko dalszego odczytu (modyfikowana hemoglobi-
na) ma m.cz. 18 500 D. Masa czgsteczkowa hemoglobiny 16 000 D.

Biatko supresorowe powstajgce podczas translacji RNA wirusa mozaiki
tytoniu (TMV-RNA), produkowane jest w wyniku czytania kodonu amber,
natomiast otrzymane w wyniku translacji (3-globinowego RNA jest rezul-
tatem supresji kodonu opal. Nalezato zatem, w przypadku retikulocytow
krolika, wyodrebni¢ specyficzny tRNA posiadajgcy witasciwosci czytania
kodonu UGA i powodujgcy powstanie modyfikowanej hemoglobiny o m.cz.
18500. Geller i Rich [6] zidentyfikowali tRNA specyficzny dla
tryptofanu (tRNATrp) jako odpowiedzialny za ten proces. Niezaleznie, czy
efekt ten powoduje cytoplazmatyczny czy organelowy tRNA (jak niekto-
rzy sadzg, mitochondrialny tRNATrp— mt tRNATrp retikulocytéw) byto to
bardzo wazne stwierdzenie w badaniach naturalnej supresji. Wspomniano
tutaj o mt tRNATrp poniewaz wiadomo, ze kod genetyczny w mitochon-
driach jest szczegélny [10], a mt tRNATrp sprawnie rozpoznaje kodon UGA
[11, 12].

Pierwszym w peini scharakteryzowanym eukariotycznym supresoro-
wym tRNA byt tRNA specyficzny dla seryny wyodrebniony z watroby
bydlecej [13]. tRNA ten ma kilka charakterystycznych cech struktural-
nych. Wystepuje w nim antykodon tryptofanu CmCA (Rys. 2), ale tRNA
ten przytlacza seryne. Omawiany tRNAcmCAnie wigze sie do rybosomoéw
w obecnosci kodonu tryptofanu UGG ani tez w obecnosci szesciu kodo-
néw serynowych AGPy i UCX. Jedyna tréjkag katalizujgca ten proces byt
tréojnukleozyd UGA. Oddzialywanie tRNAcmcaz kodonem opal potwierdzo-
no nastepnie w tescie biosyntezy biatka in vitro stosujagc RNA (3-globiny
jako matryce. Interesujgce jest, jakie modyfikacje tRNA powodujg tak
drastyczne zmiany w oddziatywaniu kodon—antykodon. Pewne wnioskKi
mozna wyciagna¢ z poréwnania sekwencji nukleotydowych tRNA. Naj-
bardziej wtasciwym ukiadem odniesienia wydaje sie by¢ tRNATrp E.coli
tzw. suppressor Hirscha [14]. Oba tRNA, to jest tRNATrp E.coli [13] oraz
tRNAcmca watroby bydlecej [13] majg podobne antykodony: odpowiednio
CCA i CmCA oraz rozpoznajg ten sam kodon UGA. Wiadomo réwniez, ze
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zamiana jednego nukleotydu A na G w ramieniu dwuhydrourydyny
tRNA Trp E. coli dzikiego szczepu powoduje zmiane wiasnosci kodujgcych
z UGG (tryptofan) na UGA (opal). Sugeruje to, ze zmiany w tym frag-
mencie czgsteczki tRNA moga by¢ odpowiedzialne za rozpoznanie kodu
genetycznego. tRNAcmCa rézni sie od innych tRNA [15, 16] dwoma dodat-
kowymi nukleozydami w ramieniu dwuhydrourydyny miedzy ,statymi
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Ryc. 2. Sekwencja nukleotydowa supresorow opal watroby bydlecej [17]. Strukture
pierwszorzedowa IRNAnRNca zapisano w dwoéch modelach liscia konczyny (A i B).
Strzatkami na rysunku A zaznaczone sg nukleotydy wystepujace w drugim izoakcep-
torowym tRNA — tRNAcmc..
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pozycjami” 8 i 14 (poz. 8 — urydyna i poz. 14 — adenozyna). Witasnie te
cechy strukturalne mogg powodowaé zmiany w oddzialywaniu kodon—
antykodon. Dalsze badania doprowadzity do znalezienia drugiego izoakcep-
tora, bardzo podobnego do tRNAcmca>ale réznigcego sie strukturg antyko-
donu. Zamiast metylowanej cytydyny w pierwszej pozycji antykodonu
stwierdzono nukleozyd N o nieznanej budowie (Ryc. 2, 17). tRNASer wy-
odrebniono takze z komérek HelLa oraz watroby myszy. Na zelu poliakry-
loamidowym ten tRNA migruje w rejonie 4,5 S, to jest miedzy tRNA (4S)
oraz 5S RNA. W obrebie 4,5 S znaleziono 9 RNA réznych typoéw, Kktore
analizowano. RNA CI| okazat sie by¢ niskoczasteczkowym jgdrowym RNA
typu U6 [34]. C4 ma 90 nukleozydéw w tym modyfikowane N, i6A, miA,
a takze koncowke CCA typowag dla tRNA. Antykodonem C4 jest NCA,
gdzie N jest nieznang pochodng urydyny [34]. Sekwencja C4 zapisana w
formie liscia konniczyny jest prawie identyczna z sekwencja IRNAnca wa-
troby wotowej [17]. Interesujgce jest, ze koniec 5 stanowi tréjfosforan
guanozyny ulegajacy tatwo degradacji do mononukleotydu. Ten tRNA
jesdt pierwszym znanym eukariotycznym tRNA, ktdéry nie zawiera prekur-
sorowych nukleozydéw [14].

Serynowe tRNA rozpoznajace kodon UGA znaleziono takze u innych
ssakéw [17], natomiast nie stwierdzono ich w drozdzach, zarodkach psze-
nicy czy E. coli [13]. Stwierdzono ponadto, ze Ser-tRNAcmCa [oraz Ser-
tRNANCA sa substratami w specyficznej reakcji fosforylacji, w ktérej po-
wstaje fosfoserylo-tRNA [17].

Znalezienie nowej klasy tRNA skionito do szukania odpowiedzi na py-
tanie, czy kodony nonsensowne uzywane sg u Eukaryota jako sygnaty
do innych proces6w niz terminacja translacji [7], Dotychczas zgromadzone
fakty upowazniajg do stwierdzenia, ze faktycznie niekiedy nastepuje wia-
czanie aminokwasu w miejscu kodonu terminujgcego. Nie wiadomo czy
czytanie kodondéw stop ma charakter okazjonalny czy tez istniejg geny,
ktére toleruja kodon UGA, jaka jest funkcja fosfoserylo-tRNA, czy fosfo-
seryna jest wigczana do tancucha polipeptydowego itd. [17]. Poniewaz
(“P) fosfoserylo-tRNA ulega zwigzaniu do rybosomoéw w obecnosci tréj-
nukleotydu UGA oraz ze wzgledu na inne dane [3] jest ocizywiste, ze fosfo-
seryna musi spetnia¢ okreslong funkcje. Niedawno wykryto [18] oraz scha-
rakteryzowano fosfotransferaze serylo-tRNA: ATP [19]. Enzym ten ma
100-krotnie wieksze powinowactwo do tRNAImCa niz syntetaza serylo-
-tRNA, by¢ moze dlatego, ze stezenie supresorowego tRNA w cytoplazmie
wynosi okoto 50 nM [19]. Fosfotransferaza wykazuje pewng specyficznosé
do niektdrych fragmentow czasteczki tRNA. Nie rozpoznaje gtdwnego izo-
akceptora Ser-tRNAfcA oraz nie daje fosfotyrozyno- ani fosfotreonylo-
tRNA z odpowiednimi specyficznymi aminoacylo-tRNA. Wynika stad wy-
raznie istotna rola fosfoserylo-tRNA w procesie biosyntezy biatka u ssa-
kéw, a takze jego udziat w odwrotnym szklaku przebiegajgcym od seryny
do 3-fosfohydrosypirogronianu [19].
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Niezwykte wilasciwosci spowodowaty che¢ poznania zaleznosci miedzy
strukturg a funkcjg supresorowych tRNA przez analize struktury i orga-
nizacji ich genéw. Dotychczas badania w tej dziedzinie dotyczyty gtow-
nych izoakceptorow tRNA.

-180
CGTGCTGCCG GGCCGGCAAG
-120
CCGGGGCTGA GGCCGGGCAG
-60
AGGCCTCGCC CTGACCTGAC

1

GCTTATAATT gcccggatga
5*

Avall
GXCCCT
-160
GGCTGCGGCT TCTCGCCCCT
-100
CAATAGGGGC ACCGCTCGGC
Haelll -40
AACGGCCTAG TCTTGCAGCT
20

ccctcagtgg tctgggctgc

—200
CTATTTGCAT ACGGCGCGCG
-140
TCAGCGGGTA CCGCTGCGGG

-80
GCGGCTGTCG GGTACTGCGG
-20
GAGGGAAGGA

40
cctgtagctg

TCATATCCTT

aggcttcaaa
* kK

60
tctagcgaca gagtggttca

80

attccacctt tcgggcggtc
3.

120
tgtttttgtt cccgtgggta
180
atagcagcgg aggattgagc
240
cctgcogcgg ttataggaca
300

Ava |
ccccacgccc gagggcttcg
200
cacaaagggg aactgcatac
260
cgcggtgggg acacgtcaac
Avall

tggcggaagc gaggaggttc

160
tagtgctacc ogcgggctgg

220
gcgatgtgga ggctgcgtgc

280
aaaaccagct ctgtgtattt

TATTGCTTTC CCTCAGCCCT tgtcctttgc ttcggyc

Ryc. 3. Analiza sekwencji fragmentu DNA kurczecia (540 par zasad) zawierajgcego
gen supresora opal [20], Kodujacy odcinek genu tRNA (nukleotydy 1—87) jest pod-
kreslony. Gwiazdkami zaznaczono antykodon tRNA.

Supresorowy tRNASer watroby bydlecej nie jest gtéwnym izoakcepto-
rem i wystepuje w cytoplazmie w niewielkiej iloSci. Interesujace jest za-
tem jak wyglada gen takiego tRNA, czy wystepuje on w wielu pojedyn-
czych kopiach czy tez w zgrupowaniach (ang. cluster), czy ma zréznico-
wang ilos¢ i rézne lokalizacje intron6w sugerujgce r6zne drogi dojrzewa-
nia, czy ma ten sam promotor i taka samag sekwencje konczaca, czy gen
lub geny stanowig fragmenty wiekszego zbioru genéw funkcjonalnych,
ktéore moga sta¢ sie pseudogenami (tj. genami nieczynnymi) przez delecje
lub przegrupowanie [20]. Dla wyjasnienia tych kwestii wyodrebniono su-
presorowy (opal) tRNASer z watroby kurczecia i wykorzystano go jako
sonde do izolacji jego genu z przygotowanej biblioiteki genéw w fagu, Cha-
ron 4a. Poniewaz z watroby bydlecej wyodrebniono tRNA Ser
(tRNAcmCa i tRNANCA pomiedzy ktérymi istnieje 90% homologii) nalezato
sie spodziewaé, ze podobna sytuacja ma miejsce u kurczecia i genom zawie-
ra dwa geny supresorowego (UCA) tRNA. Okazato sie jednak, ze DNA kur-
czecia zawiera tylko jeden gen tRNASer. Niska zawarto$¢ tego tRNA w cy-

dwa
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toplazmie [19] moze by¢ ttumaczona réznica w liczbie kopii gendéw izo-
akceptorowych tRNA Ilub jako wynik regulacji transkrypcji na skutek
zmiany powinowactwa promotora.

Poréwnanie dotychczas znanych sekwencji wewnetrznego 5 promotora
genéw tRNA daje sekwencje najwiekszej zgodnosci (ang. consensus se-
quence) TRGYNNARTGC: gdzie R — puryna, Y — pirymidyna, N —
miejsce wystepowania réznych nukleotydéw. Gen tRNASer kurczecia na
strukture STGACCCTCAGTGC roznigca sie zamiang G na A w pozycji
10 czgsteczki tRNA oraz obecnoscig 2 dodatkowych nukleotydéw wystepu-
jacych po statej pozycji 13. Takiej zamiany nie stwierdzono w dotychczas
znanych strukturach genéw tRNA. W regionie 3 promotora (nukleoty-
dy 65— 75) sekwencja genu tRNASer i sekwencja najwiekszej zgodnosci sa
bardzo podobne (Tabela).

gen tRNASer (pozycje w strukturze)
8 20 65 75
CONsensus TGACCCTCACTGC GCTTGAATTCC
TRGYNN-ARTGG GGTTCRANNCC

Jak widaé¢ z powyzszego zestawienia gen strukturalny tRNAcmCA ma
normalny ,, 3’ promotor” oraz niewielkie zmiany w ,promotorze 5 ", w sto-
sunku do consensus. Te ostatnie moga wptywaé na proces transkrypcji.
Obecnos¢ oligo T wymagana zwykle dla terminacji transkrypcji zastata
rowniez potwierdzona. Gen tRNASer nie zawiera intronéw, a koncéwka
CCA wystepujgca we wszystkich tRNA nie jest kodowana w genomie
(Ryc. 4), [20].

Omawiajgc eukariotyczne tRNA o witasciwosciach supresorowych, war-
to wspomnieé¢, ze tRNATyr (antykodon G~A) muszki owocowej Droso-
philla melanogaster zachowuje sie jako naturalny supresor kodonu amber
RNA wirusa mozaiki tytoniu, podczas gdy drugi izoakceptor majgcy anty-
kodon QipA nie wykazuje takich witasciwosci [21]. Wykonano analize se-
kwencji supresorowego tRNATyr (Ryc. 5) i stwierdzono obecno$¢ zaréwno
Q jak i G w pierwszej pozycji antykodonu a takze T obok U w petli rybo-
tymidyny [22]. Interesujace jest, ze tRNATyr wyodrebniony z jedwabnika
ma taka samag sekwencje nukleotydowg jak tRNATyr Drosophilla (Ryc. 5)
[23]. W Drosophilla nie stwierdzono obecnosci tRNA rozpoczynajacych ko-
don opal UGA w RNA (3-globiny.

3. Roslinne tRNA o wiasciwosciach supresorowych
RNA wirusa mozaiki tytoniu (TMV-RNA) moze réwniez ulega¢ trans-

lacji w réznych systemach bezkomérkowych oraz oocytach (niezaptodnio-
ne komorki jajowe zaby afrykanskiej Xenopus leavis), dajac z jednego
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cistronu dwa duze biatka, jedno o m.cz. 126 000 oraz drugie o m.cz. 183 000
majace w poréwnaniu z poprzednim dodatkowo 499 aminokwaséw przy
koncu karboksylowym. In vivo, ale nie in vitro, syntetyzowane jest biatko
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Ryc. 4. Sekwencja nukleotydowa tRNATyr muszki owocowej Drosophila melano-
gaster [22].

ptaszcza o m.cz. 17 000 [9]. Synteza obu ciezkich biatek, najprawdopodob-
niej podjednostek replikazy, przebiega identycznie, z tym, ze peptyd
0 wiekszej m.cz. powstaje w wyniku czytania kodonu stop (UAG).

Pelham [24] pokazal, ze synteza dwéch biatek, podjednostek wiruso-
wej replikazy w lisciach tytoniu zakazonych wirusem mozaiki tytoniu
(TMV) rozpoczyna sie w tym samym miejscu inicjacji oraz, ze biatko
0 wyzszym ciezarze czgasteczkowym syntetyzowane jest w wyniku czyta-
nia kodonu amber.

Stwierdzono ponadto, ze w obecnosci zwiekszajacych sie ilosci drozdzo-
wego supresorowego (UAG) tRNA, synteza in vitro biatka o m.cz. 183 000
D zwieksza sige, a biatka 126 000 D zmniejsza sie. Podobny efekt obser-
wowano po dodaniu tRNA tytoniu, jednak tego interesujgcego spostrze-
zenia nie zwigzano woéwczas z zadnym specyficzcnym tRNA [24]. Kilka lat
pbézniej inni badacze potwierdzili wcze$Sniejsze obserwacje i wyodrebnili
specyficzny tRNA powodujacy supresje kodonu amber oraz okreslili jego
strukture pierwszorzedowa. Okazato sie, ze dwa cytoplazmatyczne
tRNATyr lisci tytoniu stymulujg synteze biatka 183 000 D w ekstrakcie
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retikulocytéw kroélika programowanych TMV-RNA [25]. Rezultat ten mo-
ze wskazywaé, ze w tytoniu nie wykorzystywany jest kodon UAG jako
sygnat stop lub tez nieznane czynniki strukturalne TMV-RNA faworyzu-
ja rozpoznanie kodonu UAG przez tyrozynowy tRNA. Na Ryc. 5 przedsta-
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Ryc. 5. Sekwencja nukleotydowa tRNAI¥ lisci tytoniu |25 W ramkach pokazano
nukleotydy wystepujace w tRNAIlyr. Pochodna urydyny w pozycji 47 oznacza 3-(3-
amino 3-karboksypropylo)urydyne (nukleozyd X).

wione sa sekwencje dwoch cytoplazmatycznych tRNATyr posiadajgcych
witasciwosci supresorowe [25]. Réznig sie one dwoma nukleotydami w ra-
mieniu rybotymidyny. Moze to wskazywac¢, ze przynajmniej dwa geny
tRNATyr tytoniu ulegaja ekspresji. lzoakceptor tRNAI1 zawierajacy pare
A-U w ramieniu rybotymidyny ma réwniez niemodyfikowanag guanozyne
w pozycji 10. Struktura antykodonu tRNATyr rodzi pytanie w jaki sposéb
kodon UAG jest rozpoznawany i tworzy kompleks z antykodonem GipA.
Tego typu oddziatywanie nie jest zgodne z hipotezg wahadta a takze inny-
mi propozycjami [25]. Obecnie nie znamy mechanizmu tego procesu, na-
tomiast mozliwe sg pewne hipotezy [35]. W przeciwienstwie do innych
eukariotycznych tRNATyr [15], ten wyodrebniony z lisci tytoniu nie zawie-
ra nukleozydu, z ktérym przynajmniej cze$Sciowo wigzano specyficznosé
oddziatywania kodon-antykodon [21]. Powstaje zatem pytanie, jak wy-
gladaja naturalne supresorowe tRNA w innych roslinach. Badania rozsze-
rzono na zarodki pszenicy oraz tubin z6ity. Stwierdzono, ze zarodki psze-
nicy zawierajg dwa specyficzne tRNA dla tyrozyny, ale tylko jeden z nich
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wykazuje witasciwosci czytania kodonu amber [26]. Ryc. 6 przedstawia
sekwencje nukleotydowg tego tRNA. Sytuacja w zarodkach pszenicy jest
inna niz w tytoniu. Gtowny izoakceptor w translacji u pszenicy, tRNAe&A
(85%) jest nieaktywny w procesie ,readthrough”, podczas gdy tRNAcC£A
(15%) jest efektywnym supresorem. Wynika z tego, ze antykodon G”™A
rozpoznaje tylko kodon tyrozyny tzn. guanozyna (z antykodonu GipA) ma-

A
c
c
A
pC — G
c — G
G — ¢
A — U
c — G
c — G
Uu— A u A
u UGGCC <A
I O I I
[ Acc uGcu*c
EAc I u*
0o u * G_ UA
» - U 0
G — ¢C
G — C
A—y
c A
U m'G
G A

Ryc. 6. Sekwencja nukleotydowg tRNATyr (antykodon GUA) zarodkéw pszenicy [26].
Drugi izoakceptor rézni sie tylko obecnos$cia nukleozydu Q zamiast G w pierwszej
pozycji antykodonu.

jac mozliwos¢ wystepowania w konformacji syn tworzy wigzania wodoro-
we z guanozyng kodonu UAG ale nie z adenozyng kodonu UAA [15].
Stwierdzono np. ze nie w petni modyfikowane tRNA zawierajgce guano-
zyne zamiast gueniny (Q) wystepujg w réznych komérkach rakowatych.
Przypuszczano, ze tRNA nie zawierajgce nukleozydu Q sa charakterys-
tyczne dla komoérek znajdujgcych sie na niskim stopniu zréznicowania
[27, 28]. U ros$lin sytuacja nie jest jasna. W tytoniu, a takze lisciach psze-
nicy [26] nie znaleziono tRNATyr z nukleozydem Q, natomiast w zarodkach
pszenicy jest on gidbwnym izoakceptorem. Moze to mie¢ konsekwencje
biologiczne. Ros$liny w réznych okresach wzrostu moga potrzebowac ta-
kiego izoakceptora tRNATyr, ktory jest bardziej uniwersalny w rozpozna-
waniu kodu genetycznego. tRNAo™A moze czyta¢ bez réznic oba kodony
tyrozynowe UAU i UAC, natomiast tRNAe&A zachowuje sie inaczej ponie-
waz nukleozyd Q ma wieksze powinowactwo do U niz do C [29]. Ostatnio
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okazato sig, ze tRNA zawierajgcy zamiast Q, 6-tioquenine (S&) efektywnie
rozpoznaje kodon UAG [36].

Translacja TMV-RNA w protoplastach tytoniu i lizatach retikulocy-
tow krélika zachodzi w podobny sposéb, jezeli rozwaza¢ stosunek powsta-
jacych biatek 126 i 183 kD. W systemie bezkomoérkowym z zarodkéw
pszenicy jest syntezowane tylko biatko 126 kD, podczas gdy biatko 183 kD
wystepuje w minimalnych ilosciach lub wcale. Ta raczej zaskakujaca ob-
serwacja, wskazuje, ze systemy biosyntezy biatka in vitro z ro$lin maja
mniej cech wspélnych anizeli ukiad retikulocyty krélika — roslinne tRNA.
Prowadzgc biosynteze biatka w ekstrakcie z zarodkéw pszenicy w obec-
nosci tRNACS$A lisci tytoniu otrzymano biatko 183 kD [26].

Interesujgce byto réwniez stwierdzenie, czy inny system biosyntezy
biatka in vivo — komoérki jajowe Xenopus leavis — jest przydatny w
badaniach witasciwosci supresorowych tRNA. Wykorzystano ten ukiad do
poszukiwania supresoréw opal (UGA) i amber (UAG) z nasion tubinu
z6ttego stosujgc jako matryce TMV-RNA oraz RNA (3-globiny [30]. Z o-
trzymanych danych wynikato, ze w tubinie nie ma tRNA, ktéry mogtby
powodowac supresje kodonu opal w (3-globinowym RNA. Z drugiej strony
wiadomo, ze kodon UGA wirusa lucerny ulega supresji w ekstrakcie re-
tikulocytéw krélika pod wptywem tRNA pszenicy i tytoniu, wiaczajac
glutamine [7]. Wynika stad, ze fakt obecnosci supresora opal w roslinach
wymaga dalszego potwierdzenia. tubin podobnie jak inne badane rosliny
zawiera tRNATyr, ktéry jest supresorem kodonu UAG w oocytach (Ryc.
7). Okazato sie, ze sekwencja nukleotydowa tego tRNA jest identyczna
z sekwencjg tRNAIyr pszenicy (Ryc. 6). Drugi izoakceptor tRNATyr z tu-
binu zawiera nukleozyd Q [30]. Roslinne tRNA o witasciwosciach supreso-
rowych maja kilka interesujgcych cech: nie zawierajg rybotymidyny, za-
wierajg nukleozyd 3-(3-amino 3-karboksypropylo)urdydyne, nukleozyd X
w ramieniu dodatkowym (jest to pierwszy przypadek u eukariota), maja
dwie pary G-C w ramieniu antykodonu. Ponadto sekwencje roslinnych
tRNATyr wykazujg peilng identycznos¢ co w peitni potwierdza hipoteze
0 zachowawczosci struktury roslinnych specyficznych tRNA [31].

Szereg kwestii w badaniach roslinnych supresoréw pozostaje nadal
niewyjasnionych. Nieobecnos¢ nukleozydu Q w tRNA tytoniu jest nie-
zwykle interesujgca. Podczas analizy sekwencji tRNATyr tytoniu nie zna-
leziono nukleozydu Q, ale podczas chromatografii mieszaniny tRNA ty-
toniu na dwuhydroboryloaminoetylocelulozie (DBAE), wyodrebniono
tRNATyr wykazujgcy duze powinowactwo do jonitu.

DBAE celuloza zawierajgca grupy borylowe tworzy kompleks z ugru-
powaniem cis-diolowym nukleozydu Q powodujac zatrzymanie na kolum-
nie tRNA zawierajgcych ten zwigzek. Wazny jest takze stosunek obu izo-
akceptorowych tRNA u roslin. Wtasciwosci supresorowe moga mie¢ zwig-
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zek z procesami starzenia i funkcjg enzyméw modyfikujgcych oraz mody-
fikowanych nukleozydéw w tym procesie.

- < owp

abc de f | “ g
X \m

Ryc. 7. Autoradiografia biatek oocytéw Xenopus leavis po dodaniu réznych ilosci
tRNATyr tubinu w obecnosci TMV-RNA [30]. Pierwsze dwie $ciezki oznaczajg kon-
trole HD oraz TMV-RNA. W dalszych doswiadczeniach dodawano 1, 3, 10, 30 i 90 ng
tRNA na oocyt i obserwowano odpowiednio 15, 12—25, 38 i 42fi/o supresji [30].

4. Podsumowanie

Przedstawione w artykule dane wskazujg na r6znice w wykorzystywa-
niu kodonow terminujgcych UAA, UAG i UGA. Obecnos¢ kodonu UAA
moze oznaczaé¢ ,zawsze stop”, natomiast kodony UAG i UGA moga ozna-
cza¢ ,zwykle stop’. U Eukaryota najlepiej poznane sa supresory opal
u ssakéw oraz supresor amber u roslin. U ssakéw tRNASer wystepuja w
minimalnych ilosciach, podczas gdy roslinne supresory sg to gtowne cyto-
plazmatyczne izoakceptorowe tRNATyr. By¢ moze wigze sie to z naturg
kodu genetycznego. Poniewaz kodon UAG jest kodonem przepuszczajacym
(ang. leaky), potrzebne sa by¢ moze wieksze iloSci takiego tRNA aby uzys-
ka¢ efekt podobny do wywolywanego przez minimalng ilos¢ tRNA w sto-
sunku do supresji kodonu opal, ktéry nie jest leaky. Wspomnielismy takze,
ze wyniki dotyczace roslinnych tRNA czytajacych kodon UGA sag sprzecz-
ne. Najprawdopodobniej o rozpoznaniu okreslonego kodonu decyduje jego
otoczenie [32].
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Jest oczywiste, ze sekwencja mMRNA (3-globiny oraz wirusa alfalfa w
rejonie kodonu UGA jest inna. W poznanych sekwencjach supresorowych
tRNA nie udato sie znalezé fragmentéw struktury identycznych i specy-
ficznych dla witasciwosci supresorowych. Jedyng ich cechg wspo6lng, ale
nie specyficzng, jest brak rybotymidyny. Nalezy réwniez podkresli¢, ze
obecnos$¢ roslinnych supresorowych tRNA badana byta w testach in vivo
i dlatego wyniki te wydaja sie by¢ tym bardziej interesujace.

Prace tutaj omoéwione i wykonywane przez autoréw byty czesciowo
finansowane przez Polskg Akademie Nauk.

Artykut otrzymano 8 marca 1987
Zaakceptowano do druku 2 czerwca 1987
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Wykaz stosowanych skrotéw: pz— pary zasad, RF DNA — dwuniciowy DNA,
SS DNA — jednoniciowy DNA, MCS — wielofunkcyjne miejsce klonowania, X —
gal-5 bromo-4-chloro-3-indolo-P-D-galaktozyd, IPTG — izopropylogalaktozyd, ddNTP
— dideoksy-nukleotydy

I. Wstep

Fagi M13 sg najczesciej stosowanymi wektorami w klonowaniu i se-
kwencjonowaniu DNA. Zaréwno fag, jak i komorki jego gospodarza E.coli
K12 sg dobrze poznane pod wzgledem genetycznym i biochemicznym [1—
7]. Fagi M13 sa tatwe do namnazania; z jednej hodowli ptynnej o objetosci
1 ml mozna otrzymaé w ciagu 24 godzin okoto 5X102R czasteczek faga.
Podczas wzrostu fagi te nie powodujg lizy komérek gospodarza. Komorki
zakazone fagiem rosng 2— 3 razy wolniej niz komoérki niezakazone, dajgc
na podtozu statym obraz ,pseudotysinek” fagowych. Pseudotysinki sg to
miejsca wystepowania zakazonych fagiem komérek E.coli, nazwane tak

* Mgr, Zaktad Biologii Nowotwordw, Instytut Onkologii, ul. Wybrzeze Armii
Czerwonej 15, 44-100 Gliwice

7 Postepy Biochemii 4/87
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przez analogie do ,tysinek” powstajacych po lizie komoérek bakteryjnych.
DNA faga M13 wystepuje zarobwno w postaci jednoniciowej (SS DNA —
ang. single stranded DNA), ktdéra jest forma wystepujgca w wirionie, jak
i w postaci dwuniciowej, replikacyjnej (RF DNA — ang. replicative form),
syntetyzowanej w komadrkach gospodarza. Jednoniciowy DNA faga stuzy
jako matryca do sekwencjonowania fragmentéw DNA wg metody San -
gera i wsp. [9], natomiast dwuniciowy DNA wykorzystuje sie do klo-
nowania obcego DNA przy pomocy réznych zestawo6w enzymow restryk-
cyjnych. Sposéb izolowania DNA obu tych postaci jest wzglednie prosty:
z 1 ml hodowli ptynnej bakterii zakazonych fagiem otrzymujemy okoto
10 ng jednoniciowego DNA i okoto 1 |¢g dwuniciowego DNA [7, 8]. Do ge-
nomu faga M13 uzytego jako wektora mozna wprowadzac¢ fragmenty DNA
0 ditugosci rzedu 40 tys. nukleotyddéw [2]. Ksztatt otoczki biatkowej nie
ogranicza wielkosci wprowadzanych do niej fragmentéw DNA.

Il. Wektor M13 i jego pochodne

Fag M13 nalezy do bakteriofagéw Ff (ang. F-specific filamentous coli-
phages), [1, 6]. Wewnatrz ostonki biatkowej znajduje si¢ jednoniciowa,
kolista czasteczka DNA (ni¢ ,plus”) dobrze scharakteryzowana fizycznie
lgenetycznie [4—6, 10]. Genom faga typu dzikiego o dtugosci 6407 nukleo-
tydéw zawiera 10 genodw, ktorych funkcje sg znane. Geny: I, I, V, VI,
VIl, VI, IX kontrolujg synteze biatek Wirionu, produkty biatkowe genéw
V i X biorg udzialt w syntezie DNA infekcyjnego, biatko kodowane przez
gen Il kontroluje replikacje dwuniciowego DNA w komdrce gospodarza
[5, 11]. Proces infekcji rozpoczyna sie od adsorbeji wirusa na powierzchni
bakterii F' (komérki meskie zawierajgce czynnik piciowy F’) za posred-
nictwem rurkowatych struktur zwanych fimbriami lub pili. Mechanizm
penetracji DNA wirusowego jest nieznany. Do komorki wnika infekcyjny,
jednoniciowy DNA, a kapsyd pozostaje prawdopodobnie na powierzchni
komérki. W poczatkowym etapie rozwoju wirusa w komdrce gospodarza
zachodzi synteza komplementarnej do infekcyjnej nici ,plus” nici ,minus”
(synteza SS DNA->RF DNA). W komodrce powstaje kolisty, dwuniciowy
DNA faga (RF DNA). Nastepnym etapem jest synteza dalszych 200— 300
kopii czasteczek RF DNA (replikacja RF DNA->RF DNA), ktéra przebiega
zgodnie z mechanizmem ,toczgacego sie kota” (ang. rolling — circle mecha-
nism), [7, 16]. Inicjacja syntezy RF DNA rozpoczyna si¢ przez naciecie
jednej z nici DNA przy udziale biatka kodowanego przez gen Il, z uwol-
nieniem konca 3'-OH. Miejsce to stuzy jako starter do syntezy nowego
tarnicucha DNA. Proces infekcji konczy sie syntezg jednoniciowego DNA
(RF DNA->SS DNA) oraz biatek strukturalnych wirionu. Wirusy potomne
wydostaja sie na zewngtrz komérki bakteryjnej nie powodujac jej lizy
(Ryc. la).
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Ryc. la. Cykl zyciowy faga M13 [7] SS DNA — jednoniciowy DNA; RF DNA — dwu-
niciowy DNA

W genomie faga M13 typu dzikiego znajduja sie dwa regiony: jeden

0 ditugosci 100 nukleotydéw pomiedzy genami VIII i Ill, drugi o ditugosci
508 nukleotydow pomiedzy genami IV i Il, nie majace istotnego znaczenia
dla jego funkcji zyciowych. W region jpomiedzy genami IV i ll, Messing

1 wsp. [17—21] wprowadzili in vitro fragment operonu lac genomu E.coli.
Fragment ten zawierat czeS¢ genu represora, promotor, operator oraz se-
kwencje kodujaca pierwsze 145 aminokwaséw (3-galaktozydazy Ryc. Ib.

Mlejsce klonowania

b Vs
S \
4

& O\

v

Ryc. Ib. Mapa genetyczna faga M13 [17, 18] I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X —
kolejne geny faga M13. Geny Il i X sg genami zachodzacymi na siebie. IG — (ang.
s.intergenic region”) — region nie majacy istotnego znaczenia dla funkcji zyciowych
faga; O — operator lac, p— promotor lac, |I'— czge$¢ genu represora lac; Z'— a-re-
gion P-galaktozydazy.
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Skonstruowany wektor oznaczyli jako pochodng faga M13 mpl. Dalsze
modyfikacje Messing i wsp. [19] przeprowadzali w obrebie frag-
mentu (5-galaktozydazy. Przez wymiane pojedynczych nukleotydéw utwo-
rzyli sekwencje rozpoznawanag przez restryktaze EcoRIl. Kolejng pochodng
faga M13 oznaczyli jako M13 mp2 [20]. Pozostate pochodne M13 mp otrzy-
mali przez insercje fragmentu o diugosci 17 nukleotydéw, w obszar genu
lac pochodnej M13 mp2. W rezultacie w genomie faga powstat region na-
zwany wielofunkcyjnym miejscem klonowania — MCS (ang. multipurpose
cloning site), o dtugosci 48 nukleotydéw, ktéry zawieratl sekwencje rozpo-
znawane przez kolejne restryktazy: EcoRI, Sali, Accl, BamHI, Hincll,
Pstl. Pochodnag tg autorzy okreslili jako M13 mp7 [21, 22]. Dalsze pochodne
M13 mp powstaly w wyniku ré6znych modyfikacji sekwencji regionu MCS
[17]. W tabeli 1 przedstawiono zestaw stosowanych obecnie pochodnych
M13 mp.

Tabela 1
Niektére pochodne M13mp [7]

Dtugos¢ wektora

Pochodne M13mp (W parach zasad)

Miejsca restrykcyjne stuzace do klonowania

M13mp2 7196 EcoRI

M13mp5 7196 EcoRI, EcoRIl, EcoRIl, EcoRIl, EcoRI, Hiadlll
EcoRI, EcoRI

M 13mp7 7238 EcoRI, BamHlI, Sali, Accl, Hincll, Pstl, Hincll
Sali, Accl, BamHI, EcoRlI

M13mp8 7229 EcoRI, Xmal, Smal, BamHI, Sali, Accl, Hincll,
Pstl, Hindlll

M13mp9 7229 Hindlll, Pstl, Hincll, Accl, Sali, BamHI, Smal,
Xmal, EcoRlI

M13mpl0 7244 EcoRI, Sacl, Xmal, Smal, BamHI, Xbal, Sali,
Accl, Hincll, Pstl, Hindlll

M13mpl 1 7244 Hindlll, Pstl, Hincll, Accl, Sali, Xbal, BamHlI,
Smal, Xmal, Sacl, EcoRI

M13mpl8 7250 EcoRl, Sacl, Kpnl, Xmal, Smal, BamHI, Xbal,
Hincll, Accl, Sali, Pstl, Sphl, Hindlll

M13mpl9 7250 Hindlll, Sphl, Pstl, Sali, Accl, Hincll, Xbal,

BamHI, Smal Xmal, Kpnl, Sacl, EcoRlI

Uwaga:

Niektére enzymy restrykcyjne rozpoznaja te sama sekwencje, np. Smal i Xmal, Sali i Accl i Hincll.
i

Smal: CCCGGG Xmal: CCCGGG
GGGCCC GGGCCC
t t
) i 4
i AG GTCGAC - GTPyPuAC
I: GT cT AC Sall: CAGCTG Hincll: CAPuUPyTG
t
GC
CA TG
TAf

Pary wektorow M13mp8 i M13mp9, M13mpl0 i M13mpll, MI3mpl8 i M13mpl9 posiadaja sekwencje rozpoznawane
przez te same restryktazy ale utozone w odwrotnej kolejnosci.
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W przypadku wszystkich pochodnych M13 mp fragmenty obcego DNA
sg zawsze wprowadzane w fragment genu (3-galaktozydazy. Umozliwia to
w sposOb prosty i szybki identyfikacje fagéw zawierajacych wbudowane
fragmenty DNA [23]. Komorki biorcy E.coli K12 (np. bakterie oznaczone
jako JM 101, 103, 105, 106, 107) maja nieczynny operon laktozowy w epi-
somie F\ Operon ten jest zmutowany w promotorze represora lac i posiada
delecje Kilku nukleotydéw w genie (3-galaktozydazy [24]. Czasteczki (3-ga-
laktozydazy kodowane przez episom sa nieaktywne enzymatycznie, w
zwigzku z tym niezainfekowane fagiem komdrki E.coli K12 sg lac-, w
przeciwienstwie do komoérek zakazonych, ktére sg lac+. Aktywnos$¢ enzy-
matyczna (3-galaktozydazy wynika z komplementacji dwéch tancuchow
polipeptydowych zmutowanych genéw: genu (3-galaktozydazy regionu lac
w genomie faga i genu (3-galaktozydazy regionu lac w episomie F’ (tzw.
komplementacja wewnatrzcistronowa). Polgczenie dwoéch tancuchéw poli-
peptydowych daje w efekcie jedng, czynnag czgsteczke enzymu. AKktywnos$¢
enzymatyczna (3-galaktozydazy mozna tatwo stwierdzi¢ dodajac do podtoza
barwnika X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolo-D-galaktozyd) i induktora
operonu Zac-IPTG (izopropylotiogalaktozyd). Aktywna enzymatycznie (3
galaktozydaza rozktada X-gal do bromochlorindolu, ktéry nadaje koloniom
E.coli zabarwienie niebieskie. W przypadku wprowadzenia fragmentu ob-
cego DNA w gen lac Z genomu faga nastepuje inaktywacja enzymu, w
wyniku zaburzenia fazy odczytu aminokwaséw. Wéwczas X-gal nie jest
rozktadany do bromochlorindolu i powstate ,pseudotysinki” zrekombino-
wanych fagow sg biate.

Wykorzystanie zestawu fagow M13 do klonowania i sekwencjonowania
polega gtéwnie na utworzeniu swego rodzaju ,biblioteki” (kolekcji) fa-
gow zawierajacych wbudowane i analizowane fragmenty obcego DNA.
Fragmenty obcego DNA sg najczesciej produktami trawienia réznymi res-
tiryktazami, nieswoista DNaza lub degradacji ultradzwigkami (sonikacji)
catych genomoéw [24].

Pochodne M13 mp umozliwiajg miedzy innymi klonowanie fragmen-
tow DNA otrzymanych z podwéjnego trawienia, tzw. ,wymuszone klono-
wanie” — (ang. ,forced coloning”) [25]. Zaréwno wektor, jak i badany
DNA trawi sie réwnocze$snie dwoma réznymi enzymami restrykcyjnymi.
Najczesciej stosuje sie trawienie enzymami tworzgcymi lepkie korce, np.
BamHI, EcoRI, Hindlll itp. Fragmenty DNA otrzymane z podwdjnego
trawienia wykazuja wieksza specyficzno$s¢ w reakcji taczenia z wektorem
niz fragmenty DNA pochodzgce z pojedynczego trawienia. Na zasadzie
komplementarnosci par zasad tacza sie tylko czasteczki wektora z frag-
mentami obcego DNA. ,Zamknigcie” sie wektora bez integracji z obcym
DNA jest praktycznie niemozliwe.
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I1l. Sekwencjonowanie wg metody Sangera i wsp. [

Metoda sekwencjonowania opracowana przez Sangera i wsp. [9]
polega na enzymatycznej syntezie znakowanych fosforem ‘{anficuchoéw
DNA komplementarnych wobec matrycy. Pierwszym etapem reakcji se-
kwencjonowania jest potgczenie startera z matryca. Starterem jest frag-
ment DNA (oligonukleotyd) o takiej diugosci, ktéora gwarantuje stabilne
i specyficzne wigzanie z matryca. Na ogot, w reakcjach sekwencjonowania
stosuje sie obecnie startery o diugosci 15 lub 17 nukleotydéw, syntetyzo-
wane chemicznie i rozprowadzane, miedzy innymi, przez firme BIOLABS.
Startery takie zawierajg kolejno sekwencje: 5-TCCCAGTCACGACGT-3’,
5-GTAAAACGGCCAGT-3'. Umozliwiajg one sekwencjonowanie fragmen-
tow DNA o réznej diugosci. Startery te, stosowane sa w przypadku
wszystkich pochodnych M13 mp i sg komplementarne do okre$lonej se-
kwencji genu lac Z, potozonej w poblizu miejsca insercji. Nastepnym eta-
pem reakcji sekwencjonowania jest przygotowanie czterech mieszanin
reakcyjnych, ktore zawierajg kolejno: kompleks starter+ matryca, trojfos-
fodezoksymikleotydy, z ktérych jeden jest znakowany fosforem **P, jeden
okreslony tréjfosfodideoksynukleotyd i fragment Klenowa polimerazy
DNA | (ktéry to fragment nie wykazuje aktywnos$ci egzonukleolitycznej
w kierunku 5->3’). Enzym ten katalizuje elongacje nowo syntetyzowanego
tancucha DNA, ktéra przebiega od konca 3'-OH startera w kKierunku 5->3’.
Dideoksynukleotydy speiniaja w reakcji sekwencjonowania role inhibito-
row elongacji tancucha DNA. Brak grupy hydroksylowej przy weglu
3'dideoksynukleotydu uniemozliwia tworzenie nastepnego wigzania fosfo-
dwuestrowego w reakcji syntezy tancucha DNA (Ryc. 2). W mieszaninie
reakcyjnej powstajg dwuniciowe fragmenty DNA, o réznej dtugosci, ktore
na koncu 3’ majg wbudowane w miejsce odpowiedniego dezoksynukleoty-

L0 o

Ho-I 0-P:-0- P=0-CH,
OH OH OH

Pu lub Py

= O

d NTP

0 0 0 Pu lub Py
~ u il il s
HO-P-0-P-0-P-0-CH?2

OH OH OH 0
< ;l,
- &

dideoksy NTP (ddNTP)

Ryc. 2. Wzory strukturalne dezoksynukleotydéw i dideoksynukleotydéw. Pu — pury-
na; Py — pirymidyna



[7] FAGI M13 495

du dideoksynukleotyd. Wazne jest, zeby w mieszaninie reakcyjnej byta
odpowiednio dobrana proporcja dideoksynukleotydéw do dezoksynukleo-
tydéw. Wiasciwe proporcje ddNTP/dNTP umozliwiaja synteze odpowied-
niej ilosci tancuchéw DNA o wzrastajgcej dtugosci. Po zakonczeniu elon-
gacji fragmenty DNA denaturuje sie i rozdziela elektroforetycznie na zelu
poliakryloamidowym. Do wyznaczenia kolejnosci nukleotydéw w badanej
sekwencji stosuje sie autoradiografie. Potozenie prazkéw na kliszy rentge-
nowskiej okresla kolejno$¢ nukleotydéw badanego regionu DNA (Ryc. 3).
Ogélny schemat postepowania w sekwencjonowaniu opracowany przez

Reasocjacja startera z matryca
G
A
SS DNA a
C
G

™ Starter

Reakcja sekwencjonowania
Matryca + Starter
dCTP , dGTP, d TTP,
e

« -p 3?-dATP

< \ - \
t dd CTP dd GTP ' dd TTP ‘ dd ATP
| -’ ‘
{ &) L ]
\/ ==

5'-CGATTCATGC 5'-CGATTCATG' 5'-CGATTCAT 5,-CGATTCATGCA®

5’-CGATTC 5’-CG 5'-CGATT S’-CGATTCA
5'-C* 5'-CGAT" 5’-CGA*
| T _ 1

G T
Elektroforeza

na zelu poliakryloamidowym
i autoradiografia

Ryc. 3. Sekwencjonowanie wg Sangera i wsp. [9 46JddCTP — dideoksycytydy-
notréjfosforan; ddGTP — dideoksyguanozynotrdjfosforan; ddTTP — dideoksytymidy-
notréjfosforan; ddATP — dideoksyadenozynotroéjfosforan. Nukleotyd z kropkag ozna-
cza wbudowany w miejsce okreslonego dezoksynukleotydu dideoksynukleotyd.
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Sangera i wsp. i zwany potocznie metodg ,dideoksy” jest prosty
i szybki, nie wymaga uzycia skomplikowanej aparatury, a przecigetna ilos¢
nukleotydéw odczytana w jednej reakcji jest rzedu 200— 300. Do standar-
dowej metody ,dideoksy” wprowadza sie obecnie r6znego rodzaju modyfi-
kacje umozliwiajace jednorazowe sekwencjonowanie wiekszych fragmen-
tow DNA. Zastosowanie, np. gradientu buforu przy rozdziatach elektro-
foretycznych w potgczeniu z uzyciem dezoksynukleotydéw znakowanych
nie “P ale & umozliwity odczytanie na zelu o diugosci 50 cm sekwencji
0o 150— 180 nukleotydéw dtuzszej w poréwnaniu z metodg standardowag
[26— 29].

W metodzie opisanej przez Becka i Pohla [30, 31] jednorazowo
sekwencjonowano fragmenty DNA o diugosci 600 nukleotydéw, ale kosz-
tem wprowadzenia do badan skomplikowanej aparatury. Zasada tej me-
tody jest ,wytapywanie” fragmentéw DNA schodzacych z krétkiego, o diu-
gosci od 6— 20 cm, zelu poliakryloamidowego podczas elektroforezy przez
odpowiednig bibute majaca zdolnos¢ jonowego wigzania DNA. Podczas
elektroforezy bibuta ta w sposéb ciggty i ze stalg predkoscig przesuwa sie
pod zelem. ,Wytapywane” przez bibute fragmenty DNA znajdujg sie mniej
wiecej w réwnej od siebie odlegtosci, tak ze odczytanie sekwencji po au-
toradiografii nie sprawia wigekszych trudnosci.

IV. Sekwencjonowanie diugich fragmentow DNA

Fragmentaryzacja calych genoméw przy zastosowaniu réznych metod
daje w efekcie bardzo duza ilos¢ czgsteczek DNA o r6znej dtugosci, rzedu
nawet Kilku tysiecy par nukleotydéw. Metoda sekwencjonowania opraco-
wana przez Sangera i wsp. [9] umozliwia wyznaczenie kolejnosci
okoto 600 nukleotydéw. W celu sekwencjonowania diugich fragmentow
DNA wprowadza sie do standardowej metody ,dideoksy” wiele technik
dodatkowych. Stosuje sie miedzy innymi technike ,subklonowania” loso-
wego (ang. random subcloning procedure) lub ,subklonowania” nieloso-
wego (ang. nonrandom subcloning strategie) badanego regionu DNA [32—
36}. Metoda przypadkowej analizy polega na wyizolowaniu wstawki z wek-
tora, strawieniu jej enzymami restrykcyjnymi i ponownym wprowadze-
niu do wektora. Otrzymujemy losowo, w bardzo krétkim czasie, bez skom-
plikowanych zabiegéw laboratoryjnych, wiele mniejszych fragmentéw
DNA. Niektore z nich mogg by¢ sekwencjonowane wielokrotnie, co wyni-
ka z faktu ,zachodzenia” na siebie fragmentéw restrykcyjnych. Metody
.nhieprzypadkowego” sekwencjonowania DNA sg bardziej klopotliwe: wy-
magajg uzycia wyszukanych endonukleaz i bardziej skomplikowanych
manipulacji technicznych. Metody te jednoczesSnie eliminuja wielokrotng
analize regionéw DNA juz sekwencjonowanych.
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Jedna z technik ,nieprzypadkowego” sekwencjonowania dtugich frag-
mentow DNA polega na tworzeniu, przy pomocy egzonukleazy BAL-31,
wielu progresywnych delecji w badanym regionie DNA ]137[. Enzym ten
trawi liniowy DNA usuwajac w ciggu minuty 100— 200 nukleotydéw. Wy-
dtuzajac stopniowo czas trawienia enzymem uzyskuje sie zbidr fragmen-
tow o stopniowo zmniejszajgcej sie dtugosci. Fragmenty te sg rozdzielane
elektroforetycznie, a nastepnie izolowane z zelu i powtérnie wprowadzane

/srorter Il ; ,,odwrotny

/s

i "N

0}\

starter | : ,,uniwersalny”

_fragment wbudowa -
,// nego DNA

oo

nowo syntetyzowany
Itincuch DNA

Ryc. 4a. Ogoélny schemat sekwencjonowania diugich fragmentéw DNA wg Honga
[40]
b. Sekwencjonowanie z udzialem drugiego startera (ang. ,reverse primer”):

1. Reasocjacja ,uniwersalnego” startera z matrycg. Synteza nowej matrycy przy
udziale DNA polimerazy | i czterech dezoksynukleotydéw.

2. Uwolnienie nowo syntetyzowanej matrycy.

3. Reasocjacja drugiego startera ,odwrotnego” z nowa matryca. Reakcja sekwen-
cjonowania przebiega z przeciwnego korica wbudowanego fragmentu DNA.
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do wektora. Analiza sekwencyjna pojedynczych fragmentéw DNA umoz-
liwia ustalenie kolejnosci nukleotydéw w catej badanej sekwencji.

Sekwencjonowanie diugich fragmentéw DNA moze sie takze odbywacé
przy udziale tzrw. ,wewnetrznych starteréw” [38]. Technika ta polega na
wykorzystaniu fragmentéw restrykcyjnych badanego regionu DNA jako
starteré6w sekwencjonowania. Startery te sag komplementarne wobec réz-
nych miejsc badanej sekwencji. W celu wyznaczenia kolejnosci nukleo-
tydow catej sekwencji niezbedne jest uzycie wielu ,wewnetrznych starte-
réow”. Techniki tej praktycznie nie stosuje sie do badania regionéw DNA
zawierajacych powtarzajgce sie sekwencje.

Metoda sekwencjonowania dtugich fragmentow DNA opracowana przez
H onga [39] okreslana jako ,sekwencjonowanie w odwrotnym Kierun-
ku” (ang. reverse sequencing) polega na oznaczeniu kolejnosci nukleoty-
déw badanej sekwencji DNA przy uzyciu dwoéch starterow: uniwersalne-
go i ,odwroconego” (ang. reverse primer) (Ryc. 4a). Uniwersalny starter
wykorzystywany jest w reakcji sekwencjonowania prowadzonej z jednego
korica wstawki. Z udziatem tego startera, DNA polimerazy | i czterech
dezoksynukleotydéw powstaje taricuch komplementarny wobec oryginal-
nej sekwencji (,odwrotna matryca”). Nowo syntetyzowana matryca po-
trzebna jest do wyznaczenia kolejnosci nukleotyddéw z przeciwnego konca
wstawki przy zastosowaniu ,odwrotnego” startera (Ryc. 4b).

Barnes i Bevan [40, 41] opracowali metode sekwencjonowania
fragmentéw DNA o di. 3000— 14 000 nukleotydéw. Podstawag tej metody

przypodkowe
cigcie DNazg
DNaza Exo n
Eco RI w=— | Trawienie
= Miejsce BAL-3L
wigzania
startera

. Lacznika” N\
q;é Eco Rl §‘\\
;‘ Trawienie Eco RI LIGAZA T4 -"; |
5 Xaczniki* [
y 4

‘EcoRl

LIGAZA T4
[S)
.. .. - .
Transformacja Ancliza mutantow o ae R
delecyjoych na Zzelu &
®

Ryc. 5. Schemat sekwencjonowania diugich taricuchéw DNA wg metody Barnesa
i Bevana [41, 42].



FAGI M13 499

jest tworzenie wielu jednokierunkowych delecji we wbudowanym frag-
mencie obcego DNA. Badany rejon trawi si¢ wstepnie w sposob przypad-
kowy przez kolejne enzymy: DN-aze, egzonukleaze Ill, egzonukleaze BAL-
31. Enzym BAL-31 tworzy tepe konce umozliwiajgce przytgczenie przy
udziale ligazy faga T4 tacznikéw oligonukleotydowych zawierajgcych se-
kwencje rozpoznawang, np. przez enzym EcoRI. Enzym ten rozpoznaje
sekwencje w poblizu miejsca wigzania startera. Po cieciu EcoRI| powstaja
jednokierunkowe delecje zaczynajace sie z okreslonego miejsca rozpozna-
wanego przez ,unikalny” enzym restrykcyjny. Zamkniecie wektora ze
zmniejszong wstawka nastepuje przy udziale ligazy faga T4. Wielko$¢ de-
lecji okresla sie poréwnujac ruchliwos¢ elektroforetyczng calych fagow
(Ryc. 5).

V. Zakonczenie

Opracowanie szybkich i wzglednie prostych metod klonowania i se-
kwencjonowania DNA umozliwia ustalenie struktury pierwszorzedowej
wielu gendéw strukturalnych, plazmidéw, bakteriofagéw, wiruséw onko-
gennych [42— 44]. W artykule starano sie przedstawi¢ jedna z najczesciej
stosowanych, tzw. szybkich metod klonowania i sekwencjonowania DNA
przy uzyciu fagéow M13. Stosujac liczne modyfikacje praktycznie rzecz
biorac, w ciggu jednego dnia mozna oznaczy¢ sekwencje DNA o diugosci
kilku tysiecy par nukleotydow.

Artykut otrzymano 9 kwietnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 30 kwietnia 1987 r.
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ZBIGNIEW PIETRZKOWSKI*

Cytoszkielet a mitogenne dziatanie czynnikéw wzrostowych

Cytoskeleton and mitogenic action of growth factors

Spis tresci:

I. Wstep — udziat zmian cytoszkieletu w aktywnosci podziatowej komoérek
Il. Budowa cytoszkieletu i jego znaczenie
11-1. Mikrotubule
11-2. Mikrofilamenty
11-3. Filamenty posrednie
I11. Dziatanie czynnikéw wzrostowych na morfologie komoérek
1IV. Wptyw czynnikéw wzrostowych na aktywno$¢ ruchowg komoérek
V. Sposoby oddziatywania czynnikéw wzrostowych na reorganizacje cytoszkieletu

Contents

. Introduction — participation of cytoskeleton changes in cell division activity
Il. Cytoskeleton structure and its significance
I1-1. Microtubules
11-2. Microfilaments
11-3. Intermediate filaments
111. Effects of growth factors on cell morphology
IV. Effects of growth factors on cell motility
V. Modes of action of growth factors on cytoskeleton reorganization

Wykaz stosowanych skrétéw: EGF — epidermalny czynnik wzrostowy, FGF —
fibroblastyczny czynnik wzrostowy, NGF — nerwowy czynnik wzrostowy, PDGF —
czynnik wzrostowy pochodzacy z piytek krwi, RDGF — czynnik wzrostowy pocho-
dzacy z siatkéwki, pH, — cytoplazmatyczne pH, Ca?+— cytoplazmatyczne stezenie jo-
néw Ca2+, MAP| — ang. microtubule associated protein 1, MAP2 — ang. microtubule
associated protein 2, komérki PC 12— komoérki guza chromochtonnego

I. Wstep — udziat zmian cytoszkieletu w aktywnos$ci podziatowej komorek

Mechanizm aktywacji syntezy DNA i podziatlu komérek prawidtowych
od wielu lat jest przedmiotem intensywnych badan. Dotycza one zar6éwno
metabolizmu komérek jak i wystepujagcych w tym okresie zmian organi-
zacji cytoszkieletu. Zmiany te majg wptyw na adhezje i rozptaszczanie ko-

* Mgr, Zaktad Biologii Komérki, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zu-
rzyckiego, Uniwersytet Jagiellonski, al. Mickiewicza 3, 31-120 Krakoéw



502 Z. PIETRZKOWSKI 2]

morek prawidtowych in vitro na podtozu statym, morfologie (ksztatt oraz
architekture powierzchni), migracje (tzn. ukierunkowanag aktywnos$¢ ru-
chowa komoérki), bezkierunkowg aktywnos$¢ ruchowa (tzn. aktywnos$¢ ru-
chowa, ktora nie zmienia potozenia geometrycznego centrum komarki) [1],
podziat komoérki [2— 8], a takze rozmieszczenie receptoréw btonowych [9—
11]. Na czasowg zbieznos$¢ obu proceséw, aktywacji syntezy DNA i reorga-
nizacji cytoszkieletu wskazywaty wczes$niejsze badania, w ktérych stwier-
dzono, ze:

— wzrost komorek prawidtowych zalezy od przyczepienia i rozptasz-
czenia na podiozu statym [12, 13], a ograniczanie rozptaszczenia tych ko-
morek poprzez modyfikacje adhezywnosci podtoza prowadzi do zahamo-
wania syntezy DNA, RNA i biatek [14— 19],

— zwiekszenie liczby komérek w populacji powoduje wzrost czesto-
tliwosci wzajemnych kontaktéw miedzy komérkami, co hamuje ich migra-
cje [20, 21],

— w hodowli jednowarstwowej jest zahamowana zar6wno migracja
jak i proliferacja komoérek [22— 25], dalsze podziaty moga wystgpi¢ po
udostepnieniu wolnej powierzchni do migracji [26— 28] lub po dodaniu do
srodowiska komoérek np. insuliny [29] wzglednie trypsyny [28, 30, 31],

— komérki zahamowane kontaktowo zatrzymane sg w fazie G1 cyklu
komérkowego [32— 34] (dzisiaj przyjmuje sie, ze komoérki te opuszczajg
cykl komoérkowy w drugiej potowie fazy G1 przechodzac do fazy GO [35]),

— rozpoczeciu migracji komoérek towarzyszy wzrost aktywnos$ci po-
dziatowej [36], podobnie jak podczas migracji komoérek z eksplantatow
tkanek [37, 38].

Wykazano czasowg zbiezno$¢ aktywnosci podziatowej z aktywnosciag
ruchowg komorki, co stato sie przedmiotem wielostronnych badan. Miedzy
innymi, zmierzajg one do poznania przyczyn i skutkéw dynamicznych
zmian w metabolizmie i strukturze cytoszkieletu zachodzacych pod wpty-
wem dziatania czynnikéw wzrostowych oraz do ustalenia charakteru za-
leznosci miedzy reorganizacjg cytoszkieletu a aktywacjg syntezy DNA.
Badania te dotyczg budowy czynnikéw wzrostowych, drogi ich oddziaty-
wania na btone, mechanizmu przetworzenia sygnatu, metabolizmu komor-
ki, znaczenia zmian w organizacji elementéw cytoszkieletu [39].

Dotychczas opisano wiele efektow dziatlania czynnikéw wzrostowych,
ktore poprzedzajg indukcje syntezy DNA. Dwa z nich wydaja sie byc¢
szczegoblnie wazne ze wzgledu na szybkos¢ dziatania oraz ich powszech-
nos$¢. Sa to: zwiekszenie stezenia jon6w wapnia w cytoplazmie oraz alkali-
zacja cytoplazmy. Znaczenie jonow wapniowych w regulacji metabolizmu
i proliferacji komdérek od wielu lat jest przedmiotem intensywnych badan,
bowiem jon Ca2+ jest czynnikiem regulujgcym przebieg wielu proceséw
komoérkowych [40— 42] i aktywno$¢ wielu enzymoéw [43, 44]. Tu przedsta-
wiono dane wskazujgce na to, ze obserwowane pod wplywem czynnikéw



13] CYTOSZKIELET A CZYNNIKI WZROSTOWE 503

wzrostowych zmiany morfologii i aktywnosci ruchowej komorek sg wyni-

kiem zwigekszenia cytoplazmatycznego stezenia jonu Ca2+ oraz alkalizacji
cytoplazmy.

Il. Budowa i znaczenie cytoszkieletu
I1-1. Mikrotubule

Wyniki biochemicznych i ultrastrukturalnych badan ujawnity obecnos¢
trzech typéw struktur widknistych w komorce: mikrotubul, mikrofila-
mentoéw i filamentéw posrednich, ktére razem tworzag tréjwymiarowy cy-
toszkielet.

Mikrotubule sg zbudowane z alfa i beta tubuliny oraz biatek towarzy-
szacych o charakterze regulatorowym: MAPI, MAP2, biatka Tau [45]. Di-
mery alfa i beta tubuliny w procesie polimeryzacji tworzg mikrotubule.
Biatko MAP2 po fosforylacji przez kinaze zalezng od cAMP [46] uczest-
niczy we wzajemnym oddziatywaniu mikrotubul z mikrofilamentami [47,
48]. Oddziatywania te nadaja cialu komorek pewng sprezystos¢ i ksztatt
[49— 53]. Natomiast biatko Tau uczestniczy w regulacji polimeryzacji tu-
buliny przy udziale kompleksu kalmodulina-Ca [40, 54] i swoistej kinazy
[55]. Zewnetrzna $rednica mikrotubul wynosi 24 nm, a ich dtugo$¢ moze
wynosi¢ 50 nm [56, 57]. Jak stwierdzono przy uzyciu technik immuno-
fluorescencyjnych [58— 60] oraz przeciwciat monoklonalnych specyficz-
nych dla tubuliny [61, 62], mikrotubule tworzg w komérce przestrzennag
sie¢, ktora jest struktura ulegajaca reorganizacji w zaleznosci od stanu
fizjologicznego komarki, czynnikéw srodowiska, charakterystyki kontaktu
z podtozem. Mikrotubule spetniajg wazng funkcje w formowaniu i stabili-
zacji miejsc kontaktu komoérki z inna powierzchnig [63, 64]. Poza tym
odgrywajg one duza role w orientacji i stabilizacji catego cytoszkieletu
[59, 64] oraz migracji komdérek [65]. Moga by¢ potaczone z biatkami biony
jadra komdérkowego [61], mitochondriow [66] oraz btony komoérkowej [67].
W czasie podziatdbw komorek uczestnicza w regulacji ruchu chromoso-
mow [68].

11-2. Mikrofilamenty

Mikrofilamenty czesto okresla sie jako filamenty cienkie ze wzgledu
na ich sSrednice wynoszgcg 6 nm. Ich skiadnikiem jest F-aktyna bedgca
polimerem globularnego biatka, G-aktyny. Na stan organizacji aktyny ma
wpityw wiele biatek o charakterze regulatorowym [69]. W kontrolowaniu
procesu polimeryzacji G-aktyny bierze udziat profilina i inne biatka [70,
71]. Zelzolina [72], fragmina [73], wilina [74] to biatka ograniczajgce diu-
gos¢ filamentéw aktynowych i wptywajace na szybkos$¢é polimeryzacji
G-aktyny. Biatka te przyczepiaja sie do rosngcego konca filamentu akty-
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nowego i blokuja przytgczanie kolejnych monomeréw G-aktyny. Uczest-
niczg w procesie skracania filamentéw aktynowych oraz w inicjacji poli-
meryzacji G-aktyny [75— 77]. Polgczenie mikrofilamentéw 2z zelzoling,
fragming, wiling i kalmoduling zmienia stopien zelifikacji cytoplazmy, co
jest wazne dla prawidtowego przebiegu okreslonych proceséw komoérko-
wych [78]. Biatka wigzace filamenty aktynowe (fimbryna, alfa-aktynina,
filamina) inicjuja powstawanie roznych ukiadéw przestrzennych tych
struktur [74]. Moze to by¢ izotropowa sie¢ filamentéw aktynowych, jak
ma to miejsce w lamelipodium i filopodium [79] lub rownolegty uktad
filamentéw [80]. Potaczenia mikrofilamentéw z taling [81] lub winkulinag
[82, 83] maja wptyw na powstawanie potgczen filamentéw aktynowych
z biatkami btony komdérkowej [84]. Filaminie przypisuje sie tez udziat w
procesie wysuwania preudopodiow [85, 86]. Jest to biatko obecne we
wszystkich komdrkach; wystepuje na obrzezu komérki oraz we widknach
naprezeniowych. Homologi tego biatka wyizolowane z ptytek krwi oraz
z makrofagéw moga zmienia¢ reologiczne wiasciwosci cytoplazmy [87, 88].
Oddziatywanie z aktyna wigekszosci wymienionych biatek jest zalezne od
stezenia jonu Ca2+ w cytoplazmie [89— 95]. Na skutek oddziatywania F-
aktyny z miozyng [96], tropomiozyng [97], alfa-aktyning [98] i filaming
[99] powstaja funkcjonalne wibkna aktomiozynowe odpowiedzialne za cy-
tomechaniczne wtasnosci cytoszkieletu [100]. Wykazano takze istnienie po-
taczen mikrofilamentéw z mikrotubulami [101] i filamentami pos$redni-
mi [102].

11-3. Filamenty posrednie

Srednica filamentéw posérednich wynosi 7— 11 nm. Obecnie wyréznia
sie 5 klas filamentéw posrednich:

— filamenty wimentynowe — homopolimer wimentyny wystepujacy
w komoérkach tkanek mezynchymalnych [103— 105],

— filamenty glejowe zbudowane z kwasnego biatka o masie 51 000,
wystepujace w komorkach glejowych, astrocytach ale nieobecne w neuro-
nach [106],

— filamenty desminowe zbudowane z desminy i wystepujace w komar-
kach miesniowych [107, 108],

— neurofilamenty — heteropolimery trzech bialek o masie 68 000,
145000, 2 000 000, wystepuja w neuronach [109, 110],

— filamenty keratynowe zbudowane z 20-stu biatek o masie 40 000—
7000 [103]. Wystepuja w komérkach naskérka. Powstajg w tym samym
czasie co desmosomy [111].

Filamenty posrednie tworza potaczenia z biatkami btony jadrowej
[112] i mitochondriéw [113], polirybosomami i elementami aparatu
translacyjnego [114], btong komdérkowa [115], elementami strukturalnymi
desmosomow [111], mikrotubulami [116].
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I11. Dziatanie czynnikéw wzrostowych na morfologie komoérek

W powstawaniu miejsc kontaktu komorki z podtozem biorg udziat in-
tegralne biatka btony oraz miedzy innymi F-aktyna i biatka regulatorowe
mikrofilamentéw, sposréd ktérych szczeg6lne znaczenie ma winkulina,
ktéra moze by¢ substratem kinazy C [117]. Jak stwierdzono, w pierwszych
trzech minutach dziatania PDGF nastepuje przemieszczenie winkuliny do
cytoplazmy podstawowej i rozpoczyna sie proces reorganizacji cytoszkie-
letu [118]. W miejscach kontaktu z podtozem powoduje to zanik polaczen
filamentow aktynowych z biong, a w konsekwencji reorganizacje cyto-
szkieletu, zmiane ksztattu komorki oraz zwiekszenie ilosci winkuliny w
cytoplazmie podstawowej [118]. Natomiast nie obserwowano podobnych
zmian, gdy na te komérki dziatano EGF, insuling czy somatomedyng C.
Takie same rezultaty dziatania PDGF uzyskano w komoérkach Swiss 3T3
i ludzkich diploidalnych komorkach glejowych [119, 120]. Jednocze$nie
wykazano, ze przemieszczanie winkuliny do cytoplazmy podstawowej
i synteza DNA mogg zachodzi¢ w tym samym czasie [121].

Jak wczes$niej wspomniano, zmniejszenie liczby potaczen miedzy biat-
kami btony a mikrofilamentami prowadzi do zaniku miejsc kontaktu z po-
dtozem, szczeg6lnie w obrebie lamelipodiow, ktére tworzg wtedy faldy
przemieszczajace sie poprzez calag powierzchnie komoérki [122— 124]. In-
nymi, czesto opisywanymi efektami dziatania czynnikéw wzrostowych na
morfologie komérek sg zmiany w ilosci i wielkosci mikrowypustek na po-
wierzchni, co wykazano przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektrono-
wej [122— 126].

IV. Wptyw czynnikéw wzrostowych na aktywnos$¢ ruchowa komorek

Strukturalne zmiany cytoszkieletu wywotane dziataniem czynnikéw
wzrostowych obejmujg réwniez reorganizacje filamentéw aktomiozyno-
wych [120]. W wielu pracach wykazano, iz poszczeg6lne czynniki wzrosto-
we w réznym stopniu stymulujg migracje komoérek. EGF i RDGF zwiek-
szaja szybkos¢ migracji komérek $rédbtonka [127, 128] oraz komorek
RIE-1 [129]. Natomiast PDGF aktywuje migracje komorek miesni gtad-
kich [130, 131], fibroblastéow [132] i monocytow [133]. EGF zwieksza szyb-
ko$¢ migracji komérek Swis 3T3 z 2 do 30 jim/h [134] oraz obrét ATP [135].
Te wyniki potwierdzajg wczesniejsze dane o sprzezeniu syntezy DNA
z aktywnoscig ruchowa, jakie uzyskano w badaniach wptywu surowicy na
aktywnos$¢ podziatlowag komorek prawidtowych i ich migracje [20, 136—
139], surowiczych czynnikéw stymulujacych proliferacje [140] i EGF
[141.] Stwierdzono wtedy, ze zwiekszeniu szybkosci migracji komorek to-
warzyszy wzrost aktywnos$ci podziatowej.

Aktywnos¢ ruchowa komorek jest wynikiem funkcjonowania witékien
aktomiozynowych [142]. Z ich cytomechanicznymi witasciwosciami wigze
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sie duze zapotrzebowanie na energie. W czasie skurczu jest ona dostarcza-
na z reakcji hydrolizy ATP przez ATP-aze aktomiozynowag [143— 147].
Zwiekszona aktywnos$¢ ATP-zowa filamentow aktomiozynowych obniza
stosunek ATP/ADP, a tym samym pobudza metabolizm energetyczny ko-
morki [25, 146, 147].

Stwierdzono, ze podczas migracji fibroblasty zarodka kurczecia oddy-
chaja intensywniej niz niemigrujace [148]. Zwiekszona aktywnos$¢ rucho-
wa komoérek jest sprzezona z aktywacjg metabolizmu energetycznego [25,
149, 150]. Co wiecej aktywacja procesOw energetycznych komérki moze
prowadzi¢ do zwiekszenia puli posrednikéw metabolicznych potrzebnych
do syntezy DNA [149, 150].

V. Drogi oddziatywania czynnikbw wzrostowych na reorganizacje
cytoszkieletu

Czynniki majgce wptyw na reorganizacje cytoszkieletu oddziatujg na
te procesy komoérkowe, ktore przebiegaja z udziatem struktur widknistych.
Do takich czynnikéw m.in. naleza: zmiana cytoplazmatycznego stezenia
jonu Ca2+ oraz, w mniejszym stopniu, alkalizacja cytoplazmy. Zmiana
tych parametrow jest wynikiem m.in. dziatania czynnikéw wzrostowych.
Zwiekszenie cytoplazmatycznego stezenia jonéw Ca2+ wystepuje w pierw-
szych 10 sekundach dziatania czynnikéw wzrostowych [151], a maksymal-
ne podwyzszenie pHj ma miejsce kilka minut pézniej [152].

Badania aktywacji syntezy DNA przez czynniki wzrostowe wykazaty,
ze mikrotubule sg waznym elementem mechanizmu transdukcji sygnatu
pochodzgcego z kompleksu receptor-czynnik wzrostowy i[153, 154]. Regu-
lacja procesu polimeryzacji i depolimeryzacji tubuliny przez poszczegélne
biatka jest zalezna od poziomu cAMP, kompleksu kalmodulina-Ca i steze-
nia jonéw Ca2+ oraz od aktywnosci specyficznych dla tych biatek kinaz
biatkowych [46, 55, 155, 156].

Przestrzenna organizacja mikrofilamentéw zalezy od stopnia polimery-
zacji G-aktyny, funkcjonowania biatek regulujagcych stan aktyny, obec-
nosci potaczen filamentéw aktynowych z miozyna i mikrotubulami oraz
od stanu skurczu komorki (izometrycznego lub izotonicznego [157]. Proces
polimeryzacji i wydtuzania oraz powstawania potgczen miedzy mikrofila-
mentami zachodzi przy udziale biatek regulacyjnych wrazliwych na zmia-
ny stezenia jonow Ca2+ [158, 159], Podobnie, oddziatywanie F-aktyny
z miozyng jest zalezne od stezenia jondw Ca2+ i kompleksu kalmodulina-
Ca [95, 160, 161, 162] tak jak powstawanie kontaktéw aktyny i miozyny
z biatkami btony [163, 164].

Znaczenie filamentéw posrednich dla funkcjonowania cytoszkieletu jest
stosunkowo stabo poznane. Stwierdzono, ze sg bardziej wrazliwe na enzy-
my proteolityczne niz mikrotubule czy mikrofilamenty. Specyficzne, za-
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lezne od wapnia proteazy wptywajg na stan organizacji filamentéw desmi-
nowych i wimentynowych [165, 166] oraz keratynowych [167]. Duze zna-
czenie dla formowania i agregacji filamentéw posrednich ma proces fos-
forylacji wimentyny i keratyn przez kinazy zalezne od kompleksu kal-
modulina-Ca [168, 169]. Niezaleznie od wymienionych drég reorganizacji
filamentéw posrednich zmiany w ich przestrzennym uktadzie moga by¢
wynikiem zaniku potgczen z pozostatymi elementami cytoszkieletu.

Alkalizacja cytoplazmy ma duze znaczenie dla wielu proceséw zacho-
dzacych w komérce [170]. Jak wykazano, takze dla aktywacji syntezy
DNA alkalizacja cytoplazmy jest procesem niezbednym {171]. Wystepuje
na skutek dziatania m.in. surowicy i czynnikow wzrostowych [172— 174].
Roéwniez organizacja cytoszkieletu zmienia sie w zaleznosci od pH cyto-
plazmy. Oddziatywanie zmian pHi na organizacje cytoszkieletu odbywa sie
rowniez za posrednictwem biatek regulacyjnych mikrotubul i mikrofila-
mentow. Kofilina, biatko o cigezarze 21 000, w zaleznosci od wartosci pHt
wywiera rozny wptyw na proces polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny
[175]. W uktadzie pozakomdérkowym wykazano, ze wraz ze zwiekszeniem
wartosci pH w obecnosci kofiliny odwracalnie zwieksza sige depolimeryza-
cja F-aktyny bez wzgledu na stezenie jonu Ca2+ w $rodowisku [176], Po-
dobne witasciwosci ma biatko bioragce udzial w procesie powstawania pota-
czen mikrotubul z mikrofilamentami [177].

Uwagi koncowe

W Swietle nowych wynikéw czynniki wzrostowe poprzez tworzenie
kompleksu ze specyficznym dla nich receptorem, bez internalizacji wy-
wotuja szereg nastepujacych po sobie zmian w metabolizmie i strukturze
szkieletu komérki. Najintensywniej bada sie te zmiany, ktére wystepuja
w pierwszej kolejnosci i ktére pozwalajg komorce na osiggniecie stanu
kompetencji. Obecnie mozna wymieni¢ przyblizong kolejnos¢ reakcji, ja-
kie wystepuja w komoérce w pierwszych minutach dziatania czynnikéw
wzrostowych. Sa to: tyrozynowo”specyficzna autofosforylacja receptora
czynnika wzrostowego [178— 181], aktywacja fosfolipazy C [182— 183],
zwiekszenie cytoplazmatycznego stezenia jonow Ca2+ [184— 190], aktywa-
cja kinazy C [191], aktywacja antyportu Na+/H+ [173, 191], alkalizacja
cytoplazmy [172, 173, 192, 193], reorganizacja cytoszkieletu.

Natomiast sprzezenie aktywacji obrotu fosfatydyloinozytoli z induko-
wang przez czynniki wzrostowe inicjacjg syntezy DNA nie jest poparte
jednoznacznymi wynikami badan [194, 195], pomimo, ze udziat fosfatydy-
loinozytoli jest uwazany za wazny element transdukcji mitogennego syg-
natu [196]. Wymienione wczesne efekty dziatlania czynnikéw wzrostowych
poprzez zwiekszenie stezenia jondéw Ca2+ w cytoplazmie, czesto za po-
Srednictwem powstatego w tych warunkach kompleksu kalmodulina-Ca
inicjuja zmiany w metabolizmie komoérek [91— 95, 197], ich aktywnosci
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ruchowej oraz morfologii [198— 201], Wzajemne zwigzki omawianych tu
proces6w przedstawia rys. 1

W wyniku dziatania czynnikéw wzrostowych po uptywie kilku godzin
nastepuje zwiekszenie syntezy biatek cytoszkieletu. W aatrocytach stwier-
dzono 4-krotne zwiekszenie syntezy biatek filamentéw glejowych na sku-
tek dziatania FGF [123]. Ponadto w obecnosci NGF, w komodrkach SH-
-SY5Y obserwowano podwyzszony poziom mRNA dla alfa i beta tubuliny
i G-aktyny. Te efekty mozna zaliczy¢ do zmian zwigzanych z przejsciem
komorek z fazy G1 do fazy S, podczas gdy wczesne efekty dziatania PDGF
i EGF, bez internalizacji kompleks6w receptor-czynnik wizrostowy stymu-
luja przejscie komoérek z fazy GO do fazy G1 i aktywuja proces syntezy
DNA [202].

Artykut otrzymano 5 czerwca 1986 r.
Zaakceptowano do druku 6 maja 1987 r.
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PDGF — czynnik wzrostowy z ptytek krwi

PDGF — platelet-derived growth factor

Spis tresci:
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Wykaz stosowanych skrdotow: Bo-PDGF — czynnik wzrostowy z bydlecych piytek
krwi, CSF-1 — czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagéw, FDGF — czynnik
wzrostowy fibroblastéw, Hu-PDGF — czynnik wzrostowy z ludzkich ptytek krwi,
ODGF — czynnik wzrostowy ludzkiego migesaka kosci, Po-PDGF — czynnik wzrosto-
wy ze $Swinskich ptytek krwi, SDS — siarczan dodecylu sodu, Mr — masa czgsteczko-
wa, SSV — wirus miesaka malp wetniastych, SV-40 — wakuolizujgcy wirus malpi,
VSV — wirus pecherzykowatego zapalenia jamy gebowej u bydia, v-ros — onkogen
wirusa ptasiego miesaka, v-erb-B — onkogen wirusa ptasiej erythroblastoma, v-fms —
onkogen wirusa kociego migsaka, c-/ms— odpowiednik komérkowy v-fms, src—
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rodzina onkogendéw ptasiego miesaka, c-fos —onkogen kociego migsaka kosci,
c-myc — rodzina onkogenéw ptasiej mieloblastoma, v-sis — onkogen wirusa maip
wetnistych, c-sis — odpowiednik komérkowy onkogenu v-sis

I. Wstap

Mechanizm namnazania sie komdérek eukariotycznych jest jednym
z wazniejszych problemoéw biologii, ktéry nie doczekat sie jeszcze peitnego
wyjasnienia, cho¢ wiele znanych obecnie faktéw pozwala na tworzenie w
tym zakresie prawdopodobnych hipotez. Poszukiwanie substancji odpo-
wiedzialnych za regulacje wzrostu komorek, swoistych nosnikéw informa-
cji genetycznej, oraz sposobéw ich dziatania trwajg juz od wielu lat.

H. Eagle [1] pierwszy zwrécit uwage na to, ze substancje niezbedne
do wzrostu tkanek in vitro majg charakter biatkowy i znajdujg sie w su-
rowicy.

P6zniejsze badania nad wptywem biatek surowicy ludzkiej [2, 3, 4, 5,
6] i bydlecej [7, 8] na rozw6j hodowanych komdrek potwierdzity obecnosé¢
w niej czynnikéw odpowiedzialnych za prawidtowy wzrost. Jednoczes$nie
wykazano, ze komoérki stransformowane niektérymi wirusami potrzebuja
tych czynnikéw znacznie mniej niz komorki normalne [4, 9, 10].

Stwierdzenie, ze osocze znacznie stabiej pobudza wzrost hodowanych
fibroblastow niz surowica [3] doprowadzito do udowodnienia, ze czynnik
powodujgcy wzrost komoérek tkanki tgcznej znajduje sie w a-ziarnistos-
ciach ptytek krwi i nazwano go platelet-derived growth factor — PDGF
[10, 11, 12, 13, 14]. Nie jest jednak znane miejsce syntezy PDGF, chociaz
badania Chernoff'a i wsp. [15] wskazujg na to, ze moze on by¢
syntetyzowany w megakariocycie i znajdowac¢ sie w ptytce w chwili jej
przejscia ze szpiku kostnego do krwi.

PDGF moze by¢ uwalniany z ptytek krwi tylko w efekcie ich rozpadu
w czasie krzepniecia krwi lub przylegania ptytek w miejscu uszkodzenia
naczynia krwionosnego. Przypuszczalnie czynnik ten odgrywa wazng role
W gojeniu sie ran, a takze w powstawaniu miazdzycy tetnic [3, 14. 16].

Il. Oczyszczanie i badanie struktury PDGF

Po raz pierwszy PDGF otrzymali Antoniades i wsp. [17] z su-
rowicy krwi ludzkiej i podali jego wstepng charakterystyke. Obecnie do
izolowania tego czynnika uzywane sa zageszczone preparaty ptytek krwi
ludzkiej [18, 19, 20, 21, 22, 23, 24], bydlecej [25] lub Swinskiej [26] chociaz
obecnos¢ PDGF stwierdzono we krwi wszystkich kregowcéw [27].

Hu-PDGF oczyszczano z surowego, jedynie odwiéknionego lizatu ptyt-
kowego [21, 23, 24], badz wykorzystujac jego termostabilnosé¢, badz tez sto-
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sujac etanolowo-kwasng ekstrakcje lizatu (co sprzyja denaturacji enzymow
i pozwala uzyska¢ okoto 40-krotne oczyszczenie PDGF) [20].

Aktywnos$¢ PDGF oznaczano dokonujgc pomiaru ilosci wbudowanej do
DNA hodowanych komoérek H-tymidyny [18, 19, 21, 22, 23, 24] albo biolo-
gicznym testem mitogennym polegajagcym na obserwowaniu proliferacji
komoérek BALB/c 3T3 pod mikroskopem [20, 25].

Tabela 1

Poréwnanie wiasciwosci biochemicznych PDGF wyizolowanych z ptytek ludzkich réznymi metodami

Metody uzyskania Mr Punkt
PDGF przed redukcjg po redukcji izoetektryczny
Heldin i wsp. [23] 33000 17000 9,5-10,2
Deuel i wsp. [21] 131 000 17000
14000 10,2
11 28 000 14 000
14000
Raines i Ross [24] 31 000* 14 400
29 000 16 000 9,0
28 500 17 000
27 000
Antoniades i wsp. [19] 35 000 13 000-16 000 9,8
Czyrski i wsp. [20] 134 000 16 000-17 000 9,4-10,65
11 31 000

* zele wybarwiane byly srebrem

Dochodzac do uzyskania wysokoaktywnego, homogennego preparatu
réznymi drogami, wszyscy autorzy otrzymali podobne wyniki (Tab. 1). Jak
wykazano drogag elektroforezy poliakryloamidowej w obecnosci SDS,
PDGF jest mieszaning polipeptydéw o Mr 27 000— 34 000, ktére wykazujg
podobnag aktywnos$¢ biologiczng. Np. Deuel i wsp. [21] uzyskali dwie
frakcje glikoproteinowe: PDGF | i PDGF Il, z ktorych kazda pobudza
hodowane komdrki do syntezy DNA w stezeniu 0,2 ng/ml. Skiad amino-
kwasowy obydwéch czynnikéw wzrostowych jest bardzo zblizony. Kazdy
z nich zawiera 18 reszt cysteinowych. RO6znig sie one natomiast stopniem
glikozylacji. W sktad PDGF | wchodza: mannoza, galaktoza, N-acetyloglu-
kozamina, N-acetylogalaktozamina i fukoza. W PDGF Il wystepujg tylko
pierwsze trzy wymienione cukry. Redukcja czgsteczki Hu-PDGF (3-mer-
kaptoetanolem prowadzi zawsze do powstania dwéch, nieaktywnych biolo-
gicznie tancuchéw polipeptydowych (widocznych w elektroforegramach)
o Mr okoto 14 000 i 16 000 [18, 20, 23, 24, 28]. Tak wiec ludzki PDGF jest
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heterodimerem o Mr okoto 30 000, skiadajacym sie z dwoéch tarncuchow
polipeptydowych powigzanych wieloma mostkami dwusiarczkowymi, kto-
rych obecnos$¢ jest niezbedna do zachowania jego biologicznej aktywnosci.
Odpornos¢ PDGF na wysoka temperature mozna wigza¢ z brakiem wol-
nych grup SH w czgsteczce [21], natomiast jego wrazliwo$¢ na redukujgce
dziatanie (3-merkaptoetanolu wskazuje na obecno$¢ wigzan S-S miedzy
polipeptydami [18, 20, 21, 23, 24, 28]. Mozliwe, ze fragmenty tancuchow
sa odszczepione przez enzymy proteolityczne, co jest przyczyng ich roz-
nych mas czgsteczkowych. Nie wiadomo jednak, czy nastepuje to w czasie
oczyszczania, czy tez jest wynikiem procesow, jakim jest poddana cza-
steczka prekursora PDGF przed, lub w zwigzku z jej uwolnieniem z ptytki
[29].

67 30 100 120
tancuch B Hu-PDGF SLGSLTIAEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQCRPTQVQLRVPQ
X

tafncuch A Hu-PDGF SI-E-VP-V ool VIY--P-SQV-PT i K- =T - N TS S - K- X - X XX XX XX XX
140 160 180

taricuch B Hu-PDGF VRKIEIVRKKPIFKKATVTLEDHLACKCEIXAAARAVTRSPGT

tancuch A Hu-PDGF XXXX-Y i KL-EVQ - X--E-- E- XX XXX X XXX XX XXX XXX

Ryc. 1. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej fanicucha A i B ludzkiego PDGF

podanej przez Waterfielda i wsp. [33]

Poszczeg6lne litery oznaczajg nazwy nastgpujacych aminokwasoéw:

A — alanina, C — cysteina, D — kwas asparaginowy, E — glutamina, F — fenyloalani-
na, G — glicyna, H — histydyna, | — izoleucyna, K — lizyna, L — leucyna, M — me-
tionina, N — asparagina, P — protamina, Q — glutamina, R — arginina, S — seryna,
T — treonina, V — valina, W — tryptofan, Y — tyrozyna.

X — nieznana sekwencja

X — przypuszczalne miejsce glikozylacji

------- sekwencje homologiczne

Numeracje reszt aminokwasowych rozpoczeto od N-korica biatkowego produktu on-
kogenu v-sis.

Badania sekwencji aminokwasowej PDGF [30, 31, 32, 33] potwierdzity
przedstawione wyzej przypuszczenia wielu autoréw dotyczace budowy bio-
chemicznej PDGF. Na ryc. 1 przedstawiono sekwencje aminokwaséw tan-
cucha A (odpowiednik PDGF 1) i tancucha B (odpowiednik PDGF 11) po-
dang przez Waterfielda i wsp. [33]. tancuch A jest w 60°/0 ho-
mologiczny z tancuchem B.

PDGF z bydlecych ptytek krwi jest najprawdopodobniej réwniez he-
terodimerem, gdyz po redukcji (3-merkaptoetanolem otrzymuje sie dwa
prazki o réznej ruchliwosci elektroforetycznej [25]. Natomiast $Swinski
PDGF jest prawdopodobnie homodimerem zbudowanym z dwéch polipep-
tydow homologicznych z tancuchem B Hu-PDGF [26].
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Oprocz ptytek krwi, zrodtem PDGF moga by¢ réwniez ptyny hodowla-
ne, w ktérych rosty miedzy innymi komdrki ludzkiego lub $winskiego
sréodbtonka naczyn krwionosnych [34, 35, 36, 37] lub miesni gtadkich szczu-
rzej aorty [38, 39]. Wykazano, ze komorki te wydzielajg do ptynu hodowla-
nego czynnik wzrostowy, ktory wspétzawodniczy z ludzkim PDGF o recep-
tory obecne na powierzchni komodrek docelowych. Ponadto, substancje
przypominajace swymi biologicznymi i biochemicznymi witasciwosciami
PDGF sa produkowane przez komorki (gtdwnie fibroblasty) transformo-
wane: wirusem SSV, SV-40 lub chemicznie — metylocholantrenem [37].
Substancje te wytwarzane sg takze przez aktywowane monocyty [40] oraz
komdrki biataczki cztowieka [41, 41a].

I1l. Wigzanie PDGF z receptorami.
Heterologiczna i homologiczna regulacja dziatania receptorow

Na dziatanie PDGF wrazliwe sg przede wszystkim komorki pochodze-
nia mezenchymalnego: fibroblasty, komdérki glejowe i komoérki miesni
gtadkich [2, 3, 13, 14, 42, 43, 44, 45]. Opracowanie testu radioreceptorowe-
go stworzyto mozliwos¢ swoistego i czutego ilosciowego oznaczania PDGF
w piynach biologicznych, hodowlanych i ekstraktach tkankowych. Na po-
wierzchni jednej wrazliwej komorki liczba miejsc wigzacych ten polipep-
tyd (wykazywana, tg samag radioreceptorowa metodg, przez réznych auto-
row) waha sie w granicach 150 000 do 400 000. Stata dysocjacji kompleksu
hormon-receptor wynosi od 10-11 do 10-9M, co $wiadczy o wysokim powi-
nowactwie PDGF do receptorow [27, 34, 46, 47, 48, 49, 50].

Po zwigzaniu sie PDGF z receptorem, btona komdérkowa ulega wpukle-
niu do wewnatrz i wytwarza zamkniety pecherzyk — endosom, wewngtrz
ktérego znajduje sie kompleks ligand — receptor. Endosom przemieszcza
sig w cytoplazmie w Kkierunku lizosomu, jednak jeszcze przed wniknieciem
do niego dochodzi do dysocjacji kompleksu i podziatu endosomu. PDGF
wraz z otaczajacym go pecherzykiem wnika do lizosomu, gdzie ulega de-
gradacji, natomiast receptor znajdujgcy sie w endosomie wedruje w Kkie-
runku powierzchni komérki i moze byé zdolny do ponownego wigzania
PDGF [48, 51, 52, 53].

Mozliwos¢ wigzania PDGF przez wiele réznych komoérek, a takze po-
winowactwo receptoréw powierzchniowych na fibroblastach mysich, wo-
bec PDGF z r6znych organizmoéw [27] swiadczy¢ moze o tym, ze ich budo-
wa jest taka sama, lub podobna u zwierzat wielu gatunkéw. Wykazano, ze
komorki 3T3 majg na swej powierzchni receptor o Mr 164 000 [50, 54],
ktory ma zdolnos$¢ wigzania PDGF. Receptor ludzkich fiobroblastéw, o Mr
185 000, oczyszczony przy uzyciu przeciwciata skierowanego przeciwko
fosfotyrozynie, wiaze sie z niektérymi lektynami. Mozna wiec przypusz-
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cza¢, ze jest glikoproteing. Oczyszczone biatko 185 000 umieszczone we-
wnatrz liposomu odzyskuje zdolnos¢ wigzania czynnika wzrostowego cha-
rakterystyczng dla natywnego receptora [29, 55, 56], Przy przytgczeniu
PDGF receptor ten zyskuje zdolno$¢ autofosforylacji tyrozyn obecnych
prawdopodobnie w jego czesci enzymatycznej. Do jego aktywnosci kinazo-
wej niezbedne sg szczeg6lnie jony manganu [57, 58, 59, 60, 61, 62]. Recep-
tory insuliny [63, 64, 65], EGF [66] oraz CSF-1 [67] sg rowniez glikopro-
teinami; w czasteczkach ich mozna wyrézni¢ trzy gtéwne obszary: czesc
wigzaca hormon (N-koniec biatka receptorowego), transmembranowg (bo-
gata w aminokwasy zasadowe) oraz wewngatrzkomorkowga sekwencje o ce-
chach enzymu, ktéra ma zdolnos¢ autofosforylacji tyrozyn [67, 68].

Receptory PDGF, EGF i CSF-1 sa biatkami nierozgatezionymi o Mr
165 000 i 175 000 natomiast receptory insuliny i IGF-1 sa tetramerami
(Mr 360 000— 380 000) zbudowanymi z dwoch podjednostek a i dwéch pod-
jednostek 3 potgczonych mostkami dwusiarczkowymi [67, 68, 69].

Ostatnio poznano budowe aminokwasowg receptora PDGF. Wykaza-
no, ze zawiera on pojedynozy obszar bogaty w aminokwasy zasadowe
(cze$¢ transmembranowa), N-konncowy fragment wigze PDGF, a czes¢ we-
wnatrzkomdérkowa zawiera obszar aktywnosci enzymatycznej. Potwier-
dzone zostaty przypuszczenia, ze receptor ten jest glikoproteing. Region
zawierajgcy kinaze, ktory jest w wysokim stopniu homologiczny z produk-
tem biatkowym onkogenu src, przedzielony jest sekwencja o niewyjasnio-
nych do konca witasciwosciach biologicznych [68]. Podobna budowa czesci
enzymatycznej cechuje rowniez biatkowe produkty onkogendéw v-fms i c-
fms [67]. Ten ostatni, jak juz wspomniano, jest receptorem czynnika sty-
mulujgcego tworzenie kolonii makrofagéw (CSF-1). Hydrofilowe sekwen-
cje przedzielajgce obszary enzymatyczne omawianych wyzej produktéw
onkogenéw wykazuja réwniez wysoki stopien homologii z sekwencja
przedzielajgca receptora PDGF. Mozliwe, ze sekwencje te biorg udziat w
regulacji aktywnos$ci kinazowej. Przypuszcza sie réwniez, ze moga one
wigza¢ substrat obecny w cytoplazmie.

Opierajgc sie na budowie biochemicznej poznane dotychczas receptory
czynnikéw wzrostowych podzieli¢ mozna na dwie grupy:

Do pierwszej z nich zalicza sie receptory PDGF, CSF-1 i biatkowy pro-
dukt onkogenu v-kit. W cytoplazmatycznej czesci tych receptoréw obsza-
ry homologiczne z produktem onkogenu src przedzielone sg sekwencjami
niehomologicznymi (ang. insert region). Ponadto receptory PDGF i CSF-1
maja podobny ukiad reszt cysteinowych w ich czesci zewnatrzkomadrko-
wej.

Do drugiej grupy zaliczy¢ mozna receptory EGF i TGF a, receptory in-
suliny, insulino-podobnego czynnika wzrostowego (IGF-1) [67, 68] oraz
biatkowy produkt onkogenu v-erb-B. Czesci cytoplazmatyczne tych recep-
toréw, ktore sg homologiczne z biatkowym produktem onkogenu src nie
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zawieraja sekwencji rozdzielajgcych. Poniewaz czesci receptoréw odpo-
wiedzialne za ich aktywnos$¢ biologiczng sg produktami onkogenow — jak
sie¢ przypuszcza — ich liczba moze ulega¢ zwielokrotnieniu w przypadku
transformacji nowotworowej komorki.

W warunkach fizjologicznych moze dochodzi¢ do wspétdziatania wielu
réznych czynnikéw wzrostowych. Ich wptyw na komoérke moze by¢ inny,
niz w przypadku kiedy dziatajg pojedynczo [70], Wykazano, ze pod wpty-
wem PDGF zmniejsza sig liczba aktywnych biologicznie receptorow EGF
na powierzchni fibroblastéw [71, 72]. Uwaza sie, ze PDGF powoduje ob-
nizenie termostabilnosci tych receptoréw, co w warunkach eksperymentu
moze prowadzi¢ do zmniejszenia ich powinowactwa. Efekt taki wydaje
sie by¢ bardziej prawdopodobny niz wcigganie do wnetrza komorki wol-
nego receptora EGF przez kompleks PDGF-receptor. Podobnie reguluje
aktywnos¢ biologiczng receptorow EGF czynnik wzrostowy fibroblastow
(FDGF) [73] i wazopresyna [74].

Podane wyzej efekty biologiczne okres$la sie jako heterospecyficzng re-
gulacje aktywnos$ci receptoréw. Dochodzi do niej wtedy, gdy witasciwosci
receptora jednego czynnika wzrostowego zmieniaja sie pod wptywem in-
nego czynnika wzrostowego. W omawianych przypadkach zmniejsza sie
ich liczba i ich powinowactwo. Stwierdzono jednak, ze w efekcie hetero-
specyficznej regulacji dochodzi¢ réwniez moze do zwiekszania sie wrazli-
wosci receptora na swoisty dla niego czynnik wzrostowy. Tak wplywa na
przyktad insulina na receptory IGF (insulino-podobny czynnik wzrosto-
wy) [75].

Dotaczenie sie hormonu tkankowego do wtasciwego receptora, po kto-
rym rozpoczynaja sie okreslone przemiany biochemiczne okresla sie jako
regulacje homospecyficzng [75]. W wyniku internalizacji hormonu zwig-
zanego z receptorem dochodzi do zmniejszenia liczby receptoréw na po-
wierzchni komoérki (tzw. down regulation) [75, 76].

1V. Biochemiczne konsekwencje przytgczenia sie PDGF
do receptora komoérkowego

Podczas indukcji podziatbw komoérkowych PDGF stymuluje miedzy
innymi nastepujace procesy biochemiczne: glikolize, transport aminokwa-
s6w do wnetrza komorki, przyspiesza powstawanie polisoméw i powoduje
reorganizacje filamentéow aktyny [77, 78, 79, 80]. Mechanizmu dziatania
PDGF na te procesy jeszcze dokiadnie nie poznano. Wiadomo jednak, ze
juz w kilka minut po przytaczeniu si¢ tego czynnika wzrostowego do re-
ceptoréw dochodzi do autofosforylacji tyrozyn obecnych w czesci cytopla-
zmatycznej jego receptora [56, 57, 60, 61, 70]. Dochodzi rowniez do pod-
wyzszenia aktywnos$ci enzymatycznej kinazy biatkowej C, ktéra katalizuje
miedzy innymi fosforylacje rybosomalnego biatka S6 [81],
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Innym, waznym dla prawidtowego rozwoju (czyli proliferacji i rézni-
cowania sie) komoérki procesem biologicznym indukowanym przez PDGF
jest przemiana komorkowego fosfatydyloinozytolu, ktéry wraz z GTP
moze regulowac¢ przemieszczanie sie jonéw wapnia z retikulum endopla-
zmatycznego w kierunku btony cytoplazmatycznej. Jony Ca+2 sg niezbed-
ne w procesie przekazywania sygnatu do wnetrza komorki przez kompleks
czynnik wzrostowy-receptor. PDGF przyspiesza rowniez resynteze fosfa-
tydyloinozytolu z monoacyloglicerolu i kwasu arachidonowego. Jedno-
czeSnie obserwuje sie przyspieszenie syntezy fosfatydylocholiny.

Jednym z produktéw przemian fosfatydyloinozytolu jest kwas arachi-
donowy bedacy prekursorem prostaglandyn. W ptytkach krwi znajduje sie
on w formie zestryfikowanej z fosfolipidami bion. Jednym z enzymow
niezbednych do rozpoczecia przemian kwasu arachidonowego jest fosfo-
lipaza A,, ktorej aktywnos$¢ wzrasta wielokrotnie pod wpitywem PDGF.
Zjawisku temu towarzyszy zwiekszanie wydzielania prostaglandyn przez
fibroblasty mysie BALB/c 3T3 do ptynu hodowlanego [85],

Na obecnym etapie badan dotyczacych czynnikéw wzrostowych nie
mozna jeszcze odpowiedzie¢ na pytanie, w jaki sposéb opisane powyzej
procesy biochemiczne powigzane sg z autofosforylacja tyrozyn na biatkach
receptorowych wrazliwych na dany czynnik wzrostowy komoérek. Obecnie
panuje poglad [86, 87] ze po przylaczeniu sie czynnika wzrostowego do
receptora podwyzsza sie aktywnos$¢ enzymatyczna fosfolipazy C, co pro-
wadzi do przysSpieszenia metabolizmu fosfatydyloinozytolu. Jednym z je-
go produktow jest 1,4,5-tréjfosfoinozytol, ktory stymulujgc wzrost srte-
zenia jonéw Ca+2w cytoplazmie jest wraz z nimi aktywatorem swoistych
kinaz biatkowych, ktére poprzez fosforylacje okreslonych biatek posred-
nicza w przekazywaniu sygnatu mitogennego. Hipoteze takga wysunieto
badajac przemiany metaboliczne zachodzgce w komoérkach BALB/c 3T3
pod wpitywem epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF), insuliny,
PDGF lub surowicy. Warto réowniez zwréci¢ uwage na fakt, ze PDGF mo-
ze wptywac posrednio na poziom komoérkowego cAMP. llos¢ cAMP zwiegk-
sza sie pod wptywem prostaglandyny Ej (PGE), ktérej produkcja jest po-
budzana przez PDGF [88].

Ostatnie badania dowiodty, ze czynnik ten przyczynia sie do wzrostu
ekspresji onkogenéw komoérkowych takich jak c-jos i c-myc [89, 90, 91,
92, 93, 94]. Pod jego wpitywem dochodzi réwniez do ekspresji genu odpo-
wiedzialnego za synteze interferonu oraz genu odpowiedzialnego za synteze
(2’-5")-oligoadenilanu, o ktorych dotychczas wiadomo byto, ze sa induko-
wane przez dwuniciowy RNA i wirus VSV [95].

Na zakonczenie omawiania wptywu PDGF na procesy metaboliczne za-
chodzagce w komdrce mozna dodaé, ze przyspieszanie tych procesow jest
wspblng cechg wielu czynnikéw wzrostowych, szczeg6lnie tych, ktére izo-
lowano z tkanek stransformowanych [78].
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V. Biologiczna rola PDGF

Gtéwnym efektem biologicznym jaki wywotuje PDGF w komodrkach
docelowych jest stymulowanie syntezy DNA [76, 96] i przyspieszanie po-
dziatdbw komdrkowych. Efekt mitogenny PDGF ujawnia sie jedynie w
obecnosci innych wystepujacych w plazmie regulatoréw, z ktérymi dziata
synergistycznie [5, 97, 98, 99, 100], np. takich jak insulino-podobne czyn-
niki wzrostowe. PDGF pobudzajagc komoérki do podziatldw uwrazliwia je
na dziatanie innych czynnikéw (np. somatomedyny C), ktéra powoduje ich
przejScie w faze S. PDGF chroni réwniez dzielagce si¢ komdrki przed wej-
sciem,w faze spoczynkowag — G, [101].

Drugim efektem biologicznym wywotywanym przez PDGF jest pobu-
dzenie wedréwki (dziatanie chemotaktyczne — przyciggajace) hodowanych
komoérek takich jak: monocyty, granulocyty obojetnochtonne, fibroblasty
i komodrki miesni gtadkich [78, 102, 103, 104]. Wszystkie one wystepuja w
miejscach powstawania stanow zapalnych i regeneracji tkanek. Mitogenne
i chemotaktyczne (przyciagajace) wtasciwosci PDGF pozwalajg przypusz-
czac¢, ze fizjologiczna rola tego czynnika wzrostowego polega dzieki temu
na przyspieszeniu procesOw regeneracji i gojenia sie ran oraz na utatwia-
niu angiogenezy zwigzanej z regeneracjg prawidtowych tkanek.

Prawdopodobnie inne obszary czasteczki PDGF sg odpowiedzialne za
chemotaktyczng i mitogenna aktywno$¢ w odniesieniu do fibroblastéow
a inne za dziatanie chemotaktyczne na monocyty [105]. Regulacja aktyw-
nosci biologicznej ptytkowego czynnika wzrostowego in vivo nie jest jesz-
cze poznana. Wiadomo jednak, ze czas poéttrwania PDGF jest nizszy od
dwéch minut oraz, ze jest on wigzany przez biatka osocza m.in. przez
aZzmakroglobuline [106, 107, 108].

Wedtug najnowszych danych, PDGF ze wzgledu na swoje witasciwosci
mitogenne i chemotaktyczne moze petni¢ wazng role w powstawaniu miaz-
dzycy. Komorki srodbtonka, miesni gtadkich, makrofagi i ptytki krwi,
ktoérych migracja i proliferacja prowadzi do powstawania miazdzycy, za-
wieraja lub sg zdolne do uwalniania réznych czynnikéw wzrostowych mie-
dzy innymi PDGF.

Uwaza sie [109], ze istnieja co najmniej dwie drogi powstawania tej
choroby:

1) w hipercholesterolemii, kiedy nie wystepuje uszkodzenie srédbtonka
dochodzi do wzajemnego oddziatywania miedzy pobudzonymi (w niezna-
ny dotad sposéb) makrofagami a ptytkami krwi,

2) ,zranienie” $rédbtonka prowadzi do oddzialtywania miedzy komérka-
mi $rédbtonka, makrofagami i ptytkami krwi. Nastepnie aktywne substan-
cje uwalniane z rozpadajacych sie ptytek, takie jak serotonina, adrenalina
i prawdopodobnie histamina zwiekszajg lokalng przepuszczalnos¢ $réod-
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btonka, utatwiajac przenikanie PDGF do Sciany naczynia, gdzie wspoélnie
z innymi czynnikami wzrostowymi moze stymulowaé¢ rozplem komdrek
miesni gladkich, przyspieszajgc powstawanie blaszki miazdzycowej [14,
110, 111].

Ostatnio wykazano [112], ze PDGF ma zdolnos¢ kurczenia mieséni gtad-
kich aorty szczura w stezeniach nizszych niz angiotensyna Il, ktéra jest
klasycznym peptydem zwezajgcym naczynia. Jednak r6znice w czasie po-
jawiania sie maksymalnego stezenia wolnego Ca+2 w cytosolu oraz nate-
zenie skurczu pozwalajg przypuszczaé¢, ze PDGF i angiotensyna |l dziataja
innymi drogami pos$rednimi.

PDGF przyspiesza¢ moze rozwdj procesu miazdzycowego réwniez po-
przez wptyw na agregacje ptytek. Zmiany patologiczne, do ktérych docho-
dzi¢ moze w czasie procesu regeneracji naczyn krwionosnych, moga byc¢
wynikiem zaburzenia réwnowagi pomiedzy poziomem tromboksanu, ktéry
powoduje agregacje pilytek, a poziomem prostacykliny, ktéra jest silnym
inhibitorem tego procesu. PDGF poprzez wptyw na synteze prostaglan-
dyn moze by¢ wigczony w mechanizm regulujacy agregacje ptytek [113].

VI. PDGF jako biatkowy produkt onkogenu c-sis

Biologiczne i biochemiczne wtasciwosci czynnika wzrostowego wyizolo-
wanego z ptynu hodowlanego, w ktéorym rosty komérki ludzkiego miesa-
ka—-ODGF opisali Heldin i wsp. [114]. Wykazano, Ze oczyszczony
przez nich czynnik jest zasadowym, wrazliwym na redukcje, termostabil-
nym biatkiem o Mr okoto 30 000. Stymuluje on wzrost fibroblastow oraz
komorek glejowych, ostabiany przez surowice anty-PDGF. Uzyskane wy-
niki swiadcza o wysokim biologicznym i immunologicznym podobienstwie
PDGF — pochodzgcego z tkanki prawidtowej oraz ODGF — pochodzacego
z tkanki stransformowanej. Ostatnio catkowicie oczyszczono oraz zbadano
sekwencje aminokwasowg ODGF [115]. Z badan tych wynika, ze ODGF
zbudowany jest z dwoéch polipeptydéw homologicznych wobec tancuchow
A PDGF. Biatko podobne do PDGF wyizolowano réowniez z komdérek BHK
(komoérki nerki zarodka chomika) transformowanych wirusem SV-40.
Dziatato ono synergistycznie z innymi czynnikami wzrostowymi jak na
przyktad insulina czy EGF [116].

Na podstawie przedstawionych powyzej danych mozna sadzi¢, ze gen
odpowiedzialny za synteze PDGF moze petni¢ wazng role w transformacji
nowotworowej komorek. Przypuszczenie takie potwierdzi¢ moze obserwa-
cja iz czynnik ten moze przyspiesza¢ wzrost indukowanego wirusem mie-
saka Moloneya u myszy [117]. W nastepnych badaniach wykryto w takich
nowotworach jak glejak lub miesak mRNA dla PDGF [118, 119, 120, 121],
oraz wykazano wysoki stopien homologii sekwencji polipeptydowej ludz-
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kiego PDGF z sekwencjg transformujgcego biatka p28sis, ktére jest pro-
duktem onkogenu wirusa miesaka matp-SSV [31, 33, 122, 123, 124].

Onkogen v-sis produkuje transformujace biatko p28sis, ktore w odréz-
nieniu od wielu innych biatek — produktéw onkogenu nie jest fosfoprotei-
na. Analiza mutanta delecyjnego wirusa (nie zawierat on onkogenu u-sis)
wykazata, ze nie jest on zdolny do transformacji [124, 125]. Ponadto
stwierdzono, ze transformacja wywotana przez wirusa SSV moze by¢ ha-
mowana przez przeciwciata anty-PDGF [126]. Warto doda¢, ze ludzki ana-
log onkogenu v-sis, c-sis znajduje sie na 22 chromosomie [77, 127].

Jak wykazaty badania sekwencji i struktury Hu-PDGF jest on hetero-
dimerem zbudowanym z dwoéch tancuchéw polipeptydowych: ciezkiego A
oraz lekkiego B potgczonych mostkami dwusiarczkowymi [21, 23, 24, 30].
Taka budowa moze nasuwaé przypuszczenie, ze czynnik ten kodowany
jest przez dwa rézne geny, z ktérych jeden, c-sis, koduje prawdopodobnie
prekursor fancucha B, a inny gen tancucha A, ktéry jest w 60°/0 homolo-
giczny wobec tancucha B [33]. W odréznieniu od PDGF wyizolowanego
z ludzkich ptytek krwi, PDGF s$winski jest najprawdopodobniej homodi-
merem zbudowanym z dwdch, czesciowo homologicznych w stosunku do
tancucha B Hu-PDGF, tancuchoéw polipeptydowych [26]. Ta czeSciowa ho-
mologia moze Swiadczy¢ o tym, ze r6wniez PDGF pochodzacy z tego Zrédta
jest produktem onkogenu c-sis.

Homodimerem jest réwniez opisywany w poprzednim rozdziale czyn-
nik wzrostowy wyizolowany z ludzkiego miesaka kosci ODGF. W odréz-
nieniu jednak od Po-PDGF zbudowany on jest z dwéch polipeptydéw ho-
mologicznych z tancuchem A ludzkiego PDGF. Nie wyklucza si¢ jednak
mozliwosci, ze komdérki miesaka syntetyzujg rowniez tancuch B lub hete-
rodimer AB, lecz ta postaé¢ czynnika wzrostowego moze nie by¢ wydziela-
na na zewnatrz komorek lub moze sie natychmiast wigza¢ z receptorami
i dlatego nie mozna jej wykry¢ w ptynie hodowlanym [115].

Nie wiadomo, w jaki spos6b dochodzi do powstawania homodimeréw
w przypadku $winskiego PDGF lub ODGF. Prawdopodobnie te dwa tan-
cuchy (B w Po-PDGF i A w ODGF) tacza sie ze sobg po translacji. Dal-
sze badania wykaza, ktory fragment polipeptydu, budujgcego te czynniki,
jest odpowiedzialny za ich wtasciwosci mitogenne i czy struktura tej czesci
jest jednakowa w Hu-PDGF, Bo-PDGF oraz ODGF. Jest to bardzo praw-
dopodobne, poniewaz wymienione tu czynniki wzrostowe (Bo, Po- i Hu-
-PDGF) wykazujg bardzo zblizone powinowactwo wobec receptoréw znaj-
dujacych sie na btonach komoérkowych ludzkich fibroblastow HAT i to-
zyska ludzkiego (badania wtasne przy zastosowaniu testu radioreceptoro-
wego).
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VIl. Uktad para- i autokrynny > X

Czynniki wzrostowe, a ws$réd nich i PDGF, wykazujg przypisywane
hormonom witasciwosci biologiczne. W odréznieniu jednak od hormonow
klasycznych, produkowanych przez gruczoty wydzielania wewnetrznego
i dziatajacych endokrynnie, hormony tkankowe sg ,hormonami lokalny-
mi” parakrynnymi lub autokrynnymi [38, 128, 129].

Przy omawianiu witasciwosci biologicznych PDGF opisano jego zdol-
no$¢ do przyspieszania podziatéw komdrek pochodzenia mezenchymalnego
w kooperacji z somatomedyng C oraz jego udziat w gojeniu sie ran. Po-
niewaz w omawianych przypadkach czynnik ten dziata na niewielkie od-
legtosci (wptywa na tkanki znajdujace sie w jego najblizszym sasiedztwie)
mozemy mowi¢ o jego dziataniu parakrynnym. Parakrynnie dziatajg row-
niez inne czynniki wzrostowe, jak np. czynnik wzrostu komérek nerwo-
wych (NGF), ktéry wptywa na morfologie neurytow oraz na rozwdj ko-
morek wspotczulnych, erytropoetyna regulujgca erytropoeze oraz interleu-
kiny, ktére reguluja leukopoeze [75].

Innym sposobem pobudzania komérek do podziatow jest stymulacja
autokrynna. W ten spos6b pobudzane sg do wzrostu te same komorki, ktére
produkuja dany czynnik i posiadajg na swej powierzchni receptory wrazli-
we na jego dziatanie. Taki rodzaj regulacji jest charakterystyczny gtow-
nie dla tkanek embrionalnych i nowotworowych. Produkujg one transfor-
mujgce czynniki wzrostowe, dla ktorych komoérki tych tkanek sg jedno-
czes$nie komoérkami docelowymi. Umozliwia im to czesSciowe uniezaleznie-
nie sie od ,hormonalnego importu” i w rezultacie nieograniczong prolife-
racje. Do polipeptydéw, ktore moga dziata¢ autokrynnie nalezg transfor-
mujace czynniki wzrostowe a i (3 bombezyna oraz peptydy przypomina-
jace swymi witasciwosciami biologicznymi i budowg PDGF. Zaobserwowa-
no, ze czynniki te powoduja fenotypowag transformacje normalnych komoé-
rek docelowych, tzn. ze komérki pod ich wptywem mogg wykazywaé nie-
ktore cechy morfologiczne komdérek nowotworowych.

PDGF moze rowniez dziata¢ autokrynnie. Wykazano, ze niektore ko-
moérki nowotworowe moga wykorzystywa¢ produkowany przez siebie
PDGF, co sprzyja niekontrolowanemu wzrostowi [130, 131]. Ponadto
stwierdzono, ze TGF(3 moze pobudza¢ protoonkogen c-sis w mysich fibro-
blastach, ktérego produkt jest podobny do PDGF [132]. Jednakze wiadomo,
ze PDGF stymuluje synteze interferonu w hodowanych komadrkach Balb/c
3T3, a wiec sam wigcza system kontroli pobudzonego przez siebie wzro-
stu [95]. )

Artykut otrzymano 14 pazdziernika 1986 r.
Zaakceptowano do druku 2 czerwca 1987 r.
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I. Wstep

a, [3-dehydroaminokwasy wyrdézniajg sie ws$réd naturalnych a-amino-
kwasow tym, ze obok grup a-aminowej i a-karboksylowej (oraz ewentual-
nie innych znajdujacych sie w tancuchach bocznych) majg zawsze wiazanie
podwdjne miedzy atomem wegla a a 3 Pierwszg oczywistag konsekwencja
tego faktu jest to, ze — w miejsce izomerii optycznej L lub D innych a-
aminokwas6w — w czasteczkach a, (3-dehydroaminokwasow wystepuje izo-
meria geometryczna (Z) lub (E) (Ryc. 1). Sposréd izomeréw geometrycz-

R. MiR") (R"H. R
>cr . ’
n 'oe L T e,
~HN CO~ ~HN CO~
12) (B)

Ryc. 1. Izomeria (Z) i (E) a, [3-dehydroaminokwaséw. R i R’ rodniki alifatyczne lub
aromatyczne. R wieksze od R’ wedtug regut pierwszenstwa.

nyeh w materiale biologicznym spotyka sie przede wszystkim izomery (2)
dehydroaminokwasoéw, a tylko w nielicznych antybiotykach — izomery (E),
mianowicie w rokfortynie (ang. roguefortine) i oksalinie stwierdzono (E)-
AHis [1] oraz w antrymycynach, ktére okazaty sie identyczne z cyrratio-
mycynami (ang. antrimycins i cirratiomycins) — (E)-Alle [2] (Ryc. 2). Po-

! A :
H /(\ HC /CHZCH3
¢ J C

Ryc. 2. Reszta (E)-a, (3-dehydrohistydyny i reszta (E)-a, P-dehydroizoleucyny.

nadto sugeruje sie, ze reszta (E)-Lle wystepuje tez w MC-toksynie (toksyna
wytwarzana przez Helminthosporium carbonum) [3]. Umiejscowienie
trzech grup funkcyjnych w pozycji-a dehydroaminokwasu daje znaczne
mozliwosci sprzezen elektronowych miedzy nimi [4— 11], a to z kolei moz-
liwosci nastepstw chemicznych, fizykochemicznych i sterycznych, omoéwio-
nych w rozdziale V.

Zainteresowanie zwigzkami zawierajgcymi reszty a, (3-dehydroamino-
kwasowe siega lat trzydziestych. Jednak dopiero wspéiczesne sprawne
techniki rozdziatu pozwolity na wyodrebnienie ze zZzrédet naturalnych wie-
lu a, (3-dehydropeptydéw, a, (3-dehydropiperazyno-2,5-dionéw i pochodnych
a, p-dehydroaminokwasowych, a sprawne techniki badania struktury — na
opis budowy tych zwigzkéw. Zwigzki, o ktérych mowa, znajduje sie gtow-
nie w produktach metabolizmu drobnoustrojéw. Lecz spotyka sie je takze
w roslinach wyzszych i w organizmach zwierzecych, a, (3-dehydropepty-
dy — to przewaznie oligopeptydy i najczesciej cykliczne. Znane sa jednak
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i a, p-dehydropolipeptydy i a, (3-dehydrobigtka. Zwigzki zawierajgce reszty
a, (3-dehydroaminokwasowe maja réznorodng aktywnos$¢ biologiczna. Sa
antybiotykami, alkaloidami, fitotoksynami, prohormonami, inhibitorami
wzrostu, inhibitorami lub grupami prostetycznymi enzymoéw [1— 6, 12—
43]. Niektére pochodne a, (3-dehydroaminokwaséw, a, (3-dehydropiperazy-
no-2,5-diony i a-(3-dehydrooligopeptydy wykazujg czynnos$¢ przeciwno-
wotworowg o potencjalnej lub faktycznej uzytecznosci farmakologicznej
[4, 6, 13— 16]. Takim stosowanym od dawna w lecznictwie antybiotykiem
przeciwnowotworowym jest bleomycyna ze Streptomyces verticullus [13,
15, 16]. Do uzywanych przez medycyne a, (3-dehydropeptydowych antybio-
tykow nalezg tez antybiotyki przeciwgruzlicze, kapreomycyna produkowa-
na przez Streptomyces capreolus [17a] i wiomycyna wytwarzana przez
Streptomyces griscoverticillatus [17a, 18]. Ponadto a, (3-dehydropeptydami
sg cefalosporyny tak naturalne, jak péisyntetyczne [17b, 19, 20]. Inny a,
| 3-dehydropeptydowy antybiotyk, nizyne (Streptococcus lactis) stosuje sie
do konserwacji serow [21].

Wyrazem wzrostu zainteresowania a, (3-dehydroaminokwasami i pep-
tydami zawierajacymi reszty takich aminokwas6w sa miedzy innymi trzy
obszerne monografie na ich temat, z przetomu lat siedemdziesigtych/osiem-
dziesiatych oraz z poczatku lat osiemdziesiatych. W opracowaniach tych
omawia sie przede wszystkim wystepowanie w przyrodzie a, |3-dehydro-
aminokwasow i peptydow, metody identyfikacji i syntezy pierwszych
z nich oraz ich role w przemianach metabolicznych, synteze i reaktywnos$¢
chemiczng substancji modelowych zawierajgcych reszty a, (3-dehydroami-
nokwasowe, jak i synteze biologicznie aktywnych peptydéw z resztami
a, fi-dehydroaminokwasowymi [4— 6]. Najnowszy z cytowanych artykutéow
[6] wzmiankuje o zaleznosci miedzy strukturg a aktywnos$cig a, (3-dehydro-
peptydéw. Celem niniejszego opracowania jest rozwiniecie tego ostatniego
tematu i wzbogacenie go o dodatkowe oraz najswiezsze dane.

Il. Rola reszt a, |3-dehydroaminokwasowych
w naturalnych a, (3-dehydropeptydach

Niezbednym pierwszym krokiem w badaniu roli reszt a, (3-dehydroami-
nokwasowych w naturalnych peptydach jest przeprowadzenie reakcji ad-
dycji do wigzania podwdjnego i badanie aktywnos$ci biologicznej otrzyma-
nych zwigzkéw. Najczesciej przytacza sie wodor [6, 22— 24] lub tryt [25—
27], czasami zwigzki tiolowe [28] lub znakowany MC nitrometan [25, 29].
Inny spos6b — to wbudowanie w drodze syntezy chemicznej w miejsce
aminokwasu nienasyconego analogicznego aminokwasu nasyconego L lub
D [6, 24] albo czasami innego aminokwasu nienasyconego [30]. W przy-
padku polipeptydéw mozna selektywne rozszczepi¢ tahcuch peptydowy w
celu ustalenia fragmentu odpowiedzialnego za czynnos$¢ biologiczng [31,



536 B. RZESZOTARSKA, Z. KUBICA, J. TARNAWSKI [4]

32]. Nizej oméwimy wyniki badan przeprowadzonych dla okreslenia roli
reszt a, p-dehydroaminokwasowych w naturalnych peptydach. Najpierw
znajmiemy sie niektérymi juz wymienionymi peptydowymi antybiotyka-
mi, a nastepnie enzymami i fitoksynami.

Kapreomycyny [33, 34] i tuberaktynomycyny, do ktérych nalezy wio-
mycyna [18], maja w swoim sktadzie reszte (Z)-karbamoilodehydroalany-
lowg. Destruktywne uwodorowanie tej reszty w czasteczce wiomycyny do
reszty alanylowej (Ryc. 3) daje zwiazek zachowujacy 50— 25%> czynnosci

H2NCOHNL ~ _H
c
|

~HN CO~ ~HN CO~

Ryc. 3. Tworzenie sie reszty alanylowej z reszty (Z)-karbamoilodehydroalanylowej.

antybiotyku natywnego. Zatem reszta ta cho¢ nie niezbedna, jest wazna
dla aktywnosci wiomycyny [22, 23]. Poniewaz antybiotyki, o ktérych mo-
wa, cechuje podobna budowa chemiczna i podobne dziatanie, wydaje sig,
ze prawidtowos¢ ta obowigzuje w catej ich grupie.

Inng zalezno$¢ obserwowano w przypadku nizyny. Jest to heterode-
tyczny pentacykliczny 34-peptyd, o unikalnych trzynastocztonowych
uktadach pierscieniowych zawierajgcych atom siarki (Ryc. 4) [31, 35].

P TR i T T
lle- AAbu - Ala-lle- AAla- Leu - Ala- D- Abu-Pro - Gly-Ala-

r
- Lys- D- Abu- Gly- Ala- Leu- Met- Gly- Ala- Asn- Met- Lys-

r S
-D-Abu-Ala-D-Abu-Ala-His-Ala-Ser-lle-His-Val- AAla - Lys
JA— [ Sy — '
Ryc. 4. Nizyna [35],

W czes$ci C-koncowej peptydu dwa takie pierscienie tworza takze unikal-
ny ukiad bicykliczny [31, 35]. Nizyna ma dwie reszty dehydroalanylowe
i jedna a, (3-dehydrobutyrynowg, a sadzi sie, ze i jej uktady pierscieniowe
powstaty w drodze addycji grupy SH reszty cysteinylowej do podwdjnego
wigzania reszty dehydroalanylowej lub a, (3-dehydrobutyrynowej [36]. Ni-
zyne charakteryzuje szeroki zakres dziatania na bakterie z rodzaju Clos-
tridum, Bacillus, Pseudomonas, niektére Streptococcus i Staphylococcus
[21]. Rozszczepienie tancucha peptydowego nizyny za pomocg bromocyjanu
daje C-koncOwy tridekapeptyd aktywny wobec Staphylococcus aureus
(ATCC 10 537) [28, 31]. Natomiast rozszczepienie tegoz tancucha za pomoca
kwasu solnego w kwasie octowym prowadzi do dez-(AAla3B LysS$)-nizyny
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pozbawionej witasciwosci inhibitorowych. Aktywnos$¢ ta znika takze po
addycji do nizyny merkaptoacetamidu. Te ostatnig reakcje uznano za mo-
del bioreaktywnosci antybiotyku, ktéry moze wychwytywaé wazne meta”™
bolicznie zwiagzki zawierajgce grupe SH jak glutation, niektére enzymy,
koenzym A. Na brak koenzymu A sg wrazliwe pasozyty Plasmodium berg-
hei wywotujgce malarie. Nizyna podawana zarazonym nimi myszom, po
4— 7 dniach, w zaleznosci od sposobu stosowania, redukuje wzrost paso-
zytow od 98 do 80% [28, 35, 37]. Nizyna lub jej fragment (1— 21) powodu-
je rozpad erytrocytéw i lizosomow [35], co polega najprawdopodobniej
rowniez na reakcji peptydu z grupami sulfhydrylowymi biatek btonowych
[6]. Inna ciekawa witasciwos¢é nizyny oraz jej fragmentéw (1—21) i (1—
12)— to dziatanie na tkanki zarodkowag i neoplastyczng, co moze prowa-
dzi¢ do resorpcji ptodu i/lub inhibowania implantacji jaja oraz hamowa-
nia wzrostu nowotworu [32]. Mechanizmu tych proceséw nie znamy [6].
Bardzo podobng budowe do nizyny ma subtylina (Ryc. 5) produkowana
przez Bacillus subtilis i hamujgca wzrost miedzy innymi Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus i Mycobacterium phlei [6]. Jest to 32-peptyd, takze

r----—-—-—-—- S~ ——————- \ r— S
Trp-Lys - Ala-Glu- AAla-Leu-Ala-D-Abu-Pro-Gly-Ala-Val-

r 5
- D- Abu- Gly- Ala- Leu- Gin- A Abu- Ala- Phe- Leu- Gin-

r
-D-Abu-Leu-D-Abu - Ala-Asn-Ala-Lys- lle- AAla- Lys
Vommeeee s——1
Ryc. 5. Subtylina [38].

o heterodetycznej, pentacyklicznej strukturze, zawierajgcy dwie reszty
dehydroalanylowe i jedna a, |3-dehydrobutyrynowg [38]. Przypuszcza sie,
ze zaleznosci miedzy strukturg a aktywnos$cig subtyliny i nizyny sg takie
same [37]. Natomiast intrygujgce jest, ze odlegte od siebie filogenetycz-
nie organizmy wytwarzajg tak podobne antybiotyki [6].

Moéwigc o subtylinie pochodzgacej z Bacillus subtilis odnotujmy jeszcze
jednag a, [3-dehydropeptydowg rodzine antybiotykéw produkowanych przez
te bakterie, a mianowicie heptamycyn, hamujgcych wzrost bakterii gram-
dodatnich. Sg to heterodetyczne heptapeptydy z N-koricowa grupg acety-
lowa lub propionylowa, zawierajace trzynastocztonowy uktad pierscienio-
wy, w ktorym wystepuje tlen i reszta (Z)-a, |3-dehydrobutyryny. Synteza
antybiotykéw jest w toku [6]. Wolno zatem oczekiwaé¢ badan znaczenia tej
reszty dla czynnosci zwigzkow.

RCO-D-Phe-D-Leu-Phe-Thr-Val-Ala-(Z)-AAbu
gdzie: R = CH3 CH3XH2

10 Postepy Biochemii 4/87
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Enzymy zwane amoniako-liazami L-aminokwaséw (EC 4.3.1) katalizujag
eliminacje z czgsteczki a-aminokwasu amoniaku i powstanie odpowiednie-
go a, (3-dehydrokwasu (Ryc. 6). Wykryto je w tkankach zwierzecych [29],
materiale roslinnym [27] i w bakteriach [25, 26]. Brak niektorych z wy-

RCH2CH(NH2)COOH -------- — nh3+rch=chcooh

Ryc. 6. Tworzenie sie amoniaku i a, (3-dehydrokwasu z a-aminokwasu.

mienionych enzymdéw moze by¢ przyczyna choréb. Np. brak amoniako-
liazy L-histydyny (EC 4.3.1.3) powoduje u ludzi histydynemie [29]. Bada-
nie aktywnosci dwdéch z nich, amoniako-liazy L-histydyny (EC 4.3.1.3) po-
chodzenia bakteryjnego [25, 26] i ssaczego [29] oraz amoniako-liazy L-
fenyloalaniny (EC 4.3.1.5) pochodzenia ros$linnego .[27] doprowadzitlo do
wniosku, ze w ich centrum aktywnym znajduje sie reszta dehydroalaniny.
Podstawg tego pogladu jest obserwacja zanikania aktywnosci enzymoéw
po dziataniu odczynnikéw, ktére wybidérczo reaguja z wigzaniem podwdj-
nym miedzy atomami wegla. Po hydrolizie zdezaktywowanego enzymu
wyodrebnia sie produkty przytaczenia do podwéjnego wigzania dehydro-
alaniny. Sadzi sige, ze grupa aminowa tego aminokwasu tworzy najpraw-
dopodobniej zasade Schiffa z jakim$ zwigzkiem karbonylowym, a hipote-
tyczny mechanizm katalitycznej eliminacji amoniaku z czgsteczki substra-
tu [27] przedstawia (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Hipotetyczny mechanizm reakcji eliminacji amoniaku z czasteczki fenyloala-
niny w obecnosci amoniako-liazy L-fenyloalaniny (EC 4.3.1.5) (wediug [27] zmody-
fikowane). A — kwas; B — zasada; 0 — pierscien fenylowy.



a) o,P-dehydropeptydy 539

Grz”b .Alternana tenuis produkuje tentoksyne (Ryc. 8), cykliczny te-
trapeptydowy toksyczny metabolit wywotujgacy chloroze kietkujagcych na-
sion roslin niektdrych gatunkoéw. Tentoksyna zawiera reszte (Z)-N-mety-
lodehydrofenyloalaniny [39]. W celu wyjasnienia zaleznosci miedzy budo-

CH, CH3
/ CH,CH
2 N H CH3
EN \ \ C/O
\\ CH; N/ Y
B [iH CH,
c——¢ N
H’IC Y N \O
B y
0
H
A-Gly-MeAla -Leu-(Z)-MeAPhe—2
12 3 u
Ryc. 8 Konformacja tentoksyny [39]
w3 jsj reszt aminokwasowych i konformacjg szkieletu peptydowego

a czynnoscig biologiczng zsyntezowano pare analogéw tentoksyny [6, 39,
40j, Wsrod nich byty przede wszystkim analogi zawierajgce w miejsce
aminokwasu nienasyconego reszte N-metylofenyloalaniny. Zaden ze zwig-
zkéw nasyconych nie miat aktywnosci, co wskazuje na niezbednos$¢ po-
dwoéjnego wigzania w pozycji 4 dla dziatania biologicznego [6, 40]. Jeden
z analogéw, [D-MeAlaZtentoksyna wystepuje w temperaturze 25°C jako
mieszanina trzech konformeréw. Udato sie je rozdzieli¢ metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej w temperaturze 4°C na dwie frakcje, z ktérych
jedna jest jednorodna konformacyjnie, a druga jest mieszaning dwédch
izomeréw konformacyjnych przechodzgcych szybko jeden w drugi w wa-
runkach normalnych. Zwigzek zawarty we frakcji jednorodnej ma konfor-
macje (Ryc. 9,A) [40] inna niz tentoksyna i jest mato czynny biologicznie
[41]. Natomiast jeden z izomeréw konformacyjnych frakcji drugiej wyka-
zuje w sasiedztwie reszty N-metylodehydrofenyloalanylowej konformacje
(Ryc. 9,B) [40] analogiczng do zwigzku natywnego. Frakcja ta ma takze
i aktywnos$¢ biologiczna zblizong do aktywnosci zwigzku naturalnego [41].
Uwodornienie w czasteczce analogu, o ktérym mowa, podwdjnego wigza-
nia N-metylodehydrofenyloalaniny daje zwigzek o konformacji innej [40]
niz tentoksyna. Zatem rola reszty (Z)-N-metylodehydrofenyloalanylowej,
strukturotwércza dla aktywnej konformacji tej fitotoksyny, wydaje sie
udowodniona.

Badano takze zalezno$¢ struktura — aktywnos$é AM-toksyn, produko-
wanych przez grzyby Alternaria mali i powodujacych nekroze lisci jabtoni
niektéorych odmian. AM-toksyny sa cyklicznymi tetradepsipeptydami za-
wierajacymi reszte dehydroalaniny. Wyodrebniono trzy zwiagzki réznigce
sie budowa bocznego tancucha w pozycji 3 (Ryc. 10) [6]. [D-Ala4AM-tok-
syna | ma aktywno$¢ 2000— 5000 razy mniejsza niz zwigzek macierzysty,

10~
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a [AlagAM-toksyna | nie jest w ogdle toksyczna [24]. [(Z)-AAbu4AM-tok-
syna | jest tez nieaktywna. Sadzi sie, ze w tym ostatnim przypadku brak
toksycznosci wynika albo ze zmiany konformacyjnej, ktéra chociaz nie-

CH,
CH,CH
H /o “CHy
% c
CH, N—" Y
R b 4 Rigle AOMs
H C =C
\ : N A\ Ryc. 9. Konformery (D-MeAla*)-
\C/ 0 tentoksyny: A — biologicznie nie-
H/)/N PR aktywny, B — jeden z dwéch
4 : 0 O wystepujacych we frakcji biolo-
CH, H gicznie aktywnej [40].
R
HX CH3
chs ch (CH2)3 CH2
j— NHCHCO------OCHCO-------- NHCHCO---------NHCCO— j
1 2 3 U
Ala Hmb X A Ala
AM-toksyna R X=kwas
| OCH3 |_-2-amino-5-U - metoksy fenylo)pentanowy

L-2-amino-5-fenylopentanowy

1 H
L-2-amino-5-(i-hydroksyfenylo)pentanowy

11 OH
Ryc. 10. AM-toksyny [6],

wielka, moze by¢ istotna, albo z braku chemicznej reaktywnos$ci reszty
(Z)-AAbu4d z miejscem receptorowym w przeciwienstwie do domniemanej
reaktywnosci reszty AAla4 [30]. Wykazano dalej, ze dla aktywnos$ci biolo-
gicznej AM-toksyn wazna jest tez dtugos¢ tancucha alifatycznego w pozy-
cji 3. Ponadto wydaje sie, ze niezbedne jest wspéidziatanie reszt 3 i 4 [42].
Tak wiec dla aktywnos$ci AM-toksyny reszta dehydroalanylowa jest istot-
na. Jednak wyjasnienie jej roli wymaga dalszych badan [43].



P] o,P-DEHYDROPEPTYDY 541

Konczac omdéwienie a, (3-dehydrofitotoksyn, wymienimy jeszcze jedna,
mianowicie HC-toksyne, wytwarzana przez grzyb Helminthosporium car-
bonum Ullstrup i toksyczng dla ziarn kukurdzy o stopniu dojrzatosci szkli-
stej. Struktura zwigzku nie jest znana. Wiadomo tylko, ze czgsteczka jest
cykliczna i zbudowana z pieciu reszt aminokwasowych, ws$réod ktérych
znajduje sie (E)-a, (3-dehydroizoleucyna. Uwodorowanie tej ostatniej po-
zbawia zwigzek aktywnosci [3].

I1l. Efekt biologiczny a, (3-odwodorowania
naturalnych peptydéw lub ich analogéow

Skoro wykazano, ze reszty a, (3-dehydroaminokwasowe mogg by¢ nie-
zbedne dla biologicznej aktywnosci niektérych peptydéw, to podjeto syn-
teze a, (3-dehydroanalogéw tych aktywnych peptydéw, ktére w stanie na-
turalnym wigzania podwdjnego nie maja. Przedmiotem modyfikacji sg
przede wszystkim hormony, a nastepnie neuromediatory, neuromodulato-
ry, substraty enzymoéw, antybiotyki, a takze analogi tych wszystkich zwig-
zkéw. W wymienionych czgsteczkach modyfikuje sie aminokwasy istotne
dla dziatania biologicznego, co moze dostarczy¢ dalszych informacji o za-
leznosci miedzy strukturg a aktywnos$ciag badanych peptyddéw, a takze do-
prowadzi¢ do uzyskania produktow o lepszych witasciwosciach terapeu-
tycznych niz przed modyfikacja [5].

HI-1. a, p-dehydro-cnkafaliny i -substancja P

Enkefaliny sg pentapeptydami o sekwencjach:

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

0 dzialaniu podobnym do opiatow [44— 49a]. Silnie aktywne biologicznie
analogi enkefalin zawierajg w pozycji-2 reszte D-aminokwasu, zwitaszcza
D-Ala [44, 45, 49a, 50]. Nieduza masa czasteczkowa zwigzkow czyni stosun-
kowo tatwag synteze chemiczna ich analogéw i dlatego najobszerniejszy
materiat eksperymentalny z zakresu a, (3-dehydromodyfikacji peptydow
dotyczy witasnie enkefalin.

Modyfikacja amidu [D-Ala2Met-enkefaliny przez wbudowanie (Z)-
APhe w pozycje 4, jak sie przypuszcza istotng do indukcji konformacji
aktywnej biologicznie [51— 54], doprowadzita do otrzymania amidu [D-
Ala2 (Z)-APhe4Met-enkefaliny pieciokrotnie bardziej czynnego przeciw-
bdélowo niz zwigzek wyjsciowy [55—57], najprawdopodobniej dzieki za-
rowno podwyzszonej opornosci na hydrolize enzymatyczna, jak i zwiek-
szonemu powinowactwu do receptora [55]. Réwniez peptyd Tyr-D-Ala-
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Gly-(Z)-APhe-Met(0)-ol jest tak samo wysoko aktywny, jak peptyd ma-
cierzysty [Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-(0)-ol] [54]. Natomiast inny analog
Met-enkefaliny, w ktéorym- pierscien fenylowy reszty 4 jest — tak.jak w
analogach z resztg (Z)-"Phe4— skierowany do azotu, lecz nie ma mozliwo-
$ci rotacji, ma znacznie nizsze powinowactwo do receptora i jest nieaktyw-
ny in vivo. Stad wniosek, ze aby czasteczka enkefaliny mogta reagowac
z receptorem, pierscien fenylowy reszty 4 winien byé skierowany do jej
azotu, lecz mie¢ mozliwos¢é swobodnej rotacji [54].

a, P-dehydromodyfikacje Leu-enkefaliny objety wszystkie jej pozycje,
z wyjatkiem pierwszej, gdyz synteza [ATyrJLeu-enkefaliny si¢ nie powio-
dta [58], Modyfikowano zaréwno [D-Ala*]Leu-enkefaline, :jak i czgsteczke
natywng ([Glyd). Otrzymano:

Tyr-AAla-Gly-Phe-Leu (1) Tyr-AAla-Gly-Phe-OCH3 (5)
Tyr-D-Ala-AAla-Phe-Leu (2) Tyr-Gly-AAla-Phe-Leu (6)
Tyr-D-Ala-Gly-(Z)-APhe-Leu (3) Tyr-Gly-Gly-(Z)-APhe-Leu (7)
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-(Z)-ALeu 4) Tyr-Gly-Gly-Phe-(Z)-ALeu (8)

Badano aktywnos$¢ uzyskanych zwigzkdéw stosujgc test wigzania z re-
ceptorami 8 wobec [H]Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu ([H]DADLE) i z recep-
torami wobec [H]dihydromorfiny ([8H]DHM). Aktywnos$¢ wyrazono w
ED® (dawka powodujaca 50% hamowania wigzania z receptorem a wiec
im'mniejsze EDS, tym wigksza aktywnos$¢). Za miare selektywnosci oddzia-
tywania peptydow z receptorami przyjeto stosunek EDS receptoréow jx do
ED®receptoréw 8. Otrzymane wyniki zebrano w Tabelach 1i 2 oraz poka-
zano na (Ryc. 11 i 12) [51, 52, 59— 62].

Tabela 1
Powinowactwo [D-AlaZ2]Leu-dehydroenkefalin do receptoréw 6 i iji (wedtug [51] zmodyfikowane)

<S[3H]DADLE) iX([3H]IDHM Selektyw-

Analog enkefaliny EDjo % DADLE EDjo% DADLE nos¢ ajd

v je

(1) Tyr-AAla-Gly-Phe-Leu 28 68 6.1 125 22 =
2) Tyr-D-Ala-AAla-Phe-Leu 4.5 42 26 29 58
3) Tyr-D-Ala-Gly-(Z)-APhe-Leu 19 100 6.4 119 34
4) Tyr-D-Ala-Gly-Phe-(Z)-ALeu 25 76 8.7 87 35
(5) Tyr-AAla-Gly-Phe-OMe 180 1 76 10 0.4
(DADLE) Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu 1.9 100 7.6 100 4.0

DHM — dehydromorfina

Zastgpienie D-Ala2 przez AAla2 (1), Phe4 przez (Z)-APhe4 (3) i Leus
przez (Z)-ALeub6 (4) praktycznie nie zmienia aktywnos$ci biologicznej pep-
tydu. Z tabeli 1i 2 widaé, ze enkefaliny generalnie majg wieksze powino-
wactwo do receptoréw 8 niz do receptordow Ji. Jednak wzrost hydrofobo-
wosci reszty aminokwasowej w pozycji 2 przesuwa selektywnos$¢ w Kie-
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Ryc. U. Selektywnos$¢ receptorowa Leu-enkefaliny jako funkcja modyfikacji jej po-
zycji-2 [51]. DHM — dihydromorfina, DADLE — Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu, ENK —
enkefalina. Inne objasnienia w teksScie i w Tabelach 1i 2

Tabela 2

Powinowactwo [GlyZ]Leu-dehydroenkefalin do receptoréw $i jji (wedtug [51] zmodyfikowane)

O([3H]DADLE)  (t[3H]DHM)  Selektyw-

Analog enkefaiiny EDS % ENK ED % ENK nosc [ii6
(6) Tyr-Gly-zlAla-Phe-Leu 62 4 80 19 13
(7) Tyr-Gly-Gly-(Z)-ZIPhe-Leu 38 63 21 71 55
(8) Tyr-Gly-Gly-Phe-(Z)-zlLeu 6.6 36 32 47 4.8
(ENK) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 2.4 100 15 100 6.2
DADLE — Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu; DHM —dihydromorfina.
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Ryc. 12. Selektywnos$¢ receptorowa Leu-enkefalin serii Gly* (—) i serii D-Ala2 (—)
jako funkcja miejsca nienasycenia w tancuchu peptydowym [51]. DHM — dihydro-
morfina, DADLE — Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu, ENK — enkefalina. Inne objasnienia
w teksScie i w Tabelach 1i 2
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runku receptoréow ix (Ryc. 11), co zastuguje na szczeg6lnag uwage. Analogi
czy D-Ala2 czy Gly2zawierajace reszte (Z)-APhe4lub (Z)-ALeu5wykazujag
preferencje wobec receptorow 8, tak jak zwigzki nasycone (Ryc. 12). Zatem
wzrost hydrofobowos$ci w pozycji 4 lub 5 nie utatwia selektywnego od-
dziatywania z receptorami. Tyr-D-Ala-Gly(E)-APhe-Leu jest 150— 260 ra-
zy mniej aktywna wobec receptoréw 8 i @ niz Tyr-D-Ala-Gly-(Z)-APhe-
Leu. Wynik ten zinterpretowano jako prawdopodobne oddzialywanie mie-
dzy resztg Tyrla Phedw trakcie rozpoznawania receptora [63]. [AAla3en-
kefaliny maja znacznie nizsza aktywno$¢ w stosunku do zwigzkéw odnie-
sienia (Tabela 1 i 2). Wigzgc ten fakt z wynikami badania aktywnosci
jeszcze innych analogéw enkefalin wysnuto wniosek o istotnosci Scistego
zwigzku reszt aminokwasowych w pozycji 2 i 3 dla selektywnos$ci oddzia-
tywania receptorowego oraz o bardzo specyficznych oddziatywaniach resz-
ty Gly3 z receptorami 8 [60]. Stereochemia reszty 5 nie jest istotna dla
czynnosci enkefalin, gdyz poréwnywalne analogi niezaleznie od tego czy
zawierajg w pozycji 5 Leu, D-Leu, czy (Z)ALeu, majg aktywnos$¢ podobnag
[51].

Badano tez podatnosci a, (3-dehydroenkefalin na dziatanie hydrolaz.
Amid [D-Ala2 (Z)-APhe4Met-enkefiliny jest odporny na trawienie chy-
motrypsynag (30 godzin w temperaturze 37°C) [55, 56] i termolizyng [56].
[D-Ala2 i(Z)-ALeugEnkefalina jest odporna na dziatanie karboksypepty-
dazy Y (3 godziny w temperaturze 25°C), a [D-Ala*, (Z)-APhe4Leu-enke-
falina w tych warunkach ma odpornos¢ zredukowang dziesieciokrotnie w
stosunku do analogu nasyconego [61, 64].

Substancja P — to undekapeptyd, ktéremu przypisuje sie funkcje neu-
romodulatora i neuromediatora. Szerokie spektrum jej efektéw fizjolo-
gicznych i farmakologicznych obejmuje takze i wtasciwo$¢ obnizania cis-
nienia krwi [45, 65]. Cata czynnos$¢ biologiczna substancji P zawarta jest
w C-koncowym heksapeptydowym

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2

fragmencie. Analog tego fragmentu z resztg piroglutamylowa w miejsce
reszty glutaminylowej6 [SP(6-11)] jest w niektdorych badaniach testowych
nawet bardziej aktywny niz substancja P. Za istotne dla oddziatywania
substancji P z receptorem uwaza sie reszty w pozycjach 7, 8 i 11 [45].
Zsyntezowano sze$s¢ a, (3-dehydroanalogéw SP(6-11), dwa z resztami (Z)-
dehydrofenyloalanylowymi w pozycji 7 lub 8 [66] i cztery z drugim jesz-
cze podstawieniem aminokwasu w pozycji 9, innym aminokwasem nasyco-
nym [67]. O podstawieniu pozycji 9 substancji P wiadomo, ze jako poje-
dyncze nie wptywa lub wpltywa bardzo mato na wilasciwos¢ obnizania
ci$nienia krwi [67]. Analogi modyfikowane przez wprowadzenie tylko reszt
dehydrofenyloalanylowych zachowujg catkowitg zdolno$¢ obnizania cis-
nienia krwi [66]. Natomiast zmodyfikowanie czasteczki takze w pozycji 9
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powoduje, ze witasciwos¢ te tracag [67]. W badaniach immunochemicznych
okazato sie, ze podczas gdy SP(6-11) wykazuje identyczne witasciwosci an®
tygenowe jak substancja P, to ekspresja determinanty antygenowej ana-
logu [(Z)-APhedgSP(6-Il) jest bardzo mata. Wskazuje to na istotng dla
epitopu antygenowego substancji P role reszty Phe8[68, 69].

I11-2. a, (3-dehydrohormony

Oprocz enkefalin i substancji P modyfikowano przez wbudowanie a,
(3-dehydroaminokwaséw niektére peptydowe hormony tkankowe Ilub ich
analogi, a takze liberyny i statyny.

Pierwsze a, (3-dehydroanalogi hormonéw — to nienasycone pochodne
saralazyny, [Sarl Alafangiotensyny, antagonisty angiotensyny Il [70, 71].

i1 2 3 4 5 6 7 8
Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Ala

Oktapeptyd angiotensyna Il jest hormonem podwyzszajgcym cidnienie
krwi [49b, 70], a pewne jego antagonistyczne analogi sg lekami przeciw-
cisnieniowymi [70]. Modyfikacja saralazyny w pozycji 8 za pomocag réz-
nych a, (3-dehydroaminokwasdw data miedzy innymi analog [Sarl, Alagan-
giotensyne 35 razy bardziej aktywna niz zwigzek macierzysty i tak jak on
pozbawiong witasciwosci agonistycznych [72, 73].

Bradykinina jest nonapeptydowym hormonem tkankowym powodujg-
cym skurcz miesni gtadkich jelit, oskrzeli i macicy oraz obnizajacym cis-
nienie tetnicze krwi [47, 49c]. Badanie dziatania biologicznego trzech jej
a, (5-dehydroanalogéw z resztg (Z)-APhe w pozycji 5 8 oraz 5i 8 dato wy-
niki zebrane w Tabeli 3 [74]. Zwigzek pierwszy wykazuje wysokg aktyw-
no$¢, w tym szczegdélng zdolnos$¢ obnizania cisnienia krwi po podaniu do-
zylnym. Analog drugi jest mniej aktywny niz zwigzek macierzysty, nie-
zaleznie od zastosowanego testu, a analog trzeci ma aktywnos$¢ porowny-

Tabela 3
Aktywnos$¢ dehydroanalogéw bradykininy [74]
1 23 4 5 6 7 8 9
Arg-Pro-Pro-G ly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
Skurcz tkanki Cisnienie krwi po podaniu 1
Analog bradykininy macica jelita dozylnym  doaortowym |
%
Bradykinina (BK) 100 100 100 100
[(Z)-A Phe§BK 133 250 2346 222
[(Z)-A Phe§BK 20 87 93 7

[(Z)-A Phe58BK 56 108 416 .
7 |
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walng z aktywnosciag bradykininy. Wyniki zinterpretowano nastepujgco.
Z badan zaleznosci miedzy strukturg a aktywnoscig peptydu wiadomo, ze
dla czynnosci biologicznej niezbedny jest pierscien aromatyczny reszty
fenyloalanylowej w pozycji 5. Sadzi sige, ze pierécien ten wigze sie z re-
ceptorem oddziatywaniami typu jt-jt. Tak wiec dodatkowe elektrony wiag-
zania podwdéjnego reszty APhe5oddziatywanie to wzmacniaja, co objawia
sie wysokg czynnoscig analogu [(Z)-APhed. Obecnos$¢ (Z)-APhe w pozycji
8 utatwia (3-zgiecie struktury peptydu i zwieksza site wigzania wodorowe-
go 4->1. Utrudnia to jednak oddziatywanie z receptorem C-koncowej gru-
py karboksylowej istotnej dla czynnosci biologicznej naturalnego hormo-
nu. Przypuszcza sie, ze jest to gtéwna przyczyna obnizenia aktywnosci
analogu [(Z)-APhed. Wszystkie nienasycone pochodne bradykininy wyka-
zywaty zwiekszong odpornos¢ na hydrolize enzymatyczna, co moze byc¢
dodatkowym czynnikiem wptywajacym na ich aktywnos$¢ [75].
Tyreoliberyna (TRH) DGIlu-His-Pro-NH2jest hormonem, ktérego czyn-
nos¢ biologiczna obniza sie w wyniku jakiejkolwiek modyfikacji struktu-
ry z wyjatkiem podstawienia pozycji 2 przez 3'-Me-His. Miedzy innymi
na podstawie takiego zachowania zaproponowano hipoteze oddziatywania
TRH z receptorem przedstawiong na (Ryc. 13) [49d]. Aby hipoteze te zwe-

(2)- A Phe

Ryc. 13. A — schemat ilustrujacy oddziatywanie TRH z receptorem ]49dj. B — podo-
bienstwo budowy reszty (Z)-APhe do konformacji reszty His2 w proponowanym
modelu A.

ryfikowaé, zsyntezowano [(Z)-APheJTRH o ustalonej orientacji pierscie-
nia aromatycznego reszty aminokwasowej2 zgodnej z zaktadang w czas-
teczce TRH, i o domniemanej pogtebionej w stosunku do zwigzku macie-
rzystego tendencji do wystepowania tancucha peptydowego w formie zgie-
tej. Za punkt wyjscia koncepcji postuzyt analog [Phe3TRH o 10°/0 aktyw-
nosci, inhibowanej przez trijodotyronine (wiekszos¢ analogow TRH tej
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cechy charakterystycznej natywnego hormonu nie wykazuje [76]. Jed-
nakze wynikow badan biologicznych [(Z)-APhedTRH nie znalezliSmy.

Przedmiotem a, (3-dehydromodyfikacji byty tez analogi gonadoliberyny
(GnRH) [77] i melanostatyna (MIH) [78]. Wynikéw badan biologicznych
otrzymanych a, (5-dehydroanalogéw réwniez nie znalezliSmy.

Ciekawe rezultaty uzyskano podstawiajac w bardzo aktywnym cyklo-
heksapeptydowym analogu somatostatyny reszte fenyloalanylowg reszte
(Z)-dehydrofenyloalanylowa (Rys. 14). Hormon natywny, somatostatyna

NH
/9</\/\
NH, -CH,C004

0

2N o 00
O\io H
Bl
A
OH

Pro-(Z)-Phe-o-Trp-Lys-Thr-Phe— « CH3COOH
6 7 8 9 10 1

Ryc. 14. [(Z)-APhe7 cykloheksapeptydowy analog somatostatyny [801. Numeracja
reszt aminokwasowych odpowiada numeracji w czgsteczce somatostatyny.

jest heterodetycznym cyklicznym tetradekapeptydem hamujacym uwal-
nianie miedzy innymi z przysadki somatotropiny i z trzustki insuliny

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 1
Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

i glukagonu [47, 49e, 79], Dominujacy w roztworze konformer cyklicznego
dehydroanalogu miatl konformacje zaréwno szkieletu peptydowego, jak
i pierscienia fenylowego w pozycji 7 podobng do konformacji nasyconego
cykloheksapeptyldu, lecz zdolno$¢ hamowania uwalniania somatotropiny
dziesieciokrotnie od niego mniejszg. Stad wniosek, ze dla catkowitej aktyw-
nosci peptydu, o ktérym mowa, konieczna jest swobodna rotacja bocznego
tancucha fenyloalaniny, ktéry przyjmuje na powierzchni receptora kon-
formacje inng niz jego gtbwna konformacja w roztworze. Dehydroanalog
byt dziesieciokrotnie bardziej odporny na trawienie trypsyng niz nasycony
cykloheksapeptyd i w badaniu tym zachowat sie tak, jak analog z resztg
alanylowag w pozycji 7. Wskazuje to na wazno$¢ dla hydrolizy enzymatycz-
nej omawianego peptydu odpowiednio ulozonego pierscienia fenylowego
w tej pozycji [80].
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111-3. Inhibitory enzymoéw

Oproécz a, (3-dehydroanalogéw angiotensyny Il zsyntezowano takze a,
P-dehydroanalog Pro-Phe-His-Leu, substratu enzymu konwertujgcego an-
giotensyne | do angiotensyny Il (EC 3.4.15.1). N-blokowana pochodna nie-
nasyconego peptudy, mianowicie benzyloksykarbonylo-Pro-(Z)-APhe-His-
Leu okazata sie kompetycyjnym inhibitorem enzymu [81]. Znane s3g inne
przyktady wbudowania a, (3-dyhydroaminokwasu do substratu enzymu,
zmieniajgcego go w kompetycyjny inhibitor [5].

111-4. a, P-dehydroantybiotyki

Gramicydyna S jest cyklicznym dekapeptydem o (3-strukturze utrzy-
mywanej przez cztery wewngatrzczgsteczkowe wigzania wodorowe (Ryc. 15),
produkowanym przez szczep Bacillus brevis i aktywnym wobec bakterii
gram-dodatnich [49f]. Poréwnywanie czynnosci biologicznej [D-Dpr4]-,

Orn? |
) 3 % .
Val Orn — Leu — - D- Phe Pro
Pro—— d-Phe— Leu — Orn— Va
5* -V 3 2 r

Ryc. 15. Gramicydyna [82],

[AAla44]- i [D-Alad4]lgramicydyny S do czynnos$ci zwigzku macierzystego
wykazuje istotnos¢ hydrofobowych witasciwosci reszt aminokwaso-
wych w pozycjach 4 i 4'. Aktywnos¢ antybakteryjna [AAlad4]gramicydyny
jest czterokrotnie wyzsza niz prawdopodobnie mniej hydrofobowego, na-
syconego analogu [D-Ala44] i wielokrotnie wieksza niz hydrofilowej [D-
-Dpr44]lgramicydyny. Poniewaz jest ona znaczna, wnioskuje sie, ze reszty
dehydroalanylowe w pozycjach 4 i 4’ stabilizujg w czasteczce obydwa jej
(3-zgiecia, @ W konsekwencji (3-strukture pierscienia peptydowego tego ana-
logu gramicydyny, co najprawdopodobniej istotnie rzutuje na jego aktyw-
nos¢ biologiczng [82].
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IV. Syntetyczne a, |3-dehydropeptydy
aktywujgce funkcje cytotoksyczng makrofagow

Udato sie syntetycznie skonstruowac¢ a, [3-dehydrooligopeptydy nie ma-
jace odpowiednikéw w przyrodzie, o cennych witasciwosciach biologicz-
nych, stanowigcych przedmiot patentéw zachodnioniemieckiej firmy Tro-
ponwerke w Kolonii. Ze wzgledu na nie zawsze tatwa dostepnos¢ litera-
tury patentowej oméwimy to szerzej. Mianowicie otrzymano szereg N-a-
cylowanych a, j*-dehydroaminokwaséw, di- dodekapeptydéw oraz ich soli,
estrow, amidow i alkiloamidoéw, potencjalnych lekéw przeciwnowotworo-
wych, o dziataniu przede wszystkim miejscowym, lecz i systemowym. Nie
wykazujg one ogodlnej toksycznosci, ktéra to cecha pozbawia wiele zwigz-
kéw praktycznej uzytecznosci leczniczej. Dawki letalne DL® peptyddéw
wynoszg dla szczuréw okoto 300 mg/kg; 80 mg dziennie dawki/kg podawa-
ne krélikom po 27 dniach nie wywotuja objawéw zatrucia zwierzat. Dawki
terapeutyczne zwigzkéw — to 1— 100 mg/kg, najczesciej 2— 40 mg/kg. E-
fekty przeciwnowotworowego dziatania takich lekéw sg rézne: od zaniku
nowotworu bez naruszania tkanki prawidtowej, poprzez nekrozy w miejscu
bezposredniego dziatania, do nekroz w miejscach odlegtych. Zwigzki te mo-
zna rowniez uzywaé¢ do bezbliznowej regeneracji po uszkodzeniu skory,
bton $luzowych i komérek nabtonkowych, wywotanym przez infekcje bak-
teryjne i grzybicowe, miedzy innymi takze przez infekcje charakterystycz-
ne dla tropikéw [83— 85]. Sposrdod zwigzkoéw, o ktdrych mowa, dwa N-ace-
tylodehydrodipeptydy (Ryc. 16) badano bardziej szczegétowo. Nie dzialajag

R S T o
CHy—C~N-C-C—N-CH-C-0H CHy—C—N-C-C—N-CH-C~OH
CH CH, CH CH,
/& 7 7 7
[ < 0
NN
OH oH

Ryc. 16. N-acetylo-a, (3-dehydrodipeptydy aktywujace funkcje cytotoksyczng makro-
fagow [83—85].

one bezposrednio na komdérki nowotworowe, natomiast domniemywa sie,
ze aktywuja funkcje cytotoksyczng makrofagéw [86]. Z powyzszg hipoteza
zgodne jest obserwowane uodparnianie organizmoéw na zakazenia po sto-
sowaniu niektérych syntetycznych o, (3-dehydropeptydéw [83— 85].

V. Wiasciwosci a, (3-dehydroaminokwaséw
wptywajace na aktywnos$¢ biologiczng zwigzkéw

Jak z przegladu dokonanego w rozdziatach Il i IIl wida¢, hipotez na
temat witasciwosci a, p-dehydroaminokwaséw istotnych dla ich aktywno-
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Sci biologicznej jest kilka. Lecz stopien ich udokumentowania nie jest na
096t duzy. Czasami obserwuje sie takze tendencje do zbyt spiesznego uo-
go6lniania [51, 59, 60, 80], tj. wnioskowania o witasciwosciach catej grupy
a, (3-dehydroaminokwaséw i mechanizmach dziatania réznych efektoréw
biologicznych na podstawie wynikéw badania tylko jednego a, (3-dehydro-
aminokwasu lub tylko jednego rodzaju aktywnos$ci biologicznej.

Dos¢ powszechnie wyraza sie poglad [25— 30, 40, 51, 59, 60, 80], ze
reszty a, (3-dehydroaminokwasowe moga wigza¢ sie kowalencyjnie z bio-
ligandem, enzymem, receptorem, zwigzkami waznymi metabolicznie lub
niektorymi strukturami komoérkowymi. Tymczasem jakie sa podstawy te-
go Uogdlnienia?

Dane doswiadczalne na temat amoniako-liazy L-histydyny i L-feny-
loalaniny przemawiajg za udziatem podwodjnego wigzania dehydroalaniny
w reakcji kowalentnej addycji substratu, z ktéorego w wyniku koncowym
eliminuje sie czasteczka amoniaku [25— 27, 29]. Oproécz tych danych, wy-
daje sie, ze przytoczony poglad wynika z faktu wystepowania lantioniny
i (3-metylolantioniny (Ryc. 17) w czasteczkach antybiotykéw: nizyny, sub-
tyliny, cynamycyny i duramycyny, oraz lizynoalaniny (Ryc. 17) w czas-

HOOCv /.COOH
CH—CH2—S-CH2—CH lanhonina
H2N x nh2
HOOCH CH3 /C 00H
/ CH-CH2-S-CH-CH fi -metylolanhonina
han snh2
HOooOCH ~.COOH
CH-CH2—NH-(CH2 4-CH lizynoalanina
H2N < X NH2
Ryc. 17. Lantionina, p-metylolantionina i lizynoalanina.

teczkach cynamycyny i duramycyny [35, 38, 87]. W badaniach modelo-
wych wykazano bowiem, ze prekursorem lantioniny i lizynoalaniny moze
by¢ dehydroalanina, do ktérej w reakcji nukleofilowej addycji przytacza
sie cysteina [88] lub lizyna [36, 87, 89]. Ponadto wymienione ,podwdjne”
aminokwasy wyodrebniono jako artefakty z alkalicznych hydrolizatéw
niektérych biatek [89]. (Przypuszcza sie zatem, ze to witasnie reakcja ad-
dycji do reszt a, (3-dehydroaminokwasowych powoduje pewne zmiany
witasciwosci fizykochemicznych, chemicznych i biologicznych biatek pod-
czas ich przechowywania [51]). Bioragc za podstawe bardzo tatwa chemicz-
ng reaktywno$¢ nizyny z tiolami i kojarzac jg logicznie z aktywnoscig
biologiczng nizyny wobec wrazliwych na brak koenzymu-A pasozytow
Plazmodium berhei, wnioskuje sie w sposéb posredni, ze mechanizm dzia-
tania biologicznego nizyny polega na addycji tioli do jej wigzan a, £)-nie-
nasyconych [28]. Takze w doswiadczeniach bionasladowczych przeprowa-
dzono wewnatrzczgsteczkowag addycje grupy metyloamidowej do podwoj-
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nego wigzania dehydroalaniny (Ryc. 18), sugerujac tym samym droge bio-
syntezy cyklicznych peptydéw typu gliotoksyn, o aktywnos$ci przeciw-
wirusowej [90— 92]. Zatem, jesli mowa o sktadowej chemicznej w bioreak-

s
0=C. NH- ch3 o=c. .n-ch3
X—HN ACH2 X-

I

N CHj

Ryc. 18. Wewnatrzczasteczkowa addycja grupy metyloamidowej do podwéjnego wig-
zania reszty dehydroalanylowej [90—92]. X — ochrona grupy aminowej.

tywnosci reszt a, [3-dehydroaminokwasowych, nalezy sobie zda¢ sprawe, ze
do tej pory, w warunkach naturalnych i biomodelowych udato sie wyka-
za¢ reaktywnos$¢ chemiczng tylko dehydroalaniny. Reszta ta i w warun-
kach chemicznej syntezy peptydéw daje szereg produktow addycji [93].
Inne préby weryfikacji hipotez o prekursorowej roli a, (3-dehydroami-
nokwasu w biosyntezie aminokwasu ,podwdjnego” nie dajg tak jedno-
znacznych wynikow. Np. w skilad czasteczek penicylin wchodzi jeszcze
inny niz wymienione ,podwdéjny” aminokwas — kwas penicylanowy (Ryc.
19). W waznych biotechnologicznie badaniach biosyntezy penicyliny G nie

e
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-

Ryc. 19. Kwas penicylanowy. Linig przerywana oddzielono reszte cysteiny od reszty

waliny. X oznacza jeden z optycznie czynnych atomoéw wegla kwasu penicylano-
wego.

stwierdzono postulowanej od lat addycji grupy SH cysteiny do podwéjne-
go wigzania a, 3-dehydrowaliny [94]. Dehydrowalinie by¢ moze przypada
w tej biosyntezie odpowiedzialnos¢ za konfiguracje-D atomu wegla, za-
znaczonego we wzorze.

Poglad, ze reszty a, |3-dehydroaminokwasowe wbudowane do hormo-
néw lub ich analogéw moga reagowa¢ chemicznie z receptorem [30, 40, 51,
52, 59, 60, 80], nie znajduje poparcia eksperymentalnego. [AAla3Leu-enke-
falina i analogi enkefaliny z (Z)-dehydrofenyloalaning w pozycji 4 lub
(Z)-a, (3-dehydroleucyng w pozycji 5 wykazujg podobne powinowactwo do
receptoréw jak analogi nasycone [51, 52, 59, 60]. Poniewaz jednak znane sg
przypadki reaktywnosci receptorow opiatowych z podwoéjnym wigzaniem
antagonisty [95], Swiadczy to o potrzebie bardzo $cistego dopasowania
strukturalnego podwodjnego wigzania bioligandu do elementéw receptora
mogacych ulec addycji. Takze nie udato sie udowodnié, ze reszty a, (3
dehydroaminokwasowe wystepujgce w fitotoksynach reagujg chemicznie
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z receptorem. Np. [D-AlagAM-toksyna | ma nieznaczng, lecz mierzalng
toksycznos¢ [6].

Uwaza sie intuicyjnie, ze reszty a, (3-dehydroaminokwasowe sg bardziej
hydrofobowe niz odpowiadajace im reszty aminokwaséw nasyconych,
a wiasciwos¢ ta w miejscu wigzania peptydu z receptorem ma sprzyjac
temu wigzaniu [51, 59, 60, 80]. Przyktadu dostarcza chociazby aktywnos$c¢
[(Z)-APhe8brydykininy wieksza niz zwigzku macierzystego, tlumaczona
oddziatywaniem hydrofobowym receptora z resztag5 hormonu, wzmocnio-
nym oddziatywaniem z podwéjnym wigzaniem (Z)-dehydrofenyloalaniny
[74].

Reszty a, (3-dehydroaminokwasowe wpiywajg na konformacje i wy-
miary zarowno tancucha bocznego, jak i szkieletu peptydowego, a wynika
to z nietypowej dla peptydéw sp2hybrydyzacji a-wegla i mozliwosci sprze-
zen elektronowych miedzy wszystkimi grupami funkcyjnymi a. Wptyw
ten bada sie zaréwno w stanie statym, jak i w roztworze na przykiadach
odpowiednich par aminokwaséw i peptydow: zwiazek nienasycony i nasy-
cony. Wnioski sa wspierane wynikami badan samych a, f5-dehydroamino-
kwaséw i a, (3-dehydropeptydow.

Pierwszy, najbardziej oczywisty wplyw steryczny a, (3-dehydroamino-
kwasu — to okreslona orientacja podstawnika w pozycji-]|3 bocznego tancu-
cha reszty aminokwasowej. O jej istotnosci dla dziatania biologicznego mo-
wig dwa z opisanych przyktadéw. Cykloheksapeptyd o czynnosci somato-
statyny i jego (Z)-dehydrofenyloalanylowy analog majg w roztworze te
samag orientacje pierscienia fenylowego i te sama konformacje szkieletu
peptydowego. Pierwszy z nich jest jednak dziesie¢ razy bardziej aktywny.
Oznacza to, ze oddziatywanie z receptorem zmienia orientacje pierscienia
fenylowego cykloheksapeptydu, prowadzac do czynnosci biologicznej. Na-
tomiast niemoznos¢ zmiany orientacji tegoz pierscienia w dehydropepty-
dzie wptywa ujemnie na funkcje biologiczng [80]. Jeszcze petniejszego
obrazu dostarczajg dehydrofenyloalanylowe analogi Met- i Leu-enkefalin.
Zwigzki z reszta (Z)-APhe4 maja dziatanie wieksze lub réwne zwigzkom
z resztg Phe4 a zamiana w Leu-enkefalinie (Z)-APhe4na (E)-APhe4 powo-
duje spadek aktywnos$ci o przeszto dwa rzedy [63].

Geometryczne wymiary pochodnych aminokwasowych CHjCO-(Z)-
APhe-NHCH3i CH3O-Phe-NHCH3 zebrano na Ryc. 20. Oprocz oczywis-
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1,245 1-245 122,4 121,9 lii'e  120,0 124,3
1,502 * 1341 , 1,320 1,452 1217
1,488 1311 " 1,447 1157 1215 1216
1,324 1174 121 1108 123,0
1,530 1271
» 1134
A 1,521 v B

Ryc. 20. Geometryczne dane czgsteczek CH3CO-(Z)-APhe-NHCH3 (wartosci gorne)
i CHXO-Phe-NHCH3 (wartosci dolne). A — dtugos$¢ wiazan (A), B — katy walencyjne
O f8.
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tych zmian diugosci wigzan i katow wokot wegla a i 3 jakie wprowadza
do czagsteczki nienasycona grupa funkcyjna, sg zmiany w wigzaniu aceta-
midowym, $Swiadczace o sprzezeniu elektronowym, co potwierdzajg takze
widma IR. Wiazanie podwodjne wykazuje niewielkie napigcie [8]. Rentge-
nografia dalszych pochodnych dehydrofenyloalaniny i jej peptydéw ujaw-
nia jeszcze inne sprzezenia, czasami o maksymalnie mozliwej rozlegtosci
[7-11). «

Z analizy widm NMR par peptydéw: (CH33COCO-Gly-Phe-OCH3—
(CH33X0CO-Gly-(Z)-APhe-OCH3 (CH330OCO-Pro-Phe-OCH3— (CH33
COCO-Pro-(Z)-APhe-OCH3 i (CH33XOCO-Gly-Phe-Leu-OCH3— (CH33
COCO-Gly-(Z)-APhe-Leu-OH3 wynika, ze dwie pierwsze pary przyjmuja
konformacje yzgiecia z wigzaniem wodorowym miedzy karbonylem N-
-ochrony a NH reszty APhe. Wielkosci spektralne dehydropeptydu drugiej
pary wskazujg na mniejszg gietko$¢ jego struktury. Peptydy trzeciej pary
przybieraja konformacje ”"-zgiecia z wiazaniem wodorowym miedzy kar-
bonylem N-ochrony a NH reszty Leu. | w tym przypadku struktura
zwigzku nienasyconego jest bardziej sztywna [96]. Takze za pomocag *H
NMR stwierdzono w nastepujacych peptydach: (CH3COCO-Phe-(Z)-APhe-
X-OCH3 gdzie X = Leu, Val, Ala, przewazajaca konformacje Il (3-zgiecia
z wigzaniem wodorowym miedzy karbonylem N-ochrony a NH reszty X
[97]. Z rentgenografM (CH33OO-Pro-Phe-NHCH3i (CH33XOO-Pro-(2)-
-APhe-NHCH(CI1132 (Ryc. 21) widaé, ze konformacje Il (3-zgiecia obu

Ryc. 21. Konformacja w Kkrysztale czgsteczek (CH33 OO-Pro-(Z)-APhe-NHCH(CH33
<A) i (CH3300O-Pro-Phe-NHCH3(B). Na rysunku podano dtugosci wewnatrzczgstecz-
kowych wigzan wodorowych i katy dwuscienne [8].

czgsteczek sg bardzo podobne, z tym ze w czgsteczce peptydu nasyconego
wigzanie wodorowe 4->| jest diuzsze (3.00 A) niz w czgsteczce peptydu
nienasyconego (2.86 A). Zgiety ksztatt obu zwigzkéw zostaje zachowany w
roztworze, jak wskazujg widma IR i ‘H NMR. Ponadto wykorzystujgc te
ostatnie stwierdzono w populacji konformeréw peptydu (CH33 OCO-Pro-
Phe-NHCH(CH32 60°/© udziat konformeru o cechach | (3-zgiecia, a w po-
pulacji konformeréw peptydu nienasyconego 87°/0 udziat konformeru o ce-
chach Il (3-zgiecia [8].

11 Postepy Biochemii 4/87
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Jak widaé¢, w przytoczonych przyktadach (Z)-dehydrofenyloalanina
wystepowata w pozycji (i+ 2) (3 lub yzgiecia. Udato sie tez udowodnic,
ze reszta ta w peptydach zaréwno w stanie krystalicznym, jak i w roztwo-
rze zwiera i stabilizuje strukture |3-zgiecia. Ponadto sa przestanki, ze (Z)-
-dehydrofenyloalanina moze zajmowac¢ pozycje i+1 w Il (3-zgieciu [97].
Omoéwione wiasciwosci (Z)-dehydrofenyloalaniny sg cenne, gdyz (3-zgiecie
jest struktura powszechna w biatkach i cyklicznych peptydach oraz spo-
tykana takze w polipeptydach liniowych, i istotng — jak sie sadzi — dla
aktywnosci biologicznej zwigzkéw, o ktérych mowa [98— 101].

Badania poréwnawcze dituzszych peptydow liniowych i peptydéw cyk-
licznych, nasyconych i nienasyconych, dostarczajg dalszych danych na te-
mat wptywu reszty dehydrofenyloalanylowej na konformacje zwiazkéw.
Przesuniecia chemiczne a-CH reszt Tyr, Gly i Met amidu [D-AlaMet-en-
kefaliny i amidu [D-Ala2 (Z)-APhe4Met-enkefaliny sg rézne. Sugeruje to
konformacyjne konsekwencje wbudowania APhe rozciggajgce sie na dalsze
fragmenty tancucha peptydowego [96]. Zatem reszta ta moze kontrolowac
sferycznie nie tylko swoje najblizsze, lecz takze i odlegte sekwencyjnie
sgsiedztwo w peptydach liniowych. W tentoksynie, dehydrocyklotetrapep-
tydzie reszta (Z)-N-metylodehydrofenyloalaniny ma bardzo istotng role
strukturotwdércza, pozwalajgc peptydowi przybra¢ konformacje witasciwag
dla oddziatywania z receptorem, ktdrej nie przyjmuje, gdy reszta ta jest
nasycona [39, 40]. W dehydrocykloheksapeptydzie cyklo-[Pro6(Z)-APhe*
D-Trp~Lys*"Thr~-Phell. CH3COOH obok dominujgcego izomeru cis wig-
zania peptydowego Phen-Pro6 wystepuje izomer trans, podczas gdy w pep-
tydzie nasyconym wigzanie to ma konfiguracje tylko cis. Obserwuje sie
tu wiec wptyw reszty (Z)-APhe na konformacje wigzania peptydowego sa-
siedniego do wigzania, w ktérym reszta ta uczestniczy [80]. Poréwnanie za
pomoca jedno i dwuwymiarowego tH i I8 NMR, a w niektérych przypad-
kach i krystalografii, konformacji modelowych cyklopentapeptydéw
z reszta D-Phe i (Z)-APhe wykazuje natomiast ich bardzo duze podobien-
stwo. Zatem wptyw reszty dehydroaminokwasowej na konformacje piers-
cienia peptydowego pietnastocztonowego mozna pomingé. Prowadzi to do
wniosku o wymienialnosci w pieciopeptydowych ukladach cyklicznych
aminokwasu nasyconego na nienasycony, o ile tylko orientacja bocznego
tancucha aminokwasu nienasyconego wbudowanego do peptydu cyklicz-
nego odpowiada konformacji aktywnej biologicznie lub jest dla niej nie-
istotna {102, 103].

Rozliczne wptywy sferyczne reszt a, (3-dehydroaminokwasowych na
konformacje i wymiary peptydow mozna podsumowac¢ nastepujgco. W pe-
ptydach liniowych sg to: okreslona orientacja tancucha bocznego, rézno-
rodne sprzezenia elektronowe, pogtebianie i stabilizacja (3- i y-zgie¢ tancu-
cha peptydowego i wptyw na jego konformacje w miejscach odlegtych
sekwencyjnie od wigzania podwojnego [7— 11, 63, 96]. Wptyw reszty a,
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@-dehydroaminokwasowej na konformacje peptydéw cyklicznych zalezy od
wielkosci pierscienia. Wptyw ten ujawnia sie najsilniej w cyklotetrapep-
tydach, w ktérych stwierdzono, ze reszta N-metylo-a, (3-dehydroamino-
kwasowa moze odgrywac istotng biologicznie role strukturotwérczg [39—
41]. W dehydrocykloheksapeptydzie wykazano zmiane konfiguracji jed-
nego z wigzan peptydowych [80]. Natomiast w cyklopentapeptydach reszte
te uznano za zamiennik konformacyjny reszty D-aminokwasowej [102,
103], Jednak dotychczasowe dane zaréwno krystalograficzne, jak fizyko-
chemiczne $wiadczace o ré6znorodnych efektach sterycznych reszt a, |3-de-
hydroaminokwasowych ograniczajag sie z bardzo nielicznymi wyjatkami
[104] do reszty APhe i to wiasciwie tylko w konfiguracji Z (wyjatek [7]).

Badania trawienia enzymatycznego modelowych a, (3-dehydropepty-
déw [105], analogéw Len-enkefaliny [55, 56, 61, 64], bradykininy [75] i so-
matostatyny [80], zawierajgcych reszte dehydrofenyloalanylowg Ilub a,
(3-dehydroleucynowa wykazaty, ze wigzania peptydowe zaréwno z grupga
aminowa, jak i karboksylowa reszty nienasyconej sa odjporne na hydro-
lize enzymatyczna.

V1. Uwagi koncowe

Z dokonanego przegladu wida¢, ze obecnos$¢ reszt a, (3-dehydroamino-
kwasowych w niektorych zwigzkach naturalnych moze decydowacé o ich
dziataniu biologicznym. W centrum aktywnym dwoéch enzymoéw z klasy
liaz, amoniako-liazy L-histydyny (EC 4.3.1.3) i amoniako-liazy L-fenylo-
alaniny (EC 4.1.3.5), jak sie sadzi, wystepuje dehydroalanina [25— 27, 29].
Pewne rodzaje aktywnos$ci biologicznej nizyny ttumaczy sie reakcjami ad-
dycji tioli do jej wigzan a, (3-nienasyconych [28]. W czasteczkach cyklo-
peptydowych fitotoksyn, tentoksyny, HC-toksyny i AM-toksyny-I reszty,
odpowiednio, (Z)-N-metylodehydrofenyloalaniny [39— 41], (E)-a, (5-dehyd-
roizoleucyny [3] i dehydroalaniny [24, 30] sa albo niezbedne dla ich czyn-
nosci biologicznej [3, 39— 41], albo bardzo istotne [24, 30].

Réwniez wprowadzenie reszt a, (3-dehydroaminokwasowych do natu-
ralnych peptydéw lub ich analogéw w miejsce aminokwasow biatkogen-
nych na ogoét nie pozostajg bez wptywu na aktywnos$¢é peptydéw. a, (3-De-
hydromodyfikacje analogow amidu Met-enkefaliny [55— 57] i angiotensyny
[72, 73] oraz natywnej czgsteczki bradykininy [74] przyniosty zwigzki
o wiekszej czynnosci. Udato sie tez, jak pokazuje przykitad bradykininy
[74] i analogéw Leu-enkefaliny [51, 59— 62], zmieni¢ selektywno$¢ dziata-
nia peptydu, a nawet odwréci¢ jego charakter, z substratu enzymu na in-
hibitor [5, 81].

Niektore a, (3-dehydropeptydy naturalne i syntetyczne nie majace ana-
logii w naturze wykazujg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg, bedaca przed-
miotem badan [32, 83— 86].

u*
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Reszty a, (3-dehydroaminokwasowe maja wtasciwosci, o ktorych sie sa-
dzi, ze sg istotne dla czynnosci biologicznej peptydow. Najlepiej udoku-
mentowana wydaje sie zalezno$¢ miedzy cechami stereochemicznymi tych
reszt a dziataniem biologicznym zwigzkéw, w ktéorych one wystepujg
(tentoksyna [39— 41]) lub, w ktoére je wbudowano (a, |3-dehydroenkefaliny
[63], a, (3-dehydrocykloanalog somatostatyny [80]). Rozpoznane witasciwosci
reszt a, (3-dehydroaminokwasowych, sprawdzone w dotychczasowych ba-
daniach aktywnos$ci a, (3-dehydroanalogéw peptydéw biologicznie czyn-
nych, pozwalajg uwazac¢, ze dalsze stosowanie a, (3-dehydroaminokwasoéw
do modyfikacji peptydéw moze doprowadzi¢ do uzyskania zwigzkéw o cen-
nych witasciwosciach farmakologicznych.

Niniejsze opracowanie powstato w zwigzku z syntezg i badaniami stru-
ktury modelowych peptydéw z reszta a, fi-dehydroaminokwasowa, finan-
sowanymi z programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego RP.II-
10. Autorzy pracy dziekujg za fundusze na te badania.

Artykut otrzymano 9 kwietnia 1987.
Zaakceptowano do druku 1 czerwca 1987.
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Wykaz stosowanych skrotéw: Met-enkefalina — metioninowa enkefalina, Leu-
enkefalina— leucynowa enkefalina, BAM-22P, BAM-20P, BAM-12P — peptydy kro-
wich nadnerczy, PCMB — kwas p-chlororteciobenzoesowy, EDTA — kwas etylenodia-
minotetraoctowy.

I. Wstep

Prowadzone od wielu lat badania nad peptydami opioidowymi pozwo-
lity ustali¢: ich budowe chemiczng, rozmieszczenie w osrodkowym i ob-
wodowym uktadzie nerwowym, a takze poza nim, oraz czesciowo ich role
biochemicznag, fizjologiczng i dziatanie farmakologiczne. Szereg zagadnien
oméwiono juz poprzednio na tamach Postepéw Biochemii [1, 2].

W piSmiennictwie sporo uwagi poswiecono peptydom opioidowym wy-
stepujacym w nadnerczach — gruczole niezwykle waznym w reakcji na
zaburzenia homeostazy organizmu. Niniejszy artykut stanowi przeglad
wynikéw tych badan. Ponadto, przedstawiono w nim takze niektére dane

*Dr, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat, PAN, 05-551 Jastrzebiec.
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dotyczace peptydéw opioidowych wystepujacych w zakoriczeniach nerwu
trzewnego dochodzacych do nadnerczy.

Il. Rozmieszczenie w komoaérkach

Po raz pierwszy Schultzberg i wsp. [3, 4] stosujgc metode im-
munofluorescencji wykazali w rdzeniu nadnerczy szczura, Swinki morskiej
i kota obecnos$¢ peptydéw opioidowych dajgcych dodatnig, opioidopodobng
reakcje immunologiczng z przeciwciatami wobec Met- i Leu-enkefaliny.
Prowadzone niezaleznie badania histochemiczne, radioimmunologiczne
i radioreceptorowe potwierdzity wystepowanie tych zwigzkéw w nadner-
czach zwierzat wielu innych gatunkéw [5— 12].

W rdzeniu nadnerczy zawarto$¢ peptydéw opioidowych waha sie w
zaleznosci od gatunku zwierzecia w szerokich granicach (Tab. 1), [5, 13].
Pojedyncze prace donosza ponadto o ich wystepowaniu w czesci korowej
nadnerczy, jednak w ilosciach 30-160-krotnie mniejszych niz w rdzeniu
[14, 15]. Peptydy opioidowe stwierdzono takze w zakonczeniach nerwu
trzewnego (n. splanchnicus) dochodzacych do komérek rdzenia nadnerczy
[16— 18], gdzie znajdujg sie prawdopodobnie w pecherzykach synaptycz-
nych zawierajagcych noradrenaline [3, 4, 19— 21].

Tabela 1

Stezenie peptydéw opioidowych w rdzeniu nadnerczy
u réznych gatunkéw zwierzat [5].
(Oznaczane jako ekwiwalenty Met-enkefaliny)

Peptydy opioidowe

Gatunek nmole/g $wiezej tkanki
Szczur 0,29+0,03
Chomik 0,50
Krélik 0,85+0,15
Kot 3,20+0,66
Pies 21,20+1,24
Krowa 20,00+5,00
Czlowiek 6,50

Peptydy opioidowe wykryto w komdrkach chromochtonnych rdzenia
nadnerczy, a doktadnie w ziarnistosciach chromochtonnych tych komoérek
[4, 5, 7, 22— 28]. Jak wiadomo w rdzeniu nadnerczy zachodzi synteza ad-
renaliny i noradrenaliny, ich magazynowanie w ziarnistosciach chromo-
chtonnych, a nastepnie sekrecja poza komoérke. Wiele badan, w ktérych
stosowano zarowno metody immunohistochemiczne jak i biochemiczne
wskazuje, iz peptydy opioidowe wystepujg w ziarnistosciach chromochton-
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nych razem z adrenaling [6, 24, 29— 34]. Stosujgc wirowanie homogenatow
rdzenia nadnerczy w gradiencie Percoll-sacharoza uzyskano dwie subfrak-
cje: ciezsza, w ktérej noradrenalina stanowita okoto 90°/0 catkowitej ilosci
katecholamin oraz lzejsza o przewadze adrenaliny (okoto 72°/0). Stosunek
Met-enkefaliny do catkowitej ilosci katecholamin wynoszacy 0,07 w przy-
padku frakcji ciezszej i 7,38 w przypadku lzejszej Swiadczy o Scistym po-
wigzaniu peptydow opioidowych z ziamistosciami chromochtonnymi za-
wierajacymi adrenaline [32, 33].

I1l1. Peptydy opioidowe nadnerczy i ich biosynteza

Met- i Leu-enkefalina nie sg jedynymi peptydami opioidowymi wyste-
pujacymi w nadnerczach. W prowadzonych niezaleznie badaniach stwier-
dzono w rdzeniu nadnerczy kilka biatek i peptydéw réznigcych sie znacz-
nie masg czgsteczkowg i wykazujacych rézne powinowactwo wobec recep-
toréw opioidowych. Z ziarnistosci chromochtonnych rdzenia nadnerczy
wotu otrzymano biatko o masie czgsteczkowej — jak wstepnie oznaczono —
okoto 50 000 dalton6éw, nie majace zdolnosci interakcji z receptorem opioi-
dowym. W wyniku trawienia biatka trypsyna i karboksypeptydaza B
otrzymano Met- i Leu-enkefaline w stosunku 7:1, co wskazywato, iz jest
ono prawdopodobnie wspolnym prekursorem obu enkefalin i innych pep-
tydéw opioidowych nadnerczy [35, 36]. Prekursor nazwano preproenke-
faling A [37, 38]. Zastosowanie metody klonowania DNA pozwolito na wy-
dedukowanie sekwencji aminokwaséw preproenkefaliny A z nadnerczy
wotu, szczura i cztowieka [39— 44].

Preproenkefalina A — prekursorowe biatko z nadnerczy wotu skilada
sie z 263 aminokwasow. Obliczona na tej podstawie, potwierdzona nastep-
nie doswiadczalnie, masa czgsteczkowa wynosi 29 786 dalton6w [45]. Biat-
ko zawiera 1 sekwencje Leu-enkefaliny i 6 sekwencji Met-enkefaliny.
Sekwencja Leu-enkefaliny i cztery sekwencje Met-enkefaliny sg poprze-
dzone i zakonczone parg zasadowych aminokwasow: -Lys-Lys-, -Lys-Arg-
lub -Arg-Arg-. Jedna z sekwencji Met-enkefaliny zawiera na swym C-
koricu dodatkowo tréjpeptyd: arginylo-glicylo-leucyne poprzedzajacy
-Lys-Arg-. Natomiast zadna z par zasadowych aminokwaséw nie wyste-
puje po Met-enkefalinie znajdujgcej sie na C-koncu preproenkefaliny A
[Ryc. la].

Prawdopodobnie preproenkefalina A zawiera réwniez przytgczong do
czgsteczki reszte cukrowg. Elektroforeza produktéw proteolizy prepro-
enkefaliny na zelu poliakryloamidowym wykazata pojawianie sie dwéch
frakcji o tym samym skiadzie aminokwasowym, a réznigcych sie masa
czgsteczkowag [46]. Niewykluczone, iz frakcja wolniej migrujaca stanowi
forme glikozylowang prekursora. Wymaga to jednak dalszego wyjasnie-



H-Met- Ala- Arg-Phe-Leu-Qy-Leu-Cys-Thr-TVp- Leu-Leu-Ala- Leu- Gly -
-Pro—GIy-Leu-Leu—AIa—Thr-VaI-Arg—AIa-GIu-Cys-Ser—GIn-Asp-CS%s-
- Ala-Thr-Cys-Ser-Tyr- Arg-Leu-AIa-Arg-IZao-Thr-Asp-Leu-Asn-Pro-
-Leu-AIa—Cys-Thr-LSe(;J—GIu—Cys—GIu-GIy-Lys»Leu—Pro—Ser-Leu»Lgos -

- Trp-Trp-Glu-Thr-Cys-Lys-Glu-Leu-Leu-GIn-Leu-Thr-Lys-Leu-Glu -
70
- Leu-Pro-Pro-Asp-Ala-Thr-Ser-Ala-Leu-Ser-Lys-GIn-Glu-Glu-Ser-
80

-His-Leu-Leu-Ala-Lys-Lys-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Arg-Tyr-Gly -
100

-Gly-Phe-Met-Lys-Lys-Met-Asp-Glu-Leu-Tyr-Pro-Leu-Glu-Val-Glu -

110 120

-Glu-Glu-Ala-Asn-Gly-Gly-Glu-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly -
130

-Phe-Met-Lys-Lys-Asp-Ala-Glu-Glu-Asp-Asp-Gly-Leu-Gly-Asn-Ser-
--------- 140 150
- Ser-Asn-Leu-Leu-Lys-Glu-Leu-Leu-Gly-Ala-Gly-Asp-Gin-Arg-Glu-

160
- Gly-Ser-Leu-His-Gin-Glu-Gly-Ser-Asp-Ala-Glu-Asp-Val- Ser-Lys -
170 180
-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu-Lys-Arg-Ser-Pro-His-Leu -
190
-Glu-Asp-Glu -Thr-Lys-Glu-Leu-GIn-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-
200 210
- Arg-Arg-Val-Gly-Arg-Pro-Glu-Trp-Trp-Met-Asp-Tyr-Gin-Lys-Arg-
220
-Tyr- Gly-Gly-Phe-Leu-Lys-Arg-Phe-Ala-Glu-Pro-Leu-Pro-Ser-Glu-
230 240
-Glu-Glu-Gly-Glu-Ser-Tyr-Ser-Lys-Glu-Val-Pro-Glu-Met-Glu-Lys -
250
- Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe-OH
260

Ryc. la. Sekwencja aminokwaséw w preproenkefalinie A z nadnerczy wotu [39]
H-Ser-Pro-Thr-Leu-Glu - Asp-Glu-H is-Lys-Glu-Leu-GIn-Lys-Arg- Tyr -
- Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val - Gly-Arg-Pro- Glu-Trp -Trp-Met-Asp-
- Tyr-Gly-Lys-Arg-Tyr- Gly-Gly-Phe-Met-OH
Ryc. Ib. Sekwencja aminokwaséw w peptydzie | [60]
H-Tyr- Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg -Val - Gly- Arg-Pro -Glu -Trp -Trp - M ¢i-
- Asp-Tyr-Gln-Lys- Arg-Tyr- Gly-Gly-Phe-Leu-OH

Ryc. Ic. Sekwencja aminokwasow w peptydzie E [63]
H-Asp-Ala-Glu-Glu-Asp-Asp-Gly-Leu-Gly-Asn-Ser-Ser-Asn-Leu-Leu -

-Lys-Glu-Leu-Leu-Gly-Ala-Gly-Asp-GIn-Arg-Glu-Gly-Ser-Leu-His -
-Gin-Glu-Gly-Ser-Asp-Ala-Glu-Asp-Val -Ser-Lys-Arg-Tyr-GI*Gly,-

- Phe-Met-Arg-Gly-Leu-OH

Ryc. Id. Sekwencja aminokwaséw w peptydzie o masie czasteczkowej 5300 dalto-
noéw [67]
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Lys-Met-Asp-Glu-Leu-Tyr-Pro-Leu-Glu-

-Val-Glu-Glu-Glu-Ala-Asn-Gly-Gly-Glu-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr -
-Gly-Gly-Phe-Met-OH

Ryc. le. Sekwencja aminokwaséw w peptydzie F [64]

(564]
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BAM-22P

H-Tyr- Gly-Gly-Phe-Met-Afg-Arg-Val-Gly- Arg-Pro-Glu-Trp -Trp - Met-
- Asp-Tyr- GlIn-Lys- Arg-Tyr- Gly-OH

BAM-20P

H-Tyr- Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg -Val- Gly- Arg-Pro-Glii-Trp - Trp-Met -
-Asp-Tyr-Gln-Lys-Arg-OH

BAM-12P

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val - Gly-Arg-Pro-Glu-OH

Ryc. If. Sekwencja aminokwaséw w BAM-22P, BAM-20P, BAM-12P [74, 75]

Ryc. lg. Sekwencja aminokwaséw w adrenorfinie [81].
Sekwencje Met- i Leu-enkefaliny podkreslone.

nia, gdyz nie udato sie potwierdzi¢ obecnosci cukru innymi metodami
[47].

Nalezy podkresli¢, ze preproenkefalina z nadnerczy ludzkich i szczura
wykazuje daleko idgce podobiennstwa do preproenkefaliny z nadnerczy
wotu pod wzgledem liczby sekwencji Met- i Leu-enkefaliny w czasteczce,
masy i skladu aminokwasowego [39, 42, 44]. Preproenkefaling wykryto
takze w nadnerczach ptazéw [48]. Jednakze rézni sie ona od poprzednich
brakiem Leu-enkefaliny, zawiera natomiast w swym skiadzie 7, a nie 6,
sekwencji Met-enkefaliny [48, 49].

Noda i wsp. [39] zasugerowali, iz rozktad proteolityczny preproen-
kefaliny A z nadnerczy wotu przez endopeptydazy, podobnie jak innych
prohormonoéow [50— 52], zachodzi prawdopodobnie w pierwszym rzedzie
w miejscach wystepowania -Lys-Arg-. Prowadzi to do powstania mniej-
szych fragmentow tancucha prekursora z aminokwasami w pozycjach:
25— 101, 104— 130, 133— 179, 182— 189, 192— 203, 206— 223, 226— 230,
233— 254 oraz 257— 263 (Ryc. la, Ryc. 2). Uzyskane wyniki doswiadczen
nie tylko w znacznym stopniu potwierdzity te sugestig, ale rowniez usta-
long na podstawie metody klonowania DNA sekwencje aminokwas6éw pre-
proenkefaliny A. Bowiem wiekszo$¢ proponowanych produktéw degrada-
cji preproenkefaliny faktycznie wystepuje w rdzeniu nadnerczy i udato
sie je wyizolowac.

I tak, w homogenatach rdzenia nadnerczy wotu wykazano obecno$é
biatka o masie czgsteczkowej 23 300 dalton6éw [46, 53— 57], zawierajgcego
w swoim sktadzie 5 sekwencji Met-enkefaliny i Leu-enkefaling na C-konh-
cu. Sugeruje to, ze czasteczka biatka stanowi fragment 25— 230 taricucha
peptydowego preproenkefaliny (Ryc. la, Ryc. 2).
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Inne biatko wyodrebnione z nadnerczy wotu w czystej postaci, o masie
czgsteczkowej 18 200 daltonéw, zawiera 3 sekwencje Met-enkefaliny oraz
oktapeptyd: [Arg6 Gly7, Leud -Met-enkefalineg na C-koncu [46, 56, 58, 59].
Dotychczas poznano sktad aminokwasowy biatka, natomiast nie udato sie
ustali¢ petnej sekwencji. Jednak na podstawie masy i obecnosci oktapep-
tydu na C-koncu przypuszcza sie, iz stanowi ono fragment tancucha pre-
kursora z aminokwasami w pozycjach 25— 189 (Ryc. la, Ryc. 2).

Prawdopodobnie oba biatka sg zwigzkami posrednimi w procesie po-
wstawania innych krétszych peptydéw, wyodrebnionych 2z ziarnistosci
chromochtonnych rdzenia nadnerczy, takich jak: peptyd | [36, 59— 61],
peptyd E [36, 38, 61— 63] peptyd F [36, 59, 61, 62, 64— 66] oraz peptydow
o masach 12 600 [46, 59, 65], 5300 [59, 67] i 8600 dalton6w [46, 59, 65, 68],
(Ryc. 2).

Ustalono sekwencje aminokwaséw peptydu o masie 5300 dalton6w oraz
peptydow I, F, E (60, 63, 64, 67), (Ryc. Ilb—e). Ten ostatni, w przeciwien-
stwie do pozostatych, charakteryzujgcych sie matym powinowactwem wo-
bec receptoréw opioidowych, wykazuje wysoka, okoto 40-krotnie wyzszg
niz Met-enkefalina, aktywnos¢ opioidowa [39, 63]. Wydaje sie wiec praw-
dopodobne, ze nie tylko sama obecno$¢ sekwencji Met-enkefaliny na N-
koncu decyduje o aktywnosci opioidowej (poréwnac¢ Ryc. Ib—e), lecz takze
odpowiednia konformacja tancucha peptydowego.

Nie ustalono petnej sekwencji aminokwaséw w peptydach o masach
12 600 i 8600 dalton6éw. Pierwszy zawiera trzy Met-enkefaliny i prawdo-
podobnie odpowiada fragmentowi 25— 137 tancucha preproenkefaliny
[65], (Ryc. la, Ryc. 2). Peptyd o masie 8600 daltonéw jest fragmentem
prekursora z aminokwasami w pozycjach 25— 101 [65, 68], (Ryc. la, Ryc. 2).

Sugeruje sie, iz takze synenkefalina jest produktem enzymatycznego
rozktadu biatek o masach 23 300 i 18 200 daltonéw. Synenkefalina skiada
sie z 72 aminokwaséw (fragment 25— 96 taricucha preproekefaliny) i nie
zawiera Met- lub Leu-enkefaliny [68, 69], (Ryc. la, Ryc. 2). Wystepuje
rowniez w mozgu [69]. Jednak jej rola zarobwno w moézgu jak i nadner-
czach nie jest poznana.

Z ziarnistosci chromochtonnych rdzenia nadnerczy wyodrebniono takze
peptyd B [60]. Sktad aminokwasowy, masa czgsteczkowa (3600 daltondéw)
oraz zidentyfikowanie na jego C-koncu heptapeptydu: Tyr-Gly-Gly-Phe-
Met-Arg-Phe sugeruja, iz jest to prawdopodobnie fragment 233— 263 tan-
cucha preproenkefaliny. Wyizolowanie z rdzenia nadnerczy heptapeptydu
w peini potwierdza ten wniosek [70— 72].

Grupa badaczy japonskich wyodrebnita z nadnerczy wotu trzy zblizo-
ne do siebie budowag i masa czasteczkowg peptydy, tzw. peptydy krowich
nadnerczy, a mianowicie BAM-22P, BAM-20P i BAM-12P [73—75], Se-
kwencje aminokwasoéw przedstawia (Ryc. If). Zwigzki te powstajg praw-
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dopodobnie w wyniku proteolizy dtuzszych prekursoréw takich jak pep-
tyd | oraz E.

Oprécz Met- i Leu-enkefaliny wyizolowano z rdzenia nadnerczy caty
szereg niskoczasteczkowych peptydow: [Argg-Met-enkefaline, [Arg®, Arg7-
Met-enkefaling, [Lysg-Met-enkefaline i [Lys§-Leu-enkefalinge [38, 70, 76—
78]. Prawdopodobnie niektére z nich pod wpltywem karboksypeptydaz ule-
gaja przemianie do Met- i Leu-enkefaliny. Trawienie trypsynag in vitro
peptydu o masie 5300 daltonéw powodowato tworzenie sie oktapeptydu
[Arg6 Phe7 Leu§-Met-enkefaliny [67]. RoOwniez ten peptyd wykryto w
stanie wolnym i wyizolowano z homogenatéw nadnerczy wotu oraz czto-
wieka [79, 80]. Z tkanki nowotworowej nadnerczy ludzkich, a takze z nad-
nerczy zdrowych ludzi i wotu wyodrebniono amid oktajpejptydu tzw. adre-
norfine, zawierajacy jedng sekwencje Met-enkefaliny [81]. Zwigzek, cha-
rakteryzujacy sie okoto 15-krotnie wyzsza aktywnoscig biologiczng niz
Met-enkefalina, stanowi fragment 210— 217 tfancucha preproenkefaliny.
Sekwencje aminokwaséw adrenorfiny przedstawia (Ryc. 1g).

Prowadzone niezaleznie w wielu o$rodkach badania nad wyjasnieniem
mechanizmu rozktadu preproenkefaliny skupity sie gidwnie na poszukiwa-
niu proteaz odpowiedzialnych za ten proces i wystepujacych w rdzeniu
nadnerczy.

Z ziarnistosci chromochtonnych wyodrebniono i oczyszczono okoto
1000-krotnie endopeptydaze o masie czasteczkowej 20 000— 30 000 dalto-
néw i optimum pH réwnym 8,0 (82— 85). Enzym, niewrazliwy na inhibi-
tory grup -SH, r6znit sie od lizosomalnej katepsyny D, gdyz ditiotreitol nie
wpitywat na jego aktywnos¢. Natomiast hamowanie w znacznym stopniu
aktywnos$ci przez inhibitory trypsyny takie jak: aprotinina i diizopropylo-
fluorofosforan byto przestankg do zaliczenia tej endopeptydazy do grupy
trypsyno-podobnych z seryng w centrum aktywnym. Jako produkty hy-
drolizy przez enzym in vitro peptydu F, uzytego jako substrat, zidentyfi-
kowano Met-enkefaling, [Lysf-Met-enkefaling i arginylo-Met-enkefaline.
Nie wiadomo jednak czy ten ostatni peptyd powstaje takze in vivo, gdyz
nie stwierdzono jego wystepowania w rdzeniu nadnerczy. Jednocze$nie w
tych samych badaniach wykazano, ze (3-lipotropina zawierajaca jedna se-
kwencje Met-enkefaliny poprzedzona przez -Lys-Arg- nie ulega zadnym
zmianom, co $wiadczy o specyficznosci enzymu wobec peptydéw opioido-
wych nadnerczy [82, 85].

Inne badania potwierdzity obecnos$¢ trypsyno-podobnych peptydaz w
ziarnistosciach chromochtonnych nadnerczy [86, 87]. Hydrolizuja one in
vitro BAM-12P i peptyd E odpowiednio do [Arg§-Met-enkefaliny i Leu-
enkefaliny. Jednakze w przeciwienstwie do poprzedniego enzymu, sg nie-
wrazliwe na inhibitory serynowych proteaz i réznig sie optimum pH (oko-
to 5,0). Na podkres$lenie zastuguje fakt ich wystepowania w formie roz-
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puszczalnej jak i zwigzanej z btonami ziarnisto$ci chromochtonnych [87].
Nie wiadomo jednak jaka role odgrywa podwdjne miejsce wystepowania.

Mizumo i wsp. [88] wyodrebnili z ziarnistosci chromochtonnych
nadnerczy wotu endopeptydaze charakteryzujgcag sie odmiennym od po-
przednich trypsyno-podobnych enzymoéw, sposobem rozkiadu preproenke-
faliny. Enzym ten, o masie 222 000 daltonow, optimum pH 55 i wrazliwy
na kwas jodooctowy i PCMB, hydrolizowat preproenkefaline do Met-
i Leu-enkefaliny jako jedynych produktow reakcji. Takze wsréd produk-
téow rozktadu BAM-12P stwierdzono tylko Met-enkefaline. Heksapepty-
dy: [Argg-Met-enkefalina, [Lys§-Met-enkeialina, [ArgQ-Leu-enkefalina
i [Lys9-Leu-enkefalina nie ulegaty proteolizie pod wptywem enzymu. Au-
torzy sugerujg mechanizm dziatania enzymu polegajacy na jednoetapowym
i jednoczesnym rozktadzie wigzan peptydowych utworzonych przez grupy
aminowe i karboksylowe par zasadowych aminokwaséw. Inne trypsyno-
-podobne proteazy hydrolizujg tylko wigzania utworzone przez grupy kar-
boksylowe lizyny lub argininy. Ci sami badacze wyizolowali ré6wniez endo-
peptydaze wykazujgca dziatanie katalityczne w zasadowych wartosciach
pH (7,5—9,5). Stosujac jako substrat syntetyczny peptyd zawierajacy
sekwencje Leu-enkefaliny: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Lys-Arg-Phe-Ala-NH2
stwierdzili, ze enzym rozkiadat tylko wewnetrzne wigzanie peptydowe
utworzone miedzy liizyng a argining, a jako jedyne produkty reakcji ziden-
tyfikowano [Lys§-Leu-enkefaline i Arg~Phe-Ala-NH2 Diizopropylofluoro-
fosforan hamowat aktywno$¢ enzymu, co wskazuje na obecno$¢ seryny w
centrum aktywnym [89].

Na podstawie dotychczas opublikowanych danych trudno jest rozstrzy-
gnac, ktora z endopeptydaz odgrywa istotng role w rozktadzie preproenke-
faliny. Niewykluczone, ze witasnie réznorodno$¢ enzymoéw, dziatajacych
w odmiennych wartosciach pH i wrazliwych na rézne inhibitory, jest przy-
czyna powstawania z prekursora peptydéw o réznej dtugosci taricucha, a w
zywym organizmie kazda z endopeptydaz jest odpowiedzialna za rozkiad
jednego specyficznego dla siebie substratu. Co wiecej, wydaje sie, ze roz-
ktad preproenkefaliny lub zwigzkéw posrednich moze zachodzi¢ nie tylko
w miejscach wystepowania -Lys-Arg-. Rozpad tancucha peptydowego pro-
wadzacy do utworzenia BAM-22P i BAM-12P z prekursoréw nastepuje
miedzy dwoma glicynani (aminokwasy w pozycjach 227— 228 tancucha
preproenkefaliny) w przypadku pierwszego oraz miedzy kwasem glutami-
nowym a tryptofanem (pozycje 217— 218) w przypadku drugiego zwigzku
(Ryc. la—Ic, If). Przypuszcza sig, iz w procesie tym biorg udziat inne niz
trypsyno-podobne enzymy proteolityczne [73, 74]. Wymaga to jednak po-
twierdzenia doswiadczalnego.

Istotnym zagadnieniem w tworzeniu Met- i Leu-enkefaliny jako kon-
cowych produktéw rozkiadu prekursora i zwigzkéw posrednich jest udziat
karboksypeptydaz. Zidentyfikowanie ws$réd produktéw rozpadu prepro-
enkefaliny heksa- i heptapeptydéw zawierajgcych arginine lub lizyne jako
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C-koricowy aminokwas wskazuje, ze ich rozktad do pentapeptydéw kata-
lizuje karboksypeptydaza typu B. Niektérzy badacze stwierdzili wystepo-
wanie karboksypeptydazy gtéwnie w lizosomach komoérek chromochton-
nych i tylko w nieznacznych ilosciach w ziarnistosciach chromochtonnych
[90]. Wiekszos¢ jednak wykazata wystepowanie enzymu w formie nieroz-
puszczalnej, zwigzanej z blonami ziarnistosci chromochtonnych, jak tez
wewnatrz nich w postaci rozpuszczalnej [87, 91— 99], Karboksypeptydaze
udato sie nie tylko wyodrebni¢ w czystej postaci z ziarnistosci chromo-
chtonnych, ale rowniez okresli¢ jej witasciwosci fizyko-chemiczne [91—
97]. R6zni sie ona od innych znanych karboksypeptydaz optimum pH (5,0—
6,0), wrazliwoscig na inhibitory i masg czasteczkowg. W przeciwienstwie
do karboksypeptydazy z lizosomow o-fenantrolina, EDTA i jony kadmu
byty silnymi inhibitorami. Z kolei jej aktywatory — jony kobaltu i nik-
lu — nie miaty wptywu na aktywnos$¢ enzymu lizosomalnego. Natomiast
enzymy z obu Zrédet byly wrazliwe na dziatanie odczynnikéw blokuja-
cych grupy -SH. Stwierdzono réwniez znaczne réznice w masach czastecz-
kowych karboksypeptydazy B z trzustki, N z osocza krwi i lizosomalnej,
wynoszgcych odpowiednio 34 000, 280 000 i 40 000— 60 000, a enzymu otrzy-
manego z ziarnisto$ci chromochtonnych — 50 000 daltonéw. Poza nadner-
czami karboksypeptydazy o takich samych wiasciwosciach wykryto w
mozgu i przysadce [95, 96], co Swiadczytoby o podobienstwach rozpadu
prekursoréw enkefalin w tych trzech narzadach. Nie mniej jednak, Ros -

sier i wsp. [100] wykazali, ze rozpad preproenkefaliny jest specyficz-
ny dla danej tkanki i inne produkty gromadza sie w mobzgu, zas$ inne w
nadnerczach.

Podczas przetrzymywania izolowanych ziarnistosci chromochtonnych
z nadnerczy wotu w temperaturze 37°C zaobserwowano zalezny od czasu
ilosSciowy wzrost okta- i heptapeptydow, Met- i Leu-enkefaliny z réwno-
czesnym spadkiem poziomu biatek i peptyddw o masach czasteczkowych
18 200 i 12 600 daltonéw, co potwierdza ich role jako zwigzkéw posred-
nich w procesie rozpadu preproenkefaliny [101]. Heksapeptydy: [Lys§-
Met-enkefalina, [Argg8-Met-enkefalina i [Lys@-Leu-enkefalina, stanowig-
ce etap pos$redni biosyntezy enkefalin, réwniez zanikaly wraz z przedtuza-
jacym sie czasem inkubacji. Ponadto, ilo§¢ peptydéw B, E, | i F nie tylko
nie ulegata obnizeniu, lecz nastepowato ich gromadzenie w ziarnistosciach
chromochtonnych. Jest to tez zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami, iz
w nadnerczach przewazajg peptydy o posrednich masach czgsteczkowych
[102].

Synteza prekursoréw enkefalin i utrzymywanie ich okreslonego po-
ziomu w komorce podlega prawdopodobnie regulacji transsynaptycznej
przez zakonczenia nerwu trzewnego. W nadnerczach szczura, gdzie w po-
rownaniu z innymi gatunkami zwierzat wystepuja znacznie mniejsze ilosci
enkefalino-podobnych peptydéw, gtdwnie nisko- i wielkoczgsteczkowych,
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przeciecie nerwu trzewnego powoduje poczatkowo gwattowny, okoto 10—
15-krotny wzrost stezenia biatka o masie okoto 22 000 daltonéw, a nastep-
nie jego rozkiad do enkefalin i peptydéw o posrednich masach [103— 106].
Podobny efekt powodowato zablokowanie receptoréw nikotynowych anta-
gonistami acetylocholiny: pentametylenopiperazynga i chlorosondaming
[104, 107]. Zjawisku temu towarzyszyto zwiekszenie sie poziomu MRNA
specyficznego dla preproenkefaliny [108, 109]. Wzrost ilosci enkefalino-
podobnych peptydéw obserwowano takze po dodaniu do hodowli komodrek
chromochtonnych nadnerczy wotu rezerpiny uwalniajgcej katecholaminy
z komérek [110].

W nadnerczach wotu radioaktywnos¢ pochodzgca z wbudowania poda-
nej uprzednio I>-metioniny pojawiata sie poczatkowo w biatku o masie
czasteczkowej 22 300 daltonéw, a nastepnie w mniejszych peptydach
i Met-enkefalinie [111, 112]. Podobne zjawisko zaobserwowano w ludzkich
komérkach chromochtonnych hodowanych in vitro [113]. Niewykluczone
jednak, ze w komodérkach chromochtonnych in vitro i in vivo zachodzi de
novo synteza Met-, Leu-enkefaliny oraz [Argg§-Met-enkefaliny z wolnych
aminokwasoéw [114— 116].

IV. Sekrecja opioidowych peptydéw z nadnerczy

Wykazano, ze pod wptywem acetylocholiny lub zwigzkéw agonistycz-
nych nastepuje wzmozone wydzielanie peptyddw opioidowych z hodowa-
nych in vitro komdrek chromochtonnych rdzenia nadnerczy wotu [5, 22,
23, 117— 121]. W doswiadczeniach in vivo podobne zwiekszone wydziela-
nie peptydéw opioidowych z nadnerczy powodowata nie tylko ich perfuzja
roztworami zawierajgcymi acetylocholing, nikotyne lub inne substancje
agonistyczne, lecz réwniez draznienie elektryczne nerwu trzewnego [15,
122— 125]. Sekrecja nastepuje prawdopodobnie w wyniku aktywacji re-
ceptoréw nikotynowych komorek rdzenia nadnerczy, a nie muskaryno-
wych. Heksametonium — antagonista acetylocholiny, specyficznie bloku-
jacy receptory nikotynowe, hamuje bowiem wydzielanie peptydéw opio-
idowych [15, 23, 25, 117, 123, 126].

Brak jest jeszcze obecnie danych wskazujgcych czy acetylocholina po-
woduje wybiérczg sekrecje z nadnerczy peptydéw opioidowych o $Scisle
okreslonych masach czasteczkowych. W doswiadczeniach przeprowadzo-
nych na izolowanych nadnerczach, jak i badaniach in vivo wykazano wy-
dzielanie jedynie niskoczasteczkowych peptydow [5, 15, 122, 123, 125].
Jednak inne badania, prowadzone na izolowanych nadnerczach wotu, per-
fundowanych nikotyna, wskazujg na obecno$¢ nie tylko enkefalin, heksa-
i heptapeptydéw, ale rowniez biatek i peptydéw opioidowych o duzych
masach czasteczkowych: 22 300, 8000, 2000— 5000 daltonéw [119]. Perfuzja
in situ nadnerczy kota acetylocholing oraz draznienie elektryczne nerwu

12*
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trzewnego psa i kota powodowato wydzielanie do krwi réwniez nisko-
i wysokoczgsteczkowych peptydow opioidowych ,[124, 126]. Dalsze bada-
nia powinny przynies¢ wyjasnienie tego problemu.

V. Rola fizjologiczna opioidowych peptydéw nadnerczy

Peptydy opioidowe wystepujga w ziarnistosciach chromochtonnych
rdzenia nadnerczy zawierajgcych jednoczesnie adrenaline i wydzielane sa
in vivo razem z tg katecholaming, co potwierdzono dos$wiadczalnie [5, 15,
23, 29, 32, 33, 124, 125, 127]. Stwierdzono, ze wydzielone z nadnerczy do
krwioobiegu peptydy obnizajg ci$Snienie krwi, w przeciwienstwie do ad-
renaliny [128]. Wniosek poparto obserwacjami, iz u szczuréw z wrodzonym
nadcisnieniem tetniczym nie wykryto w nadnerczach peptydéw opioido-
wych [129], Ponadto u psow, ktérym podano rezerpine obnizajgca stezenie
katecholamin w nadnerczach, draznienie nerwu trzewnego zwiekszato
wydzielanie peptydéw opioidowych i powodowato spadek cisnienia tetni-
czego krwi [126]. Ten ostatni efekt odwracany byt przez nalokson. Wykry-
cie receptoréw opioidowych w naczyniach krwionosnych przemawia za
przedstawiong hipoteza [130— 132]. Prawdopodobnie Met- i Leu-enkefa-
lina przejawiajg dziatanie hypotensyjne [133— 137]. Sa jednak dane wska-
zujace, ze wprowadzone dozylnie Leu-, Met-enkefalina oraz [ArgG Phe7-
Met-enkefalina powodujg u psa efekt odwrotny, a mianowicie wzrost cis-
nienia tetniczego krwi, odwracany przez nalokson [138].

Peptydy opioidowe i adrenalina wystepujag w tych samych strukturach
komérek nadnerczy. Przypuszcza sie, iz reguluja one wzajemnie swoja
biosynteze w komdérkach chromochtonnych rdzenia nadnerczy [139, 140].

Biologiczna rola nadnerczowych peptydéw opioidowych nie jest w jpetni
poznana. Coraz cze$ciej sugeruje sie jednak udziat niektérych z nich w
reakcjach przeciwbo6lowych organizmu. Efekt analgetyczny [Arg6 Phe7-
Met-enkefaliny, zwigzku o powinowactwie wobec receptoréow opioidowych
wynoszacym okoto 40°/o powinowactwa Met-enkefaliny, jest okoto 8-krot-
nie silniejszy niz pentapeptydu [141, 142]. Heptapeptyd dziata réwniez
hamujgco na neurony rdzenia kregowego szczura [143]. Bardzo silnym
dziataniem przeciwbdélowym charakteryzuje sie takze BAM-22P [144].
O udziale peptydéw opioidowych w reakcjach przeciwbdlowych $wiadczy
ponadto fakt, ze zar6wno adrenalektomia, jak i przecigcie nerwu trzew-
nego powodujg znaczng redukcje analgezji postresowej u szczuréw [145].
Co wiecej, analgezji postresowej, wywotanej u szczurow szokami elek-
trycznymi, towarzyszy spadek stezenia peptydu F w nadnerczach [146].
Przypuszcza sie réwniez udziat peptydéw pochodzgcych z nadnerczy w
reakcjach stresowych organizmu. W badaniach in vitro stwierdzono, ze
Met- i Leu-enkefalina hamujg biosynteze kortykosterydow w korze nad-
nerczy szczura [147]. Autorzy sugeruja, iz rowniez in vivo efekt ten powo-
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duja peptydy opioidowe uwolnione z rdzenia i za posrednictwem krwi do-
stajgce sie do kory nadnerczy [147].

W przeciwienstwie do rdzenia nadnerczy, w zakonczeniach nerwu
trzewnego wystepuja gtdwnie niskoczgsteczkowe peptydy opioidowe, lecz
u cztowieka i psa stwierdzono tam takze obecno$¢ wysokoczgsteczkowych
peptydéw [16— 18, 21, 100]. Prawdopodobnie sa one uwalniane z zakon-
czen nerwu wraz z acetylocholing [3, 17, 125]. Dziatanie acetylocholiny
uwalnianej z zakoniczen nerwu trzewnego jest znane od dawna. Interakcja
z receptorami cholinergicznymi komdérek chromochtonnych rdzenia nad-
nerczy powoduje uwolnienie z nich katecholamin. Jednoczesnie wiele da-
nych wskazuje na obecnos$¢ receptoréw opioidowych w btonach komodrek
chromochtonnych [17, 125, 148— 156]. Peptydy opioidowe takie jak: Met-
enkefalina i [Arg®, Phe7-Met-enkefalina, dodane do komérek chromochton-
nych hodowanych in vitro, hamowaty, wywotang przez acetylocholine lub
nikotyne, sekrecje katecholamin [17, 148, 149, 151, 155]. Nalokson i nal-
trekson odwracat efekt hamowania, co sugerowato bezposredni udziat re-
ceptoréw opioidowych. Co wiecej, nalokson dodany do hodowli komdrek
chromochtonnych cztowieka nie tylko odwracat hamowanie, ale powodo-
wat zwiekszenie wydzielania katecholamin [149]. Rowniez w badaniach
in vivo wykazano, ze zablokowanie receptoréw opioidowych powoduje
zwiekszenie wydzielania adrenaliny i noradrenaliny z nadnerczy, wywota-
nego draznieniem elektrycznym nerwu trzewnego psa [156, 157]. Nie wia-
domo, czy wigze sie to z jednoczesnym wzrostem stezenia katecholamin w
komorce. Badania, w ktérych zaobserwowano wzrost stezenia adrenaliny
i noradrenaliny w nadnerczach szczura po dootrzewnowym podaniu na-
loksonu, zdajg sie jednak na to wskazywaé¢ [158]. Wysunieto hipoteze, ze
peptydy opioidowe, wydzielane razem z acetylocholing z zakonczen nerwu
trzewnego, przez interakcje z receptorami opioidowymi komdérek chromo-
chtonnych rdzenia nadnerczy powodujag prawdopodobnie allosteryczng
modyfikacje receptoréw cholinergicznych [17, 148]. Prowadzi to do hamo-
wania sekrecji katecholamin z komorki. Przedstawiona hipoteza wymaga
jednak dalszego potwierdzenia. Nie wiadomo bowiem, jakie receptory
opioidowe: fi, X, 5 czy tez o wystepuja w komoérkach chromochtonnych
i uczestnicza w reakcji hamowania sekrecji katecholamin. Ponadto hepta-
peptyd: [Arg6 Phe7-Met-enkefalina, wystepujgcy w zakonczeniach nerwu
trzewnego i jednocze$nie hamujacy sekrecje katecholamin z rdzenia nad-
nerczy, ma bardzo mate powinowactwo wobec tych receptoréw [155, 156].
Uzyskano tez wyniki raczej nie wskazujgce na udziat receptoréw opioido-
wych [159, 160]. Najblizsze lata winny przynies¢ wyjasnienie wiekszosci
spornych zagadnien.

Praca finansowana przez PAN w ramach tematu CPBP 05.05./5.1.

Artykut otrzymano 21 stycznia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 4 czerwca 1987 r.
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I. Wstep

Enkefaliny — endogenne ligandy receptoréw opiatowych wystepujace
w wielu strukturach o$rodkowego ukiadu nerwowego, zostaty odkryte w
1975 r. przez Hughesa i wsp. [1]. Zwigzki te maja witasciwosci far-
makologiczne podobne do morfiny i innych narkotycznych lektéw prze-
ciwbolowych. Enkefaliny tkanki moézgowej sa mieszaning dwéch penta-
peptydéw o jednakowej sekwencji w pozycjach 1-4 (Tyr'-Gly~*GlyVPhe4,
a réznigcych sie tylko C-koricowym aminokwasem. Zaleznie od rodzaju
tego aminokwasu wyrézniane sg: metionylo-enkefalina (Met5enkefalina)
i leucyloenkefalina (Leu5enkefalina). Po odkryciu enkefalin wysunieto
przypuszczenie, ze moga one odgrywac role neurotransmiter6w w osrod-
kowym uktadzie nerwowym. Ich rola w procesie przekazywania bodzcéw
pomiedzy dwoma neuronami, w obrebie synapsy, nie zostata jednak w pet-
ni wyjasniona. Trwa dyskusja, czy i w jakim stopniu speiniaja one role
neuromodulatoréw lub neuroprzekaznikéw. Za ich udzialem w procesie
przekazywania bodZca miedzy dwoma neuronami przemawiajg nastepuja-
ce fakty: 1) enkefaliny syntetyzowane sg w specyficznych neuronach tj.
neuronach enkefalinergicznych [2, 3]; 2) w tkance nerwowej wystepuja
enzymy degradujgce enkefaliny [4, 5, 6]; 3) depolaryzacja bton neuronal-
nych wysokimi stezeniami K + powoduje uwolnienie enkefalin [7, 8]; 4) en-
kefaliny wigza sie z receptorami opiatowymi [9, 10],

Enkefaliny sg zwigzkami o krotkotrwatym dziataniu biologicznym. Po
ich podaniu systemowym (i.V., s.c., i.m,) nie obserwuje sie zadnych efek-
tow farmakologicznych. Wstrzykniete bezposrednio do struktur mdzgo-
wych lub komér mézgowych dziataja silnie analgetycznie (przeciwbd6lowo),
lecz zaledwie przez kilka minut. Juz w pierwszych pracach zwiazanych
z izolowaniem i identyfikacjg enkefalin sugerowano, ze szybki spadek ich
aktywnosci biologicznej jest zwigzany z rozktadem czgsteczki przez enzy-
my proteolityczne [1, 3, 6]. Dlatego tez w wielu laboratoriach zajeto sie
poszukiwaniem specyficznych enzymoéw powodujgcych utrate biologicznej
aktywnosci enkefalin. W poczatkowym okresie badan stwierdzono, ze w
kilkadziesigt sekund po podaniu dokomorowo myszy 3H-(Leu§5-enkefaliny,
ponad 80— 90°/0 oznaczonej radioaktywnosci pochodzi z tyrozyny, bedacej
produktem rozpadu enkefalin [6]. Dawato to podstawe do stwierdzenia, ze
za degradacje enkefalin odpowiedzialne sga gtéwnie aminopeptydazy, roz-
szczepiajace wigzanie Tyr~*Gly2 W toku dalszych badan potwierdzono
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udziat aminopeptydaz w hydrolizie enkefalin, ktére nie sg jednak jedyny-
mi enzymami bioracymi udziat w tym procesie. W roku 1978 M alfroy
i wsp. [10] znalezli we frakcji nierozpuszczalnych fragmentéw komorki
w mézgu myszy enzym, hyrdolizujacy wigzanie Gly3Phe4 enkefalin.
Aktywnos$¢ enzymu rosta po podaniu morfiny. Dla enzymu tego za-
proponowano nazwe enkefalinaza. Wkrétce potem, réwniez w 1978 r.
Erddés i wsp. [11] wykazali, ze oczyszczona hydrolaza peptydylodi-
peptydowa (ACE), przeksztatcajgca angiotensyne | w angiotensyne Il, mo-
ze réwniez hydrolizowac¢ enkefaliny, przy czym rozszczepieniu ulega, po-
dobnie jak przy dziataniu enkefalinazy, wigzanie Gly8Phe4 W nastepnym
roku w homogenatach mézgu szczura, znaleziono enzym hydrolizujacy
wigzanie Gly~"Gly2 enkefalin i nazwano go enkefalinazg B [12]. Cztery
lata po odkryciu enkefalin wiedziano juz wiec, ze spos$réd czterech wiagzan
peptydowych wystepujgcych w czgsteczce enkefaliny, trzy z nich sg szcze-
golnie podatne na hydrolize enzymatyczng.

H2N — Tyrl— Gly2— Gly3— Phe4— Met5(Leu5)— OM.

Podsumowujgc, wigzanie Tyr*Gly* enkefalin jest rozszczepiane przez
aminopeptydazy. Wigzanie GlyVPhe4 hydrolizuje zarowno karboksypep-
tydaza dipeptydylowa (enkefalinaza, enkefalinaza A), jak i hydrolaza pep-
tydylo-dipeptydowa (ACE). Za hydrolize wigzania Gly~-Gly3 odpowiedzial-
na jest enkefalinaza B. Zaleznie od frakcji komérkowej i wystepujacych
w niej enzymoéw, rozktad enkefalin moze przebiega¢ réznymi drogami.
W homogenatach lub frakcji rozpuszczalnej komérek rozszczepieniu ulega
przede wszystkim wiagzanie TyrJGly2 a we frakcji wysokooczyszczonych
bton komoérkowych wigzanie Gly3Phe4d

Zidentyfikowanie czterech enzymoéw rozktadajagcych enkefaliny pozwo-
lito w nastepnych latach na oczyszczenie, zcharakteryzowanie oraz podje-
cie prob nad ustaleniem ich roli w metabolizmie enkefalin.

Il. Aminopeptydazy

Aminopeptydazy sg enzymami nalezgcymi do grupy hydrolaz a-amino-
acylopeptydéw (E.C.3.4.1). Dla swojej aktywnos$ci grupa tych enzymoéw
(okreslanych tez jako N-korncowe peptydazy) wymaga wolnej grupy a-ami-
nowej lub a-iminowej substratu i hydrolizuje wigzanie peptydowe przy,
lub blisko N-kornica tancucha peptydowego. a-aminoacylopeptydazy sg sze-
roko rozpowszechnione w tkankach zwierzecych, w ktérych wystepuja
w postaci mieszaniny hydrolaz aminoacylopeptydéw. Znajdujg sie one za-
rowno we frakcji rozpuszczalnej komarki jak i w btonach komérkowych.
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Enzymy te hydrolizujg wiele L-peptyddw, odszczepiajgc N-koricowg resz-
te z wolna grupa aminowa, a takze hydrolizujag dwu- i trojpeptydy [13].
Ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania i mata specyficznos¢ trudno
byto ustali¢, ktére z aminopeptydaz biorg udziat w rozkiadzie enkefalin.
Bezposrednie dane dotyczace roli aminopeptydaz w degradacji enkefalin
pochodza z doswiadczen, w ktorych po inkubacji enkefaliny z homogena-
tami moézgu stwierdzono obecnos¢ wolnej tyrozyny [14, 15, 16]. Aktywnos¢
aminopeptydaz w homogenatach tkankowych rozszczepiajgcych wigzanie
Ty~-Gly2 enkefalin moze by¢é mierzona réznymi metodami. NajczesSciej
stosuje sie metode, w ktorej uzywa sie (SH-Tyr~-enkefaliny jako substra-
tu, a nastepnie izoluje i mierzy ilos¢ uwolnionej 3H-Tyr [6, 10, 14, 15, 17,
18]. W innych metodach stosuje sie jako substrat nieradioaktywna enkefa-
lineg. Uwolnione w wyniku reakcji hydrolizy aminokwasy izoluje sie i ozna-
cza w analizatorze aminokwasoéw [19].

I1-1. Aminopeptydazy frakcji rozpuszczalnej komorki

Aminopeptydazy frakcji rozpuszczalnej komérki, biorgce udziat w de-
gradacji enkefalin, sg dosy¢ dobrze poznane. Oczyszczono enzymy otrzy-
mane z mézgu szczura [20], mozgu matpy [21], mbézgu wotu [22] i mbzgu
ludzkiego [23]. Najwazniejsze wilasnosci aminopeptydaz rozktadajgcych
enkefaliny przedstawiono w tabeli 1

Tabela 1

Charakterystyka mézgowych aminopeptydaz rozktadajgcych enkefaliny

(
Mézg [wg 20] Mézg [wg 21] Mézg [wg 22] Mézg [wg 23]

Zrédto enzymu szezura matpy wotu cziowieka
L N T Taeas

Masa czasteczkowa 100.000 92.000 98.000 61.500
Optimum pH 7 7 brak danych 74
K msubstratu (jjiM)
(MetH-enkefalina 3 167 22 64
(LeuH-enkefalina 60 161 22
Inaktywacja przez:
zwigzki tiolowe + + + +
zwigzki chelatujace + + + +

Aminopeptydazy sa najbardziej aktywne przy pH 7. Masa czasteczko-
wa oczyszczonych enzymow waha sie przewaznie w granicach 92 000—
100 000 [20, 22], jedynie masa czgsteczkowa enzymu z moézgu ludzkiego
wynosi 62 000 [23]. Enzym wotowy, matpi i ludzki sa pojednczymi tan-
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cuchami polipeptydowymi [21, 22, 23], natomiast enzym z mézgu szczura
jest dimerem [20]. Stata Michaelisa aminopeptydaz wobec enkefalin jest
w wiekszosci przypadkéw w granicach 3— 60 [20, 22], a tylko enzym
z mézgu matpy charakteryzuje sie znacznie wyzszg wartoscig (Km==160
jiM) [21] Aminopeptydazy sg metaloenzymami zawierajacymi jon cynku w
centrum aktywnym enzymu. Zwiazanie grupy prostetycznej enzymu przez
dodatek np. EDTA daje nieaktywny apoenzym [20, 22, 23]. Aktywnos¢
enzymu mozna przywroci¢ przez dodanie jonéw metali dwuwartosciowych
takich jak zZn*+, Co8+, Mg2+, Mn2+ [20, 22]. Aminopeptydazy degradujgce
enkefaliny hamuje p-chlororteciobenzoesan [5, 15] i p-chlororteciofenylo-
sulfonian [6, 10] co sugeruje, ze sg to enzymy nalezace do grupy proteaz
tiolowych. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat substratowej specy-
ficznosci tych enzymoéw. Podstawienie Gly2w enkefalinie przez D-amino-
kwas (D-Ala lub D-Met), powoduje okoto 20-krotne zmniejszenie powino-
wactwa enzymu wobec substratu [10], czego wynikiem jest znaczne zaha-
mowanie uwalniania Tyr1l]16[. Podobnie modyfikacja C koricowej czesci
pentapeptydu obniza znacznie ilos§¢ uwolnionej Tyrl[16]. Wzrost dtugosci
tancucha peptydowego substratu zmniejsza aktywno$¢ enzymatyczng.
Przyktadowo, enzym z mézgu wotu roszczepia wigzania Tyr"Gly2aiy en-
dorfiny przy 1/3 szybkos$ci rozszczepiania tego wigzania w enkefalinach
[24], podczas gdy @ endorfina jest hydrolizowana przy szybkosci ok. 570
szybkosci hydrolizy enkefalin [16, 24]. Aminopeptydazy maja réwniez
zdolnos¢ degradacji dwupeptydéw typu L-Tyr-aminokwas, L-Ala-amino-
kwas, L-Phe-aminokwas i L-Leu-aminokwas oraz trojpeptydu L-Leu-Gly-
Gly [21, 22]. Najwyzsze aktywnosci aminopeptydaz degradujacych enke-
faliny znajdowano we frakcji rozpuszczalnej homogenatéw mézgu [20—
23], w jelicie swinki morskiej [25, 26, 27, 28] i w osoczu krwi [14, 15].

11-2. Aminopeptydazy btonowe

Aminopeptydazy znajdujace sie we frakcji rozpuszczalnej komoérki nie
sg jedynymi aminopeptydazami rozszczepiajacymi wigzanie Tyr*Gly2 w
enkefalinach. W Kkilku laboratoriach stwierdzono, ze aktywno$¢ amino-
peptydazowa wystepowata takze w wysoko oczyszczonej frakcji bton ko-
mdérkowych, otrzymanych po wirowaniu przy 100 000— 120 000Xg. Aktyw -
nos$¢ ta nie wynikata z zanieczyszczenia frakcji btonowej przez frakcje
cytosolowa komorki [10, 15, 18], Nie stwierdzono korelacji pomiedzy wy-
stepowaniem aktywnosci a poziomem enkefalin, jak rowniez z rozmiesz-
czeniem receptoréw opiatowych [6, 12]. Aktywnos$¢ enzymu oznaczy¢ moz-
na byto dopiero po uwolnieniu go z biton komoérkowych pod wpitywem
Tritonu X — 100 i po chromatografii tak otrzymanego preparatu enzyma-
tycznego na DEAE celulozie [18]. Uzyskano dwie frakcje o aktywnosci
aminopeptydazowej, ktére oznaczono jako MI (aminopeptydaza MI) i MII

13 Postepy Biochemii 4/87
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(aminopeptydaza MII) [29]. Aminopeptydaza MIlI ma najwiekszg aktyw-
nos¢ przy pH 6,7. Hydrolizuje ona aminokwasowe f3-naftylamidy a takze,
lecz ze znacznie mniejszg szybkosciag (20% szybkosci rozktadu enkefalin),
Y endorfiny. Czynniki chelatujgce jak np. EDTA wptywaja na utrate ak-
tywnosci tego enzymu, natomiast jony dwuwarto$ciowe przywracaja ja.
Wartos¢ Kmdla enkefalin wynosi ok. 20 jiM. Aminopeptydaza oznaczana
jako MI charakteryzuje sie stosunkowo wysokg wartoscig Km, rzedu 500—
2500 M i nie hydrolizuje a i y endorfin. Aminopeptydazy Ml i M1l hamo-
wane sa przez bacytracyne [18], EDTA [29], kwas p-chlororteciofenylo-
sulfonowy oraz bardzo silnie przez bestatyne [5, 30],

11-3. Inhibitory aminopeptydaz
hydrolizujacych enkefaliny

Poznano juz szereg zwiazké6w hamujacych aminopeptydazy zwigzane
z degradacja enkefalin. Do najczesciej stosowanych nalezg nastepujace
cztery inhibitory: puromycyna, bestatyna, amastatyna i bacytracyna.

Antybiotyk puromycyna jest inhibitorem réznych aminopeptydaz
i arylamidaz [23, 27, 31, 32]. Hamuje w spos6éb kompetytywny uwolnienie
Tyr z enkefalin przez aminopeptydaze cytosolowa z wartoscia IC® — 0,2
\iM [18, 27], a praktycznie nie hamuje aminopeptydazy zwigzanej z btona-
mi [29, 30, 33]. Puromycyna hamuje wiec rozktad enkefalin przez amino-
peptydazy w homogenatach, w supernatancie pomitochondrialnych lub po
odwirowaniu mikrosomow czyli wéwczas, gdy jest mozliwy ,kontakt” in-
hibitora z aminopeptydazami frakcji rozpuszczalnej. Nie wptywa natomiast
na degradacje enkefalin w skrawkach tkanek, gdzie dostep do enzymow
wewnatrzkomdérkowych jest utrudniony [28]. Bestatyna jest to zwigzek
pochodzenia bakteryjnego [34, 35], ktérego wartos¢ IC®wynosi ok. 200 jiM.
Zwigzek ten wigze sie z powierzchnig komérki [36], hamuje wiec amino-
peptydazy zwigzane z btonami komdérkowymi. Nazywane sa one czesto
aminopeptydazami wrazliwymi na bestatyne [28, 30, 33, 36]. Amastatyna
jest zwigzkiem rowniez pochodzenia bakteryjnego o dziataniu zblizonym
do bestatyny [36, 37]. Zaréwno amastatyna jak i bestatyna sg inhibitora-
mi kompetytywnymi [36]. Bacytracyna jest malo selektywnym inhibito-
rem wielu peptydaz [33] w tym réwniez enkefalinazy [25]. M6zgowe ami-
nopeptydazy hydrolizujagce enkefaliny sg hamowane przez nig z IC®D=
= 10 fiM w spos6b niekompetytywny [15, 25, 38].

I1l. Hydrolaza peptydylowo-dipeptydowa (ACE)

Hydrolaza peptydylo-dipeptydowa (ACE-angiotensin converting enzy-
me) (EC, 3.4.4.16) katalizuje tworzenie oktapeptydu angiotensyny Il z de-
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kapeptydu angiotensyny I, uwalniajac C koncowy dwupeptyd His-Leu.
Erdoés i wsp. [11] w 1978 r. wykazali, ze oczyszczony enzym katali-
zuje rowniez rozpad wigzania GlyVPhed4 w enkefalinach. Stwierdzenie to
byto niezwyle interesujace, ze wzgledu na mozliwos¢ taczenia dziatania
ACE z fizjologiczng inaktywacjg enkefalin. Enzym ten wystepuje w posta-
ci zwigzanej z btonami w wielu tkankach m.in. w mézgu [39]. Nie wyka-
zano jednak zbieznosci wystepowania aktywnos$ci ACE w mézgu z roz-
mieszczeniem receptoréw opiatowych i enkefalin [5]. Stwierdzono réwniez
mate powinowactwo enzymu wobec enkefalin np. dla (Met§5 enkefaliny
Km= 01 mM [5, 10]. Udziatltu ACE w rozktadzie enkefalin nie mozna jed-
nak bagatelizowa¢ w warunkach in vitro. Przy planowaniu doswiadczen
in vitro i przy ich interpretacji, ze wzgledu na uzywane stosunkowo wy-
sokie stezenie substratu, nalezy liczy¢ sie z mozliwoscig rozkiadu wigza-
nia Gly3Phedenkefalin zarobwno przez enkefalinaze jak i przez ACE.

IV. Enkefalinaza A

Enkefalinaza, karboksypeptydaza dipeptydylowa, EC. 3.4.24.11. [40].
Dopoki rozktad enkefalin badano w homogenatach mézgu lub frakcji roz-
puszczalnej komérek, nie mozna byto, ze wzgledu na wysoka aktywnosc¢
specyficzng aminopeptydaz rozpuszczalnych, wykry¢ produktédw rozszcze-
pienia wigzania Gly~-Phe4enkefalin. Dopiero badajac wigzanie 3H- (Leu§-
enkefaliny we frakcji bton plazmatycznych prazkowia myszy udato sie
stwierdzié, ze z receptorem opiatowym wigze si¢ cata czasteczka enkefali-
ny [5, 10]. Fragmenty 81 peptydowe enkefaliny zwigzane sg natomiast
z innymi fragmentami bton. Na podstawie analizy powstatych ~-metabo-
litow droga chromatografii cienkowarstwowej i wysokocisnieniowej chro-
matografii cieczowej stwierdzono, ze gtdownym produktem rozpadu byt
trojpeptyd H-Tyr-Gly-Gly. Szybkos¢ tworzenia tego trojpeptydu wynosi-
ta ok. 30% tworzenia 3H-Tyr i bylta hamowana przez niskie stezenia (5 *M)
(Leu9-enkefaliny. Utworzenie Tyr-Gly-Gly w wyniku rozszczepienia wig-
zania Gly*Phe4 potwierdzono réwniez identyfikujagc C-konncowe dwupep-
tydy Phe-Met [41] i Phe-Leu [5] jako produkty powstate odpowiednio
z H-(Met5- i H(LeuH-enkefaliny. Enzym katalizujgcy proces powstawania
tréojpeptydu Tyr-Gly-Gly z enkefalin zostat nazwany enkefalinazg A (en-
kefalinaza). Systematyczna nazwa tego enzymu, karboksypeptydaza di-
peptydylowa, okres$lata sposéb jego dziatania [5, 10]. Kolejnym problemem
wymagajacym rozwigzania byto wyjasnienie, czy enzymy rozszczepiajace
wigzanie Gly~-Phed4w enkefalinach — enkefalinaza i ACE, réznig sie mie-
dzy sobag, czy tez jest to jeden i ten sam enzym. Przekonywajgce dane
wskazujace, ze sg to rézne enzymy przedstawit Swerts [42].

— stwierdzono w moézgu zrdoznicowanie w wystepowaniu enkefalinazy

13
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i ACE. Enkefalinaza — prgzkowie > kora moézgowa > mozdzek a ACE —
prazowie > mozdzek > kora mozgowa [42, 43];

— dtugotrwate podawanie morfiny powodowato wzrost aktywnosci tyl-
ko enkefalinazy [42];

— wykazano zasadnicze réznice w powinowactwie obu enzyméw wo-
bec substratu (Km oraz w statych hamowania. Enkefalinaza hamowana
byta przez mikromolowe stezenia enkefalin, podczas gdy ACE hamowane
byto dopiero w stezeniach milimolowych [5, 42];

— dwa inhibitory ACE—SQ 14 225 (Kaptopril) i SQ 20 881 hamowaty
ten enzym w stezeniach nanomolowych, podczas gdy enkefalinaze w ste-
zeniach mikromolowych [5, 42];

— jony chlorkowe, znany aktywator ACE, nie mialy znaczacego wpty-
wu na aktywnos$¢ enkefalinazy.

Jednoznacznym rozstrzygnieciem problemu byto rozdzielenie obu en-
zymow na kolumnach jonowymiennych [12] i na kolumnach zawierajacych
przeciwciata skierowane przeciwko ACE [44],

IV-1. Wiasciwosci fizykochemiczne

Oczyszczona enkefalinaze otrzymano z nerek [45], przysadki [46] i m&z-
gu [12, 47, 48], Nazwy nadawane enkefalinazom otrzymywanym z réznych
zrodet sugerowatly, ze sg to inne enzymy. Okazato sie jednak pézniej, ze
enkefalinaza z mézgu, endopeptydaza z przysadki wotu, neutralna endo-
peptydaza z nerki krdélika i metaloendopeptydaza z nerki ludzkiej sg en-
zymami majagcymi bardzo podobne wtasciwosci (Tabela 2).

Enzymy te sg metaloenzymami, zawierajgcymi w centrum aktywnym
atom cynku, a ich masa czgsteczkowa waha sie w granicach 90 000—
100 000. Optimum dziatania enzymoéw wystepuje w zakresie pH 6,5— 7,0.
W zaleznos$ci od pochodzenia enzymu i stosowanego substratu uzyskano
wartosci Kmod 1 j¢(M do 75 jiM. Pewne réznice wystepuja ponadto w ak-
tywnosci molekularnej enzymow pochodzacych z réznych Zzr6det, podobnie
jak i w aktywnosci enzymoéw. Enkefalinaza nie ma duzej specyficznosci
substratowej — hydrolizuje tez tancuch B insuliny [49], angiotensyne |
i Il, bradykinine i LHRH [33].

Ulepszenie metody oczyszczania enkefalinazy, przez wprowadzenie do
dalszych etapdéw, ogniskowania izoelektrycznego i chromatografii powino-
wactwa na specjalnych kolumnach z inaktywowanej lektyny pozwolito
na stwierdzenie, ze enkefalinaza wystepuje w dwoéch postaciach moleku-
larnych A! i A2[12]. Po zastosowaniu kolumn z lektyny z Kietkéw psze-
nicy, rozdzielono nastepnie frakcje Axi A2 na podfrakcje i otrzymano w
ten sposd6b cztery formy enkefalinazy oznaczone jako Alfi; Ai2 A2n A22
[47], Krotkg charakterystyke tych czterech form enkefalinazy przedsta-
wiono w tabeli 3.



Tabela 2

Charakterystyka fizykochemiczna enkefalinazy

- Nerka [wg 48] Nerka [wg 45, 49 Moézg [wg 46 . i
Zrodto enzymu [wg 48] [wg ] g [wg 46] Mozg [wg 51] i

ludzka szczura wotu myszy
i
Masa czasteczkowa 100.000 [wg 49]
90.000 90000-95000 [wg 45] 90.000 brak danych
Optimum pH 6,5 7,0 [wg 49] brak danych 6,7
Kmsubstratu (jaM )
(Met5-enkefalina 8,0 [wg 49]
1.2 [wg 45] 40,0
(Leub)-enkefalina 74 9,4
V max
(pmole/min/mg) 52 brak danych brak danych 170
Aktywnos$¢é moleku-
larna
kcat/min-1 1268 [wg 49] brak danych
4680 138 [wg 45] 21
Wydajnos¢ enzymu
kcat/km 160 (wg 49]
(min-1 <M -1) 63 120 (wg 45] 530 brak danych
Tabela 3

Charakterystyka form molekularnych enkefalinazy (Z danych 47)
Formy enkefalinazy Ai,i Ai2 A2»1 A2,2

Km substratu (jxM) 78 79 124 63
i Leu-enkefalina

Optimum pH 6,5 6,5 6,5 6,5

Aktywno$¢ specyficzna
(pmole/min/mg) 60 000 211 000 100 000 139 000

Inhibitory:
(% hamowania)

Fenobarbital 0,2 mM 52 48 36 3
EDTA 1,0 mM 85 88 84 89
Ditiotreitol 2,0 mM 95 9%5 %5 %5

86 84 7 8l

Tyr-Ala 0,25 mM

[s89]
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Wszystkie cztery postacie molekularne enzymu maja podobne wartosci
K mwobec Leu-enkefaliny, identyczne wartosci optimum pH i sg znacznie
hamowane przez dwupeptyd Tyr-Ala, EDTA i ditiotreitol. Badajgc wigza-
nie z lektyna ustalono, ze enkefalinaza jest glikoproteing, a heterogennosc¢
postaci enzymu wynika z réznic w jego czesci weglowodanowej. Wydaje
sie, ze zmiany w zawartosci kwasu sjalowego lub w liczbie rozgatezien
czesci weglowodanowej enzymu moga by¢é odpowiedzialne za réznice we
wiasciwosciach enkefalinaz Ar2 i A22 oraz enkefalinaz A x i A 2i- Struk-
tura rdzenia weglowodanowego jest prawdopodobnie we wszystkich enke-
falinazach taka sama i sklada sie z (1-6) fukozy zwigzanej z rdzeniem (1-
4)-N-acetyloglukozaminy.

IV-2. Oznaczanie aktywnos$ci i wystepowanie

Oznaczanie aktywnos$ci enkefalinazy przeprowadza sie przy uzyciu
H(Met§ — lub &H(LeuH-enkefaliny jako substratu. Zastosowanie tej me-
todyki wymaga dobrego rozdzialu utworzonego trojpeptydu 8H-Tyr-Gly-
Gly- od nieroztozonej enkefaliny i pozostatych metabolitébw. W tym celu
stosuje sie chromatografie cienkowarstwowa w réznych ukiadach rozwi-
jajacych [10, 12], a takze wysokocisnieniowg chromatografie cieczowg
[50, 51]. llos¢ utworzonego znakowanego tréjpeptydu mierzy sie nastepnie
w liczniku scyntylacyjnym. Tak dtugo, jak oznaczenie aktywnosci enzy-
matycznej nie dotyczy czystego enzymu, lecz tylko frakcji komérkowych,
wynik oznaczenh obarczony jest duzym biedem. Biad ten wynika z obec-
nosci w homogenatach innych enzymoéw zwigzanych z degradacja enkefa-
lin; aminopeptydaz i ACE. Rozwigzaniem tych trudnosci, moze by¢ ozna-
czanie aktywnosci enkefalinazy tylko w wysoko oczyszczonej frakcji bion
plazmatycznych, przy jednoczesnym stosowaniu specyficznych inhibito-
row aminopeptydazy btonowej (bestatyna) i ACE (kaptopril).

Najwyzszag aktywnos$¢ enkefalinazy wykazano w mozgu i nerkach [49,
50], ale stwierdzono ja réwniez w ptucach, jadrach, jelicie, tarczycy i nad-
nerczach [5, 33]. W komérkach najwyzsza aktywnos$¢ enzymu wystepuje
we frakcjach mitochondrialnej i mikrosomalnej [5]. Rozmieszczenie enke-
falinazy w moézgu odpowiada rozmieszczeniu receptoréw opiatowych,
a najwyzsza aktywnos$¢ enkefalinazy znaleziono we frakcji bton synap-
tycznych [5, 8, 52, 53]. Fakt wystepowania enkefalinazy w zakornczeniach
nerwowych sugeruje jej role jako neuropeptydazy, tzn. enzymu odpowia-
dajacego za inaktywacje synaptycznie uwalnianego neuropeptydu (enke-
faliny [2, 5]).

IV-3. Mechanizm dziatania

Do niedawna podzielone byty zdania na temat sposobu funkcjonowania
enkefalinazy. Nie byto jasne, czy enzym dziala jako endopeptydaza, czy
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jako karboksypeptydaza dipeptydylowa. Z jednej strony bowiem enkefa-
linaza moze hydrolizowa¢ peptydy, w ktorych grupa karboksylowa ostat-
niego aminokwasu jest zablokowana grupg amidowag lub nawet wigczona
w wigzanie peptydowe, jak w przypadku tancucha B insuliny lub innych
biologicznie czynnych peptydéw [46]. Z drugiej strony jednak najlepszy-
mi substratami enzymu sg enkefaliny z wolng grupa karboksylowg.
W pierwszym przypadku enkefalinaza zachowuje sie jako endopeptydaza,
w drugim, jako karboksypeptydaza dipeptydylowa. Wydajno$¢ enzymu
hydrolizujgcego enkefaliny z wolng grupa karboksylowa jest 10— 100 razy
wyzsza, niz w przypadku zastosowania jako substratu peptydéw z zablo-
kowang koncowa grupa karboksylowa. Po powstaniu kwasowego amidu,
powinowactwo enzymu wobec substratu spada 30— 40 krotnie [49]. Ulega-
ja réwniez obnizeniu, w stosunku do enkefalinazy, wtasciwosci hamujace
peptydow, ktore zawierajg grupe karboksylowa zestryfikowang, zabloko-
wang grupg amidowg lub zastgpiong grupa hydroksylowg [5]. Wydaje sie
wiec, ze enkefalinaza w zaleznosci od warunkéw, moze dziata¢ zaréwno
jako endopeptydaza jak i karboksypeptydaza dipeptydylowa. Wolna grupa
karboksylowa substratu (lub inhibitora) ma duze znaczenie w procesie
katalizy, poniewaz utatwia rozpoznanie substratu przez enkefalinaze. Waz-
nym czynnikiem wptywajacym na wigzanie substratu (inhibitora) z enke-
falinazg jest réwniez reszta argininy (Arg), wystepujaca w czasteczce en-
zymu [54]. Potraktowanie enkefalinazy butendienonem, ktory wigze sie
nieodwracalnie z resztami guanidynowymi, powoduje okoto 80°/0 spadek
aktywnos$ci enzymatycznej [5, 7, 49, 55], Na podstawie: 1 analogii z ak-
tywnym centrum karboksypeptydazy A, ktdrej mechanizm dziatania zo-
stat dosy¢ dobrze poznany; 2. zasadniczych witasciwosci enkefalinazy i da-
nych zwigzanych z badaniami dotyczgcymi aktywnosci i struktury tego
enzymu, mozliwe stalo sie opracowanie struktury centrum aktywnego
enkefalinazy [5, 55],

Zasadniczymi elementami tej hipotetycznej struktury centrum aktyw-
nego enkefalinazy sa:

1. obecnos$¢ dodatniego tadunku Arg wspéidziatajgcego z C koncowa
grupa karboksylowag substratéw peptydowych. To hipotetyczne wigzanie
grupy karboksylowej substratu z grupa guanidynowag Arg enzymu jest
bardzo wazne w katalizie enzymatycznej wéwczas gdy enkefalinaza dziata
nie jak endopeptydaza, ale jak karboksypeptydaza dipeptydylowa.

2. obecnos¢ atomu cynku w centrum aktywnym, ktéry powoduje po-
laryzacje grupy karbonylowej wigzania amidowego substratu, umozliwia-
jac w tym miejscu hydrolityczny rozpad czgsteczki;

3. hydrofobowa kieszen (Si) mogaca pomiesci¢ aromatyczny lub hydro-
fobowy boczny tancuch przedostatniego aminokwasu substratu;

4. dodatkowa kieszen (S2 wspotdziatajgca z bocznym tancuchem C kon-
cowego aminokwasu. Uwaza sie, ze obecnos¢ tej kieszeni jest odpowie-
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dzialna za rézny stopien powinowactwa Met- i Leu-enkefaliny wobec en-
zymu i w zwigzku z tym za inny stopien ich hydrolizy.

Karboksypeptydaza A

kieszen

[¢ ch2 o 0

I | I
P—CH—C-NW-CU-C-0O

Enkefalinata

0O W ch2o H R 0O

I | [ Il i i
Tyi----- Gly —Giy—C— N—CH-C - N-CU —C = O Enkefaliny

€

0 cw2 o0 w o
| Il | |
S—CH2CH-—¢ —N-CW2-0=

0

0 Tiorfan

Ryc. 1. Hipotetyczna struktura centrum aktywnego enkefalinazy

Schemat przedstawia aktywne miejsce karboksypeptydazy A i enkefalinazy oraz
spos6b wiazania substratéw i inhibitoréw do obu enzyméw. Zaréwno substraty jak
inhibitory musza w swojej strukturze zawiera¢ grupe wspotdziatajacg z atomem cyn-
ku oraz hydrofobowe grupy wspétdziatajace z kieszenia hydrofobowa (Si), miejsca
aktywnego enzymu. Na site wigzania substratu lub inhibitora wptywa grupa karbo-
ksylowa w taricuchu, oddziatywujgca z dodatnim tadunkiem miejsca aktywnego, a w
enkefalinazie ponadto boczny tahncuch C koncowego aminokwasu wspoétdziatajacy
z dodatkowg kieszenia (S2 miejsca aktywnego enzymu.

Opierajgc sie na przedstawionej strukturze centrum aktywnego enke-
falinazy, zsyntetyzowano inhibitor enkefalinazy, tiorfan (DL-3 merkapto-
2-benzylopropanoilo-glicyne) [56, 57].

IV-4. Inhibitory enkefalinazy

Aktywnos$¢ enkefalinazy hamuje wiele réznych zwigzkéw. Najsilniej-
szymi inhibitorami tego enzymu okazaly sie jednak fosforylo-Leu-Phe
(IC®L= 0,3 nM), fosforamidon (IC®= 1,1 nM) oraz tiorfan (K; = 4,7 nM).
Inhibitory te maja charakter kompetytywny [7, 51, 58]. Stabszymi inhibi-
torami enkefalinazy sg zwigzki chelatujgce jak wg EDTA i o-fenantrolina,
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ktorych efekt moze by¢ odwrécony przez dodatek jonéw metali (Zn2i,
Co2+). Jako inhibitory enkefalinazy dziatajg tez zwigzki zawierajace grupy
sulfhydrylowe [59]. [3-merkaptoetanol majacy w swojej czgsteczce jedna
grupe SH, hamuje w stezeniu 800 (iM aktywnos$¢ enkefalinazy o potowe.
Ditiotreitol, majgcy dwie grupy SH w czasteczce, a wiec silniej wigzacy
sie przez to z enzymem, obniza aktywnos¢ enzymu o potowe, juz w steze-
niu 8 M [7]. Witasciwosci hamujace aktywnos$¢ enzymu wykazujg tez
barbiturany (inhibicja niekompetytywna) oraz pochodne aminokwasowe
kwasu hydroksamowego) [60, 61]. Aktywnos$¢ enkefalinazy hamujg tez
rozne di- i trojpeptydy. Najbardziej efektywne inhibitory tego typu maja
na N-konncu aminokwasy aromatyczne lub L-leucyne [12, 33].

V. Enkefalinaza B

W wyniku rozdziatu bton komoérkowych mozgu szczura na kolumnach
jonowymiennych otrzymano aminopeptydaze dipeptydylowa, ktéra roz-
szczepia wigzania Gly~Gly3 enkefalin [12]. Enzym ten nazwano enkefali-
naza B. Ustalono nastepnie, ze tylko okoto 10%» aktywnosci enkefalina-
zy B znajduje sie we frakcji bton, natomiast az 90% tej aktywnos$ci wy-
stepuje we frakcji rozpuszczalnej komorki. Inhibitory innych enzymow
rozktadajacych enkefaliny nie hamujg enkefalinazy B [30]. Udziat tego
enzymu w procesie degradacji enkefalin jest niewielki i wynosi kilka pro-
cent [30, 33].

VI. Metabolizm endogennych enkefalin

Enkefaliny w tkankach zwierzecych powstajg z proenkefalin [62]. Pro-
enkefaliny sg poplipeptydami o masie czgsteczkowej 5— 40 kdaltonow,
zawierajacymi w swojej strukturze wiecej niz jedng sekwencje Met- lub
Leu-enkefaliny. Przyktadowo, proenkefalina A wyodrebniona z nadnerczy
wotu, zawiera sze$s¢ sekwencji Met-enkefaliny i jedna Leu-enkefaliny
[62, 63]. Uwaza sie, ze proenkefaliny rozktadane sg przez specyficzne pep-
tydazy do hepta- i heksapeptydow. Przeksztalcenie heksapeptydéw z Arg
lub Liz na C koncu, katalizuje specyficzna karboksypeptydaza nazwana
konwertazg enkefalinowa [64], Dziatanie biologiczne powstatej czgsteczki
Met lub Leu-enkefaliny jest krotkotrwate, ze wzgledu na niezwykle szybKki
rozkltad enzymatyczny jakiemu ulega ona w organizmie. Okreslenie jakie
enzymy sg gtownie odpowiedzialne in vivo za hydrolize enkefalin i préby
stosowania specyficznych inhibitorow tych enzymoéw, maja duze znaczenie
w aspekcie przedtuzenia przeciwbo6lowego dziatania enkefalin.
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Po zidentyfikowaniu enzymow rozkitadajgcych enkefaliny powstato
pytanie, czy zasadniczo za rokiad enkefalin in vivo jest odpowiedzialna
enkefalinaza, aminopeptydaza btonowa (wrazliwa na bestatyne), czy ami-
nopeptydaza rozpuszczalna. W badaniach stwierdzono, ze juz w 2 minuty
po dokomorowym podaniu myszy znakowanej enkefaliny, 80°/» pentapep-
tydu ulegto rozktadowi, a efekt przeciwbdlowy byt bardzo staby. Podanie
z enkefaling jednoczes$nie tiorfanu i bestatyny zapobiegato hydrolizie en-
kefaliny w 90°/0 a wtasciwosci przeciwbolowe tego zwigzku wzrastaty. Po-
dawana réwnocze$nie z enkefaling puromycyna (inhibitor aminopeptyda-
zy rozpuszczalnej) nie zmniejszata w tym ukladzie hydrolizy enkefalin
[30, 65]). Mozna wiec przypuszczaé, ze w proces degradacji egzogennych
enkefalin wigczane sg enkefalinaza i aminopeptydaza wrazliwa na besta-
tyne. Badano réwniez wptyw inhibitora peptydaz na odzyskanie endogen-
nych enkefalin, uwalnianych ze skrawkéw moézgu do Srodowiska inkuba-
cyjnego (po depolaryzacji btony przez K+). W nieobecnosci inhibitoréow
odzyskano tylko matg ilos¢ (16°/0) znakowanej (Met§ enkefaliny uwalnia-
nej z tkanki do $rodowiska inkubacyjnego, reszta ulegata hydrolizie.
W obecnosci tiorfanu lub bestatyny ilos¢ niezhydrolizowanej enkefaliny
wzrastata do okoto 30°/0. Dodatek réwnocze$nie obu tych inhibitoréw, ha-
mowat rozktad enkefalin prawie w 100%. Inne inhibitory, jak puromycyna
czy kaptopril (inhibitor ACE) nie zmieniaty stopnia hydrolizy enkefalin
[2, 65]. Wyniki testéw farmakologicznych zwigzanych z reakcjami myszy
na bodzZce bélowe, w obecnosci ré6znych inhibitoréw peptydaz, potwierdzity
wyniki badan biochemicznych [30, 65]. Wykazaty one, ze tylko tiorfan i be-
statyna powodujg znaczne zahamowanie hydrolizy enkefalin, co zgodnie
z przypuszczeniem objawiato sie spadkiem wrazliwosci zwierzat na bol.

Otrzymane wyniki wskazujg na to, ze w procesie degradacji enkefalin
in vivo zasadnicza role odgrywaja enkefalinaza i aminopeptydaza btono-
wa (wrazliwa na bestatyne).

Przedtuzenie dziatania przeciwbdélowego enkefalin, przez zastosowanie
tiorfanu i bestatyny byto jak dotad ograniczone tylko do badan laborato-
ryjnych na zwierzetach. Pewne nadzieje zwigzane sg z niedawno zsyntety-
zowanym w Laboratorium profesora Raques’a, specyficznym inhibito-
rem enkefalinazy — kelatorfanem [66]. By¢ moze inhibitor ten, nie bedzie
tylko narzedziem do badania efektow i mechanizmu dziatania enkefalin,
ale pozwoli na krok w kierunku zastosowania w terapii specyficznych in-
hibitoréw enzymow degradujgacych enkefaliny, jako srodkéw przedtuzaja-
cych czas zycia czagsteczki enkefaliny.

VII. Uwagi koricowe

Przyjmuje sie obecnie, ze enkefalinaza i aminopeptydaza wrazliwa na
bestatyne dziatajg jako neuropeptydazy [30, 40, 67]. Nie jest jeszcze wy-
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jasnione, czy enkefalinaza i aminopeptydaza biorg udziat in vivo w fizjo-
logicznej inaktywacji takze innych neuropeptydéw, ktére moga by¢ dla
nich substratami in vitro. Przyktadem moze by¢ cholecystokinina (CCK-8),
ktdéra jest bardzo dobrym substratem enkefalinazy in vitro, a zahamowanie
enkefalinazy w doswiadczeniach prowadzonych na skrawkach mézgu nie
zapobiega intensywnej hydrolizie CCK-8 [40]. Szczegétowego wyjasnienia
wymaga rola enkefalinazy. Fakt, ze enzym moze dziata¢ jako endopepty-
daza, niezbyt duza specyficznos¢ substratowa, wysoka aktywnos$¢ enkefa-
linazy poza osrodkowym ukladem nerwowym, zwlaszcza w nerce sugeru-
je, ze moze by¢ ona fizjologicznie zwigzana réwniez z metabolizmem pep-
tydow innych niz enkefaliny [45, 49, 47]. Interesujace wydaja sie doniesie-
nia wigzgce endorfiny i enkefaliny z ukladem immunologicznym. Znale-
ziono bowiem na powierzchni limfocytéw receptory endorfin i enkefalin,
modulujgce czesciowo aktywnos¢ ukiadu immunologicznego, (synteza
przeciwciat, proliferacja limfocytéw) [68]. Powstata w zwigzku z tym hi-
poteza, ze endorfiny i enkefaliny sa fizjologicznymi regulatorami odpowie-
dzi immunologicznej (immunomodulatorami). Sg one swoistymi mediatora-
mi miedzy osrodkowym uktadem nerwowym a ukiadem immunologicz-
nym [69]. Koncepcja ta, wskazujgca na mozliwos$¢é ,potgczenia” tych tak
waznych dla organizmu ukladéw przez czgsteczki endorfin i enkefalin,
bedzie powodowata niewatpliwie dalszy wzrost zainteresowania badania-
mi enzymow ,wyznaczajacych czas dziatania” peptydow opiatowych. Wy-
daje sie, ze w niedalekiej przysztosci, wyjasnienie wielu niewiadomych
zwigzanych jeszcze z rolag enkefalin w organizmie jak i z dziataniem en-
zymow rozktadajacych enkefaliny moze rzuci¢ nowe Swiatto na zwigzek
miedzy czynnikami emocjonalnymi i stresem a odpornoscig organizmu.

Artykut otrzymano 3 stycznia 1986 r.
Zaakceptowano do druku 29 maja 1987 r.
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ANNA JAKUBIEC-PUKA**

Wielkoczasteczkowe proteazy tkanek zwierzecych

A high-molecular-weight proteases of animal tissues

Wykaz stosowanych skré6téw: ATP, adenozynotrifosforan; ATPaza, adenozynotri-
fosfataza; DFP, di-isopropylo-fluorofosforan; DTT, ditiotreitol; E-64, transepoksy-
sukcynylo-L-leucylamido/4-guanidino/butan; Ep-475, L-transepoksysukcynyl-leucy-
lamido/3-metylo/butan; SDS, sdl sodowa siarczanu dodecylu; NEM, N-etylomaleimid;
PMSF, fluorek fenylometylosulfonowy.

Nazwy enzymoéw proteolitycznych zastosowano zgodnie z zasadami przyjetymi w
ostatnich latach w piSmiennictwie miedzynarodowym [1, 2, 3].

Jak wiadomo degradacja biatek w zywej komoérce zachodzi w lizoso-
mach oraz poza lizosomami [2, 3, 4, 5]. Pierwsza z tych drdg, do$¢ dobrze
poznana, prowadzi do peinej hydrolizy biatek do aminokwas6w. Druga,
mato jeszcze znana, prowadzi do hydrolizy biatek krétko zyjacych, biatek
atypowych, a takze biatek, ktérych degradacja jest wybidorczo regulowa-
na. Procz petnej degradacji niektorych biatek, na drodze pozalizosomalnej
nastepuje tzw. ograniczona proteoliza biatek w komodrce, bedgca jednym
z mechanizmoéw selektywnej, potranslacyjnej modyfikacji biatek. Ograni-
czona proteoliza prowadzi wiec przede wszystkim do przetwarzania nie-
ktéorych enzymoéw, hormonéw peptydowych, czy innych peptydéw biolo-
gicznie czynnych w ich formy aktywne; prowadzi tez do inaktywacji wie-
lu czynnych biatek. Ograniczona proteoliza stuzy¢ wiec moze utrzymywa-
niu odpowiedniego dla potrzeb metabolizmu poziomu enzymoéw i innych
substancji biatkowych biologicznie czynnych. Ograniczona proteoliza jest
tez jednag z drog modyfikacji biatlek w czasie procesu translacji. Towarzy-
szy ona ponadto przebudowie cytoszkieletu i, jak sie zdaje, jest jej warun-
kiem, moze wiec wywiera¢ wptyw na ksztatt i czynnos¢ komérki. Ograni-
czona proteoliza jest takze, jak sie wydaje, jednym z elementéw mecha-
nizmu warunkujgcego transport biatek przez btony. Szersze omoéwienie
tych i innych jeszcze funkcji ograniczonej proteolizy znajdzie Czytelnik
w artykutach przeglgdowych [5, 6].

Jakkolwiek w obecnej chwili doceniamy role proteolizy pozalizosomal-

* Mgr biol.,, * Dr n.med., Pracownia Metabolizmu Biatek, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa, ul. Pasteura 3
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Zréznicowana odpowiedz wielokatalitycznej proteazy na stosowane inhibitory i aktywatory.

Aktywnos$¢ proteazy

Masa czasteczkowa (substraty biatkowe)

eneymd Inhibitory Aktywa-
Zrodto enzymu tory
©
Cate Podjed- s . i Zwiazki
biatko nostki @ th § g % c § 5 reFiuku_
kDa kDa tu 3 g' w 3o £ Jace
0 3 3 ©8% z S8
erytrocyty 600
retikulocyty ‘700— 1000 35
przysadka 700
miesnie prazko- 550
wane 500 - - + +
750
650—800 25—32 - - - -
1000
miesnie gtadkie 1300 28 - - -
watroba 650 - - - + -
700 25— 120
650 22—34 - + + + + 4-
720— 760 +
tozysko 700—1000 25—70
+ i — oznacza, odpowiednio, wrazliwo$¢ lub brak wrazliwosci na stosowany zwigzek

nej w przebiegu i regulacji wielu procesbw w komorce, to bardzo mato
wiemy o enzymach proteolitycznych za nie odpowiedzialnych [5]. Jedyna
dobrze poznang proteazg (klasg proteaz) pozalizosomalng komérek zwie-
rzecych jest CANP (kalpaina, EC 3.4.22.17), cysteinowa proteaza aktywo-
wana przez jony Ca2+ [7— 9],

W ostatnich latach odkryty zostat nastepny enzym, czy tez raczej po-
zalizosomalny system proteolityczny. Enzym ten odrézniajg od znanych
dotychczas proteaz [1— 3]: bardzo wysoka, bo co najmniej 500 kDa masa
czasteczkowa, obecnos$¢ kilku centrow aktywnych w jednej wielkiej czg-
steczce, oraz wystepowanie w komorce w formie nieczynnej. Enzym na-
zwany zostat wielkoczgsteczkowg, wielokatalityczng proteazg, w skrécie
HMP [10]. Jego obecnos$¢ stwierdzono w wielu réznych tkankach ssakow
i cztowieka. Wystepuje wiec on, jak sie zdaje, powszechnie w komérkach
zwierzecych.

HMP dotychczas wyizolowano z tkanek ssakow: erytrocytow [11], mies-
nia szieletowego [12— 17], miesnia gtadkiego [17, 18], przysadki mézgowej
[19], watroby [17— 23], soczewki oka [24], kory nadnerczy [25, 26], tozyska
[27], retikulocytow [28], $ledziony, ptuc, jelita, nerki, skéry, mézgu [17].
Najwiecej enzymu, bo az powyzej 300 p.g/g zawierajg tkanki o wysokiej
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Tahela 1
Aktywnos$¢ peptydazy trypsynopodobnej Aktywnos¢ peptydazy chymotrypsynopo-
(substraty niskoczasteczkowe) dobnej (substraty niskoczgsteczkowe)
Inhibitory Akty- Inhibitory Akty-
watory watory o
£
c ia ki c P o
E 5 é f:\cljlalikl ‘2 s o é Zv:ilaikl v
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- + + - - + + + - - 15
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25, 26
+ + + + + + 20, 21
23
+ o+ + + + + ++ o+ + + + 17
. 27
1

aktywnosci metabolicznej, jak watroba czy $ledziona [17]. Stosunkowo
mato jest go w tkankach o mniejszej aktywnos$ci metabolicznej, jak np.
miesien prazkowany (30— 70 jng/g tkanki) lub skéra (5 jig/g tkanki) [17].
Enzym znajduje sie gtdwnie w cytosolu, ale, stwierdzano jego obec-
no$¢ rowniez w blonach komérki [17, 20, 27, 28] i w mitochondriach
[25, 26].

Mase czgsteczkowag enzymu okreslano przy pomocy ré6znych metod, jak
elektroforeza w warunkach niedenaturujgcych, filtracja na zelu, metoda
wysokosprawnej chromatografi cieczowej (HPLC), metoda rozpraszania
Swiatta laserowego, a takze wyliczano z wymiaréw czasteczek enzymu w
obrazach z mikroskopu elektronowego [22, 29]. Na og6t w tej samej pra-
cowni, przy uzyciu roznych metod uzyskiwano zblizone wartosci masy
czasteczkowej enzymu. Natomiast wyniki otrzymywane w réznych pra-
cowniach byty rézne. Wydaje sie, ze réznice te sa zalezne od pochodzenia
enzymu, od metody otrzymywania, a takze wynikaja ze stosowania nie-
odpowiednich standardéw. Z drugiej strony przy pomocy metod immu-
nologicznych stwierdzono identyczno$¢ enzymu pochodzacego z réznych
tkanek [17, 21]. Trudno wiec w tej chwili orzec, czy mamy do czynienia
z formami tej samej proteazy, czy tez raczej z klasa proteaz o analogicz-
nym mechanizmie dziatania.

14 Postepy Biochemii 4/87
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W czasie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym w warunkach nie-
denaturujacych enzym migruje jako pojedynczy prazek. Natomiast w wa-
runkach denaturujgcych migruje jako wiele, zwykle 8—9 peptydéw o ma-
sie czgsteczkowej w granicach 25— 35 kDa. Enzym niektérych tkanek za-
wiera dodatkowo wieksze podjednostki, 70 bgdz 120 kDa [18, 19, 23]. Nie
mozna wykluczyé, ze peptydy te sa produktami autolitycznej degradacji
jednego wielkiego biatka a nie podjednostkami enzymu [17, 19]. Dotych-
czas nikt nie opisal aktywnosci proteolitycznej podjednostek enzymu, ani
tez ich wtasciwosci immunologicznych.

Badanie w mikroskopie elektronowym wykazato, ze enzym ma ksztatt
cylindra o $rednicy 9,6— 11 nm [29] lub nawet 20 nm [22] i dtugosci okoto
14 nm [29]. Analogiczne wyniki uzyskano w przypadku enzymu przygoto-
wanego do badan w mikroskopie elektronowym réznymi technikami,
a takze w wyniku zastosowania metod fizycznych [22, 29]. Cylindryczna
czasteczka ztozona jest z 4 pierscieni utozonych réwnolegle wzgledem sie-
bie. W kazdym z pierécieni jest przypuszczalnie 6 globularnych podjed-
nostek, tak, ze w sumie w skitad wielkiej czasteczki wchodzg 24 mate pod-
jednostki o réznej masie czasteczkowej. Przypuszczalnie czgsteczka ma
ksztatt cylindra wypetnionego cytosolem [29].

Enzym wykazuje cechy proteazy zar6wno serynowej, jak i cysternowej
i zawiera co najmniej dwa [15, 17, 28], a jak niektérzy autorzy uwazaja
[17] co najmniej trzy centra aktywne. Wnioski te wynikajg z réznic aktyw-
nosci i réznego optimum pH enzymu w stosunku do r6znych substratow,
a takze z wrazliwosci na inhibitory (Tabela 1). Enzym hydrolizuje in vitro
biatka takie jak kazeina, insulina, neurotensyna, glukagon i inne [4] oraz
wigzania peptydowe syntetycznych substratéw specyficznych dla trypsyny
i chymotrypsyny. Optimum pH dziatania enzymu jest w granicach od 7
do 10. Specyficzno$¢ substratowa oraz optimum pH wskazujg zatem, ze
enzym jest proteazg neutralno-alkaliczng o wtasciwosciach proteinazy, jak
tez peptydazy trypsyno- i chymotrypsynopodobnej. Dla blizszego scharak-
teryzowania enzymu stosowano ré6zne inhibitory i aktywatory (Tabela 1).
Enzym wykazuje wrazliwos¢ na inhibitory proteaz serynowych jak DFP,
PMSF, bedac réwnoczesnie wrazliwym na niektére inhibitory proteaz
cysternowych. Leupeptyna, antipaina, chymostatyna hamujg enzym cze$-
ciowo lub catkowicie w zaleznosci od substratu (Tabela 1), natomiast po-
wszechnie znane inhibitory proteaz cysternowych E-64, Ep-475, bestatina
nie zmieniajg aktywnos$ci enzymu [12, 15, 16, 20, 23, 28]. Pepstatyna, spe-
cyficzny inhibitor proteaz asparytylowych, nie wywiera wptywu na aktyw-
nos¢ enzymu [14, 16, 17, 23, 25]. Zwigzki redukujace grupy tiolowe jak
DTT, cysteina czy merkaptoetanol zwykle lekko aktywujg enzym (Tabe-
la 1). Zatem enzym wykazuje witasciwosci zarbwno proteazy serynowej jak
i cysteinowej. Wiegkszos¢ autoréw uwaza, ze zawiera on centra aktywne
zaréwno serynowe jak i cysternowe [17]. Niektérzy przypuszczajg nato-
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miast, ze enzym jest proteazg serynowa, wymagajaca do petnej i prawidto-
wej aktywnos$ci udziatu reszt cysternowych, znajdujgcych sie w poblizu
centrum aktywnego [20, 21, 28]. >

Rola HMP w komodrce ani tez jego naturalne substraty nie sg jeszcze
znane. Nieznany jest tez mechanizm regulacji enzymu. Dla uzyskania in-
formacji o regulacji enzymu in vivo, badano w warunkach in vitro wptyw
na aktywnos$¢ enzymu wielu substancji wystepujacych w zywej komérce,
jak kwasy ttuszczowe, fosforany, kationy. Wykazano, ze kwasy tiuszczo-
we w stezeniach okoto 0,02 piM stymulujg, a w stezeniu okoto 100 jiM
znacznie, bo az 7—50 krotnie aktywujg enzym [20, 21, 27, 28, 30]. Naj-
bardziej znaczacg aktywacje powodujg kwasy ttuszczowe o 16— 24 ato-
mach wegla posiadajace wigzanie nienasycone (kwas linolowy i arachido-
nowy) [30], Podobnie jak kwasy tluszczowe dziala na enzym SDS w ste-
zeniu 0,02— 0,06% [16, 19, 20, 27, 28, 30]. HMP jest réwniez wrazliwy na
kationy jedno- i dwuwartosciowe, przy czym poszczegélne kationy wyka-
zujg odmienny wptyw na aktywno$¢ enzymu. Obecno$¢ kwasoéw ttuszczo-
wych (lub SDS) zmienia wrazliwo$¢ enzymu na kationy [16, 20, 21, 27].
Obserwowano réwniez stabilizujgcy wptyw ATP i innych tréj- i dwufosfo-
ran6w na enzym [8]. Niektdrzy z autoréw przypisujg tez enzymowi wtas-
ciwosci ATPazy [18, 23]. Wynika z tego, ze enzym moze by¢ regulowany
przez zmiane stezen naturalnie wystepujacych sktadnikow komorki, a tak-
ze przez zmiane wzajemnych proporcji stezen roznych skiadnikow.

HMP posiada przypuszczalnie naturalny inhibitor(y). Inhibitor taki
znaleziono w ludzkich erytrocytach [10]. Inhibitor jest wielkoczasteczko-
wym biatkiem o masie 240 kDa ztozonym z podjednostek o masie 40 kDa.
Inhibitor ten wykazuje wptyw hamujacy zaréwno na HMP jak i na CANP,
podczas gdy nie hamuje trypsyny, chymotrypsyny i papainy.

Przedstawiono powyzej uzyskane w ostatnich latach informacje do-
tyczgce wielkoczgsteczkowej, wielokatalitycznej proteazy mimo, iz dane
0 niej sg jeszcze niepetne i czesto niejednoznaczne. Enzym ten jest dopiero
w toku intensywnych badan. Wydaje sie jednak, ze HMP jest szczegdlnie
interesujacy poniewaz reprezentuje on zupeinie nowy typ enzymu proteo-
litycznego. Ponadto taka wiasciwosé, jak obecnos¢ wielu centrow enzyma-
tycznych, sprzyja niewatpliwie przyspieszeniu degradacji substratu w ko-
morce, jak tez stwarza mozliwos¢ kooperatywnego lub kaskadowego me-
chanizmu reakcji.

Artykut otrzymano 23 kwietnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 25 czerwca 1987 .r
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I. Wstep

Fosfolipidy, obok biatek, stanowig gtéwny skiadnik strukturalny bton
biologicznych wszystkich zywych organizméw niezaleznie od stopnia roz-
woju ewolucyjnego. Zaleznie od tkanki i organizmu r6zne rodzaje fosfo-
lipidow wystepuja w komoérkach w okreslonych proporcjach. Sa one asy-
metrycznie roztozone w btonach [1, 2]. Jedng z hipotez ttumaczgcych te
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asymetrie jest odmienna lokalizacja enzymoéw uczestniczgcych w syntezie
poszczegblnych rodzajow fosfolipidéw i/lub ich przemieszczanie zachodzg-
ce po syntezie [2]. Przemieszczanie sie fosfolipidowych czasteczek pomie-
dzy réznymi btonami wewngtrzkomoérkowymi uwarunkowane jest nato-
miast obecnoscig i funkcjonowaniem cytoplazmatycznych biatek trans-
portujacych [3, 4].

Fosfolipidy cholinowe i etanoloaminowe powstajag w tkankach zwie-
rzecych droga opisang przez Kennedy’'ego, z udziatem odpowiadajgcych
CDP-pochodnych [5]. Zmiany w szybkosci biosyntezy mogag by¢ przyczynag
zréznicowania procentowej zawartosci fosfolipidéw w blonach. Intensyw-
no$¢ syntezy zalezy od wieku zwierzecia: stwierdzono na przyktad, ze syn-
teza fosfatydylocholiny jest znacznie bardziej intensywna w mézgu mio-
dych, 2-miesiecznych szczuréw niz u osobnikéw starszych [6].

Struktura molekularna fosfolipidéw moze podlega¢ réznym modyfi-
kacjom. Przy udziale fosfolipaz Ai i A 2odszczepiane sa kwasy ttuszczowe,
droga reacylacji powstatych lizofosfolipidéw moga by¢ syntetyzowane no-
we czgsteczki [7]. Drugg z mozliwych, jest wymiana zasady aminowej (cho-
liny, etanoloaminy lub seryny) fosfolipidu na inng wolng zasade. Reakcje
te nazwano reakcjg wymiany zasady (the base-exchange reaction), a enzy-
my blonowe w niej uczestniczagce enzymami wymieniajgcymi zasady (the
base-exchange enzymes). Reakcji tej podlega tylko niewielka czes¢ fos-
folipidow obecnych w btonach.

W ciagu 28 lat od pierwszych doniesien wykazujacych wymiane zasad
w fosfolipidach tkanki watrobowej [8, 9] stwierdzono in vitro powszech-
nos$¢ wystepowania tej reakcji w tkankach zwierzecych oraz czesciowo
oczyszczono z tkanki mdézgowej szczura niektére enzymy wymieniajace
zasady. Zbadano rozmieszczenie tych enzymoéw wplaszczyznie poprzecznej
btony mikrosoméw watroby i mézgu oraz warunki ich dziatania i specy-
ficznos¢ substratowg. Przeprowadzono ponadto obserwacje genetyczne nad
enzymami wymieniajacymi zasady w hodowlach komoérkowych. Wyniki
wszystkich tych badan sg przedmiotem niniejszego artykutu.

Il. Wymiana zasady jako droga syntezy fosfatydylocholiny, fosfatydylo-
etanoloaminy i fosfatydyloseryny w réznych tkankach

Reakcja wymiany zasad aminowych obecnych w fosfolipidach jest
szeroko rozpowszechniona, zarowno w Swiecie zwierzecym, jak i roslin-
nym. Enzymy katalizujgce te reakcje wystepujg w komodrkach gtéwnie w
endoplazmatycznym retikulum, a po jego fragmentacji i réznicowym wi-
rowaniu odnajdywane sg we frakcji bton mikrosomalnych, w Kktérych
reakcje wymiany zasad zachodzg z najwyzszg wydajnoscig. Uzywajac tej
frakcji badz catych homogenatéw tkankowych w badaniach, wykazano
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wymiane choliny i etanoloaminy w: watrobie [8— 17], hepatocytach [18],
nerce [13], sercu [13, 19] i mézgu szczura [20— 23], a takze w sercu psa
[24], ptytkach krwi krélika [25— 27] i ludzkich leukocytach [28]. W tych
ostatnich, podobnie jak w mikrosomach mézgu szczura, aktywnos$¢ wy-
mieniajgca etanoloaminy jest ponad 2-krotnie wyzsza niz seryny, a ta niz
choliny.

Mozliwos¢ in vivo syntezy fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloami-
ny droga wymiany zasady nie jest ostatecznie wyjasniona. Po jednoczes-
nym dozylnym podaniu szczurom 3P-ortofosforanu i sH-choliny stwierdzo-
no 20-krotnie wyzszy stosunek S$H/3P w fosfatydylocholinie watrobowej
niz fosforanie choliny w tej tkance, co wskazuje na intensywng reakcje
wymiany choliny [29]. Inni autorzy [30] stwierdzajg, ze szybkos$¢ syntezy
fosfatydylocholiny w watrobie droga wymiany choliny odpowiada jedynie
1/20 szybkosci syntezy de novo z udzialem CDP-choliny. Podanie domoéz-
gowo znakowanego ortofosforanu i choliny réwniez wykazuje zachodzenie
reakcji wymiany choliny in vivo w tej tkance [21, 31]. Mniej przekonywa-
jace dane otrzymano w przypadku reakcji wymiany etanoloaminy zaréw-
no w mézgu [22] jak i w watrobie [32].

Wbudowywanie seryny do fosfolipidéw droga wymiany zasady badano
w tkankach takich jak: watroba [9, 16, 17, 33, 34], serce [19, 35] czy mobzg
szczura [36], a takze mozg kurczecia [37], swinki morskiej [38] i krolika
[39], siatkbwka oka [40], ptytki krwi [25— 27] i tkanka chrzestna krolika
[41], serce psa [24], watroba myszy [42] i ptuca chomika [43]. Uzyto row-
niez hepatocytéw szczura [18, 44], mysich fibroblastéw [45] i ludzkich
leukocytéw [28, 46].

Wymiane seryny i innych zasad wykazano w mikrosomach nasion gro-
chu [47] i endospermie nasion rycynusa [48], a takze w tkankach nizszych
ewolucyjnie zwierzat, jak na przykiad w ciele ttuszczowym larw muchy
[49, 50], w miesniach szaranczy afrykanskiej [51]. W mitochondriach pier-
wotniaka Tetrahymena pyrijormis [52] stwierdzono wbudowywanie znako-
wanej seryny do fosfatydyloseryny i znakowanej etanoloaminy do fosfa-
tydyloetanoloaminy, nie obserwowano natomiast inkorporacji choliny do
fosfatydylocholiny. Takze mitochondria z komoérek raka Ehrlicha [53]
i szybko rosnagcej hepatomy Morrisa 7777 [54] wbudowuja znaczne ilosci
seryny drogg wymiany zasady. Powstajgca w tych ostatnich fosfatydylo-
seryna szybko jednak ulega dekarboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy.

Najbardziej ogélny, schematyczny zapis reakcji wymiany zasady moz-
na przedstawi¢ nastepujaco:

PX + Y - » PY + X
substraty enzym produkty

gdzie PX — jest czgsteczkg endogennego fosfolipidu (fosfatydylocholiny,
fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydyloseryny), a Y — wolnym aminoalko-
holem (choling, etanoloaming, seryng). Produktami reakcji sa: PY — nowa
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czasteczka fosfolipidu z wymieniong resztg aminoalkoholowg oraz X —
uwolniony z substratu aminoalkohol.

Reakcja nie wymaga nakitadu energii [9, 10, 33], zachodzi w alkalicz-
nym pH i wymaga specyficznie obecnosci jonéw Ca2+. Reakcje wymiany
zasady hamujg EDTA [16, 36] lub EGTA [19], wysoka sila jonowa [56]
oraz inne niz jon Ca2+ dwuwartosciowe kationy, na przyktad: Mg2+, Mn2+,
Zn2+, Co2+ [10, 24, 25, 28, 33, 57]. W mikrosomach roslin wyzszych nie
zaobserwowano hamujgcego dziatania jonéw Mni+ [47],

Poczatkowo [10] przypuszczano, ze enzymem Kkatalizujgcym reakcje
wymiany zasad w mikrosomach jest bitonowa fosfolipaza D (fosfatydo-
hydrolaza fosfatydylocholiny, EC 3.1.4.4), ktéra powoduje hydrolize fos-
folipidow z utworzeniem kwasu fosfatydowego. Enzym ten w obecnosci
Ca2+ i aminoalkoholi umozliwia powstawanie nowych fosfolipidéw droga
transfosfatydylacji. Hipoteza ta zostata odrzucona ze wzgledu na odmien-
ne wiasciwosci fosfolipazy D w poréwnaniu z enzymami wymieniajacymi
zasady. Fosfolipaza D wykazuje inne optimum pH reakcji transfosfatydy-
lacji [36, 37, 58], dziata zarobwno w obecnosci Ca2+ jak i Mg2+. Katalizuje
ona wbudowywanie glicerolu do fosfatydyloglicerolu i inne reakcje [58],
ktorych nie katalizujg enzymy wymieniajgce zasady. Ponadto, jak wy-
kazano, czesciowo oczyszczony enzym wymieniajgcy seryne [59] nie spet-
nia funkcji fosfolipazy D [60].

I1l. Wiasciwosci enzymow wymieniajagcych zasady

Jak juz wspomniano w poprzednim rozdziale, zalezng od jon6éw Ca2+
inkorporacje seryny, choliny i etanoloaminy do odpowiednich fosfolipidéw
drogg wymiany zasad badano in vitro w wielu tkankach. Zastosowanie w
tych badaniach réznych stezen Ca2+, buforéw i pH (Tabela 1) nie pozwala
na bezposrednie poréwnywanie wynikéw. W doswiadczeniach z uzyciem
mikrosomoéw moézgu kurczecia [37] zmiana buforu Tris/Cl w medium
reakcyjnym na weronalowy/NaOH w tym samym zakresie pH i stezen nie
powodowata istotnych zmian wartosci Kmi Vnmex Bufory: imidazolowy,
Tris i glicyloglicynowy uzyte zamiast buforu HEPES hamowaty reakcje
wymiany zasad w przypadku zsolubilizowanych bton mikrosoméw moézgu
szczura [56]. Zaobserwowano zaleznos¢ efektywnosci wymiany wszystkich
trzech zasad od pH buforu i stezenia Ca2+ w medium reakcyjnym. Stwier-
dzono to, w przypadku mikrosomoéw watroby [16] i m6zgu szczura [36, 55],
serca psa [24] i ptytek krwi krolika [27]. Stezenie jon6éw Ca2+ optymalne
dla wydajnosci tych reakcji zwieksza si¢ wraz z obnizaniem pH Srodowiska
i odwrotnie. Sugeruje sie [16], ze kation Ca2+ jest zwigzany elektrostatycz-
nie z ujemnie natadowanymi domenami enzymu. Jony H+ wspétzawodni-
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czg 0 te same miejsca w enzymie. Enzym jest aktywny tylko w postaci
kompleksu z kationami Ca2+. Stezenie Ca2+ powyzej optymalnego hamuje
reakcje wymiany zasady w wyzszym pH, zatem tylko wolny kation Ca2+
aktywuje enzym, a formy Ca(OH)+ i Ca(OH)2hamujg jego aktywnos¢.

Ré6zne wartosci optimum pH i stezen jonéw wapniowych dla reakcji
wymiany poszczeg6lnych zasad sugerowaty obecnos¢ w tkankach odreb-
nych enzymoéw. Przemawiajg za tym rowniez wyniki badan z uzyciem
detergentéw, ktére w réznym stopniu hamujg inkorporacje wolnych za-
sad [36]. Preparat zsolubilizowanych biton mikrosomoéw mézgu szczura
[66] wymagat dla wymiany zasad obecnosci egzogennych fosfolipidow w
postaci azolektyny (handlowego preparatu mieszaniny fosfolipidow). In-
korporacja wszystkich trzech znakowanych zasad byta zalezna od stezenia
dodawanego biatka enzymatycznego i prostoliniowa w odpowiednim za-
kresie jego stezen i w czasie. W tych warunkach jednowarto$ciowe katio-
ny, zaleznie od wielkos$ci jonu (Li+> Na+ > K+ > NHi), hamuja inkor-
poracje choliny i etanoloaminy. Stwierdzono tez, ze sole chlorkowe tych
kationéw bardziej hamujg reakcje niz octany. Rodanki sodowy i potasowy
w stezeniu 0,4 M hamujg reakcje wymiany zasad w 50%.

W ostatnich latach, wykazano stymulacje inkorporacji seryny i innych
zasad na drodze wymiany przez antagonistéw kalmoduliny, takich jak:
chloropromazyna (CPZ), trifluoroperazyna (TFP) i N-(6-aminoheksylo)-5-
chloro-l-naftaleno-sulfonoamid (W-7) w btonach ptytek krwi kroélika [25—
27] i btonach ludzkich leukocytéw [28]. Wyzej wymienione zwigzki znane
sg z tego, ze hamuja efekty biologiczne kalmoduliny, miedzy innymi wy-
dzielanie serotoniny, agregacje ptytek krwi, zmiane ich ksztattu [62, 63],
czy aktywnos$¢ mitogenng limfocytéw [64]. Poczatkowo wykazano, ze obni-
zanie sie poziomu endogennej, wolnej seryny w ptytkach zalezy od czasu
dziatania i stezenia CPZ, a takze jest proporcjonalne do indukowanego
przez lek stechiometrycznego wbudowywania seryny do fosfatydylosery-
ny w obecnosci endogennego Ca2+. Natomiast poziom endogennych etano-
loaminy i choliny wzrastat zaleznie od czasu ekspozycji i stezenia CPZ,
bez efektywnego wptywu leku na inkorporacje tych zasad do odpowied-
nich fosfolipidéw [26]. Wczes$Sniej tez sugerowano, ze endogenna kalmodu-
lina jest inhibitorem reakcji wymiany zasad w btonach ptytek krwi ze
wzgledu na tworzenie komplekséw kalmodulina-Ca2+. Egzogenna kalmo-
dulina hamuje jedynie inkorporacje choliny do fosfatydylocholiny [25],
W dalszych badaniach wykazano, ze w warunkach fizjologicznych stezen
seryny, etanoloaminy i choliny, antagonisci kalmoduliny w obecnosci 0,1
i 3 mM stezen Ca24 stymulujg inkorporacje wszystkich trzech zasad do
fosfolipidéw [27] bez zmiany powinowactwa poszczegélnych wolnych za-
sad do enzyméw. Inhibicja wigzania Ca2+ z btonami ptytek i stymulacja
aktywnosci enzymow wymiany zasad przez leki sg ze soba $cisle skorelo-
wane. Jedynie 6-aminoheksylo-l-naftaleno-sulfonoamid (W-5), stabszy an-
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tagonista kalmoduliny hamuje wigzanie Ca2+, a tylko w niewielkim stop-
niu aktywuje reakcje wymiany zasad [27]. Podobnie, w btonach ludzkich
leukocytéw pozbawionych wolnych zasad aminowych i kalmoduliny [28],
CPZ i TFP stymulujg aktywnosci enzymoéw wymieniajgcych etanoloami-
ne i seryne. Dodanie egzogennej kalmoduliny nawet w obecnosci wysokich
stezen Ca2+ hamuje reakcje wymiany choliny i seryny, podczas gdy reak-
cja wymiany etanoloaminy byta niewrazliwa na obecno$¢ tego biatka.
Przytoczone wyzej dane wskazujg, ze stymulacja aktywnosci enzymow
wymiany zasad przez leki nie jest bezposrednio spowodowana obecnoscig
duzych stezen wolnego Ca2+. Stymulacja aktywnosci tych enzymoéw i ha-
mowanie wigzania Ca2+ z btonami wydajg sie by¢ odrebnymi procesami.
Dalsze badania z uzyciem oczyszczonych enzymoéw wymieniajgcych zasady
pozbawionych fosfolipidéw i kalmoduliny, moga wiec dopiero wyjasnic
czy leki oddziatywaja bezposrednio z fosfolipidami, kalmoduling czy z en-
zymami.

W okresleniu wtasciwosci enzymoéw wymieniajgcych zasady istotng jest
kwestia ich specyficznosci substratowej wzgledem rodzajow molekular-
nych fosfolipidow, biorgcych udziat w reakcjach. W mikrosomach watro-
by szczura najefektywniej produkowane in vitro w reakcji wymiany cho-
liny sg czgsteczki fosfatydylocholiny z wielonienasyconymi kwasami ttusz-
czowymi [14, 65]. Szybko$¢ wbudowywania choliny do heksanienasyconych
rodzajow molekularnych fosfatydylocholiny byta 10— 15 razy wieksza niz
do mononienasyconych rodzajow tego fosfolipidu [16]. Podobnie etano-
loamina jest wbudowywana gtéwnie do wielonienasyconych rodzajow
fosfatydyloetanoloaminy. Ws$réd tych ostatnich ilos¢ utworzonych heksa-
nienasyconych rodzajow byta dwukrotnie wyzsza niz mono- i dinienasyco-
nych [16].

W doswiadczeniach in vivo najwydajniej znakowane w mikrosomach
watroby sa rodzaje fosfatydylocholiny z mononienasyconymi kwasami
ttuszczowymi [66, 67]. Jednakze w tym przypadku istotng role moze od-
grywac¢ droga syntezy z udzialem CDP-choliny. Wbudowang in vivo eta-
noloamine odnajduje sie w mikrosomach mézgu szczura w fosfatydyloeta-
noloaminie diacylo- i alkenyloacylo- w stosunku 10 : 1 [68].

Analogiczne badania dotyczace specyficznos$ci substratowej przeprowa-
dzono réwniez dla reakcji wymiany seryny. W mikrosomach watroby [34]
po 10 minutach reakcji radioaktywna seryna najintensywniej, bo az w
43°/o, wbudowywana byta do fosfatydyloseryny zawierajacej kwasy: nasy-
cony — heksanienasycony i w 23% nasycony — tetranienasycony, co w za-
sadzie jest zgodne z procentowym rozktadem tych rodzajow molekularnych
w tkance. Rodzaje fosfatydyloseryny o skiadzie kwas6w ttuszczowych: na-
sycony — heksanienasycony i nasycony — tetranienasycony stanowig
31,3%>, a nasycony— trinienasycony 16,0°/0 catkowitej puli tego fosfolipidu
[69]. W przypadku oczyszczonego enzymu [59] najlepszymi akceptorami
byty kolejno: plazmalogen etanoloaminy z zéttka jaja > fosfatydyloetano-
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loamina z watroby wieprzowej >e fosfatydyloetanoloamina z zéttka jaja, co
sugeruje, ze skitad kwasow ttuszczowych w fosfatydyloetanoloaminie od-
grywa wazng role. Natomiast fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna, fos-
fatydyloinozytol i kwas fosfatydowy byly nieaktywne jako akceptory se-
ryny.

Wymiana seryny w mikrosomach watroby myszy jest hamowana przez
wolne, nasycone kwasy ttuszczowe o diugosci tancucha 8-16 atomoéw we-
gla, podane w stezeniu 1— 10 mM. Kwasy te zmieniajg warto$s¢ maksymal-
nej szybkosci reakcji (Vmex), pozostajac bez wptywu na statg K mwzgledem
seryny [70]. Podobnie kwasy: laurynowy, palmitynowy, stearynowy, olei-
nowy i linolowy hamujg synteze fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolo-
loaminy droga wymiany zasad w hepatocytach szczura [18].

IV. Solubilizacja, oczyszczanie i charakterystyka enzymoéow
wymieniajacych zasady

Pierwszg prébe izolowania enzymoéw wymieniajgcych zasady przepro-
wadzono na mikrosomach mézgu szczura z zastosowaniem solubilizacji
bton przy uzyciu amfoterycznego detergentu Miranol H2M, o pi rownym
7,0 [71]. W preparacie tym wykazano tylko niewielka inkorporacje radio-
aktywnych zasad w nieobecnosci egzogennego fosfolipidu. Dodanie azolek-
tyny powodowato znaczne podwyzszenie inkorporacji wszystkich trzech
zasad. Uzywajac frakcji 35.000 x g moézgu szczura wykazano, ze Miranol
H2M w stezeniu I°/0 (w/0) solubilizuje 50°/0 biatka, okoto 30°/0 fosfolipi-
déw, 40% cerebrozydéw i 11% cholesterolu [56], a preparaty enzymatycz-
ne sg bardzo labilne w obecnosci detergentu. Stabilno$¢ enzymdéw popra-
wiono usuwajac detergent metodg filtracji na Sephadex G-25. Otrzymany
po solubilizacji preparat prowadzit reakcje wbudowywania wszystkich
trzech zasad do odpowiadajacych im fosfolipidow z r6zna szybkoscig, co
sugerowato obecnos$¢ odrebnych enzymow. W dalszych pracach, prowadzo-
nych na tym samym materiale, zastosowanie odmiennych procedur oczysz-
czania enzymow (Tabela 2) umozliwito rozdzielenie aktywnos$ci enzyma-
tycznych specyficznie wbudowujgcych etanoloaming, seryne i choling [72].
W badaniach tych mikrosomy solubilizowano w mieszaninie detergentéw
zawierajgcej Miranol H2M i cholan sodu, ktédry hamuje inaktywacje enzy-
mow wymiany zasad spowodowang przez Miranol H2M. Oznaczona mak-
symalna aktywno$¢ enzymow w mieszaninie detergentow, przy odzysku
biatka mikrosomalnego 66,3%), wynosita w nmolach/mg biatka/godz: dla
wymiany etanoloaminy 28,8, seryny 16,3 i choliny 3,0. Kolejnym etapem
w preparatyce byto wysalanie siarczanem amonu w obecnosci azolektyny,
ktora zabezpieczata enzymy przed utratg aktywnosci w czasie dializy
i chromatografii. W osadzie frakcji wysolonej przy 35%) nasycenia siar-
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czanem amonu odzyskiwano, niewrazliwg na detergenty, aktywno$¢ en-
zymatyczng katalizujagca wymiane choliny. Nastepne etapy doprowadzity
do rozdzielenia aktywnosci wymieniajgcych etanoloamine i seryne, ktoére
stanowity odpowiednio 74°/0 i 65°/n aktywno$ci natywnych mikrosomow
[72].

Zmiana warunkéw solubilizacji i chromatografii na Sepharose 4B oraz
dwukrotny rozdziat na DEAE-celulozie z uzyciem réznych eluentéw umoz-
liwity wyodrebnienie aktywnos$ci enzymatycznej wymieniajacej seryne
[59]. Uzyskano jej 37-krotne oczyszczenie z wydajnoscig 2-5%>. AKtyw-
nos$¢ specyficzna wbudowywania seryny wynosita 370 nmoli/mg biatka/
godz. Stwierdzono jednak, ze oczyszczony enzym pozostajgcy w eluencie
(0,2 M NaCl) byt aktywny tylko w ciggu 24 godzin. W kolejnych prébach
[61] oczyszczania tego enzymu obnizono stezenia obu detergentéw, wzbo-
gacajgc medium w (3-merkaptoetanol. W otrzymanym preparacie wykaza-
no aktywnos¢ enzymoéw wymieniajgcych etanoloamine i seryne, natomiast
aktywnos$¢ cholinowa byta niemierzalna. W procedurze pominieto etap
wysalania siarczanem amonu, aby zapobiec reagregacji enzymdéw, nanoszac
mikrosomalny ekstrakt detergentowy wprost na kolumne z Sepharose
CL-4B. Eluowany drugi niski szczyt biatkowy zawierat 80°/0 aktywnosci
enzymoOw wymieniajgcych seryne i etanoloamine. Preparat ten zachowy-
wat aktywnos$¢ w ciggu kilku miesiecy. Z materiatu tego, po chromatogra-
fii na kolumnie z phenyl-Sepharose 4B odzyskiwano obie aktywnos$ci wy-
mieniajace w skokowym gradiencie Tritonu X-100. Frakcje eluowane 0,4°/0
roztworem Tritonu X-100 wykazywaly najwyzszg aktywnos$¢ specyficzna.
Inne detergenty: Miranol H2M, cholan sodu, oktyloglukozyd zastosowane
do elucji hamowaty aktywnosci wymieniajgce etanoloamine i seryne. Pre-
parat wirowano w gradiencie glicerolu i poddawano elektroforezie na zelu
agarozowopoliakryloamidowym w warunkach niedenaturujgcych. Aktyw-
nosci wymieniajace etanoloamine i seryne migrowaty w zelu wspdlnie, co
sugerowato, ze maja ten sam ciezar molekularny. Aktywno$¢ wymienia-
jaca seryne oczyszczono 43-razy, a wymieniajaca etanoloamine 76-razy w
poréwnaniu z aktywnos$ciami zsolubilizowanego preparatu bton. Stosunek
obydwu aktywnosci byt staly w trakcie preparatyki. Aktywnos$¢ specyficz-
na wymiany seryny wynosita 240, a etanoloaminy 405,8 nmola/mg biatka/
godz. W elektroforezie na zelu poliakryloamidowyim z uzyciem SDS uzys-
kano jeden prazek biatkowy o masie okoto 100 kDa, co swiadczy o homo-
gennosci preparatu. Jak sugerujg autorzy tej pracy, w mikrosomach méz-
gu szczura funkcjonuje jeden enzym wymieniajgcy etanoloaming i seryne,
o dwéch specyficznych miejscach wiazacych.

Przedstawione powyzej prace sg jedynymi, udokumentowanymi pré-
bami oczyszczenia enzymdéw wymieniajgcych zasady. Wyniki tych badan
sg jednak sprzeczne. Udziat zatem jednego lub kilku enzymoéw w reakcjach
wymiany zasad w mikrosomach mézgu szczura, a takze w innych tkan-
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kach pozostaje nadal kwestig otwarta. By¢ moze w rozwigzaniu tej kwestii
beda pomocne coraz bardziej doskonate metody solubilizacji i chromato-
grafii, a takze badania genetyczne umozliwiajgce wyizolowanie genu lub
genoéw, odpowiedzialnych za synteze tych enzymoéw.

V. Asymetryczne rozmieszczenie w plaszczyznie poprzecznej blony
mikrosomalnej enzyméw wymieniajgcych zasady

Endoplazmatyczne retikulum jest gtownym miejscem syntezy fosfoli-
pidéw w komdrce. Tu syntetyzowane fosfolipidy wykorzystywane sg w
biogenezie innych bton komérki. Dlatego tez rozmieszczenie enzymoéw syn-
tezy i degradacji fosfolipidow w dwuwarstwie lipidowej tej btony oraz
dostepnos¢ ich centrow aktywnych od strony cytoplazmatycznej badz ek-
stracytoplazmatycznej budzi zrozumiate zainteresowanie. Ws$réd uzywa-
nych metod najpowszechniejsze to: traktowanie badanych bton enzymami
proteolitycznymi (np. trypsyna, chymotrypsyna, pronazg) oraz chemiczne
znakowanie okreslonych grup (np. aminowej) nowo-zsyntetyzowanych
fosfolipidow. Stosowane jest tez trawienie réznymi fosfolipazami (A2 C,
D), badz dla lokalizacji fosfolipidowego produktu, badz dla okresSlenia jaki
fosfolipid jest wymagany dla aktywnosci danego enzymu. We wszystkich
przypadkach istotne jest, aby enzymy i znakujace zwiazki nie przechodzi-
ty do wewnetrznej warstwy lipidowej badanej btony. Kierujac zain-
teresowanego czytelnika do wczesniej opublikowanego artykutu na tamach
Postepoéw Biochemii, w ktéorym metody te zostaty dokiadniej omdéwione
[2] zatrzymamy sie tutaj jedynie nad rozmieszczeniem enzymow wymiany
zasad w pilaszczyznie poprzecznej btony mikrosomalnej. Dane, ktére
przedstawimy uzyskano gtéwnie badajgc tkanki moézgowa i watrobowg.
Sposréd trzech aktywnosci wymieniajacych zasady najbardziej zgodne wy-
niki uzyskano w przypadku aktywnosci enzymatycznej wymieniajacej cho-
line. W obu wyzej wymienionych tkankach centrum aktywne tego enzy-
mu, podobnie jak cholinofosfotransferazy (EC 2.7.8.2) [73— 75] zlokalizo-
wano po stronie cytoplazmatycznej biony, a wiec zewnetrznej pecherzy-
kéw mikrosomalnych uzyskanych po fragmentacji tkanki. Mikrosomy obu
tkanek trawione enzymami proteolitycznymi tracity bowiem aktywnos¢
enzymu wymieniajgcego choling bez uszkodzenia integralnej struktury
btony. Mikrosomy mozgu traktowano takze niskimi stezeniami rteciodek-
stranu, ktéry podobnie jak enzymy proteolityczne hamowat aktywnos$c¢
wymieniajaca choline [75]. Trawienie fosfolipaza C powodowato réwniez
hamowanie aktywnos$ci wymieniajgcej choline, ktéra w tym jednak przy-
padku byta przywracana dodaniem azolektyny [76]. Warto przy tym pa-
mietaé, ze okoto 80% catkowitej zawartosci fosfatydylocholiny w bionie
mikrosomalnej watroby szczura znajduje sie w zewnetrznej, cytoplazma-
tycznej warstwie [77].
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W podobny sposéb badana byta aktywno$¢ wymieniajgca etanoloamine,
jednakze otrzymane wyniki odnosnie jej lokalizacji w ptaszczyznie po-
przecznej btony sa rozbiezne, a interpretacja ich bardziej skomplikowana.
We wczesniejszych doswiadczeniach na mikrosomach moézgu wykazano, ze
aktywnos$ci wymieniajgce etanoloamine i seryne w przeciwienstwie do
aktywnosci wymieniajacej choline sg niewrazliwe na trawienie trypsyng
1 dopiero potraktowanie pecherzykdéw roztworem taurocholanu prowadzi
do ich inaktywacji [76]. Uzycie kwasu trojnitrobenzenosulfonowego
(TNBS) w dalszych badaniach zaréwno mikrosoméw moézgu [78] jak i wa-
troby [79] przyblizyto wyjasnienie tego zagadnienia. TNBS jest zwigzkiem,
ktory w pewnym zakresie stezenn i w odpowiedniej temperaturze nie prze-
chodzi przez btone. Reagujgc z grupg aminowa amin I-rzedowych tworzy
kompleks mozliwy do oznaczenia spektrofotometrycznie. Po przeprowa-
dzonej reakcji wymiany z uzyciem radioaktywnej etanoloaminy TNBS
postuzyt do stwierdzenia lokalizacji produktu, a wiec nowo-zsyntetyzo-
wanej fosfatydyloetanoloaminy. W obu frakcjach mikrosomalnych wyka-
zano, ze wystepuje ona w warstwie zewnetrznej, a wiec cytoplazmatycz-
nej. W przypadku mikrosoméw moézgu szczura tylko 24°/a catkowitej za-
wartosci fosfatydyloetanoloaminy reagowato z TNBS. Odpowiada to jed-
nak catej fosfatydyloetanoloaminie zewnetrznej warstwy btony mikroso-
malnej. Wynik ten wskazuje na lokalizacje aktywnosci wymieniajgcej
etanoloamine po stronie cytoplazmatycznej. Przemawiajg réwniez za tym
wyniki badan z zastosowaniem trawienia pronaza i ,miareczkowania” rte-
ciodekstranem szorstkiego retikulum endoplazmatycznego mézgu [80]. Uzy-
cie TNBS umozliwito takze zlokalizowanie w mikrosomach watroby en-
zymu wymieniajacego etanoloamine, jak i produktu reakcji w zewnetrznej
(cytoplazmatycznej) warstwie btony [79]. Wykazano ponadto, ze dodanie
EDTA po przeprowadzonej reakcji wymiany hamuje transport fosfatydy-
loetanoloaminy do wewnetrznej warstwy. W obecnosci jonéw Ca2+ po
2 min reakcji wymiany z radioaktywna etanoloaming aktywnos$¢ specy-
ficzna powstajgcej fosfatydyloetanoloaminy byta 3-krotnie wyzsza w ze-
wnetrznej warstwie niz w wewnetrznej, natomiast po 30 min ulegata w
obu warstwach wyréwnaniu. Wskazuje to na szybkie przemieszczanie sie
produktu wewnatrz btony [79]. Z badan sztucznych bton lipidowych, zbu-
dowanych z dwuwarstwy wynika, ze istotng role przy przemieszczaniu si¢
fosfatydyloetanoloaminy odgrywa fosfatydyloseryna. Po dodaniu jonow
Ca2+ ulega ona (a takze inne kwasne fosfolipidy) szybszej dyfuzji lateral-
nej umozliwiajac przemieszczanie si¢ fosfatydyloetanoloaminy w formie
heksagonalnej IIn pomiedzy obiema monomolekularnymi warstwami [81].

Przeciwstawng lokalizacje aktywnosci wymieniajgcej seryne wykaza-
no w mikrosomach watroby i mézgu. W mikrosomach watroby za pomoca
trawienia chymotrypsynag ustalono jej obecno$¢ w zewnetrznej warstwie
[74], W mikrosomach moézgu wyniki trawienia trypsyna, chymotrypsyna,
pronazg, ,miareczkowania” rteciodekstranem, a takze inkubacji z TNBS

15%
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po wymianie znakowanej seryny wskazujg na jej obecno$¢ w warstwie
wewnetrznej (ekstracytoplazmatycznej) [82]. W przypadku mikrosomoéw
watroby nie wykazano hamujacego wptywu rteciodekstranu na aktywnos$c¢
wymieniajaca seryne, co jest w pewnej sprzecznosci z obserwowang inak-
tywacja pod wptywem chymotrypsyny. Proteoliza biatek po stronie cyto-
plazmatycznej moze jednak powodowa¢ inaktywacje centrum aktywnego
po stronie wewnetrznej btony [74]. Odmienne rozmieszczenie aktywnosci
enzymatycznej wymieniajagcej seryne moze by¢ takze spowodowane spe-
cyficznoscia tkankowa. Nalezy réwniez pamietaé¢, ze preparat mézgowych
mikrosoméw jest bardziej heterogenny i zawiera prawdopodobnie wiecej
zanieczyszczen fragmentami bton komérkowych, a takze pochodzi z réz-
nych rodzajow komorek.

Bardzo ciekawe jest, wykazane niedawno, utrzymanie asymetrii w roz-
mieszczeniu aktywnos$ci enzymatycznej wymieniajacej etanoloamine w
reagregujacych mézgowych pecherzykach mikrosomalnych po solubiliza-
cji roztworem oktyloglukozydu i jego oddializowaniu [83, 84]. Procedura
reagregacji skiadnikéw biatkowo-lipidowych tych pecherzykéw wymaga
obecnosci jon6éw Ca2+ bgdz Mg2+ w medium dializacyjnym i jest wyzsza
w pH 6, anizeli w alkalicznym. Stwierdzono, ze dodana egzogenna fosfaty-
dyloetanoloamina hamuje aktywno$¢ wymieniajaca choline w miejszym
stopniu niz wymieniajacag etanoloamine, podczas gdy fosfatydylocholina
nie wptywa na wymiane choliny, natomiast aktywuje wymiane etanoloa-
miny [84].

V1. Genetyczna regulacji biosyntezy fosfolipidéw droga wymiany zasady

Izolowanie i charakterystyka biochemiczna komorek wykazujgcych
specyficzne mutacje enzymatyczne umozliwia wyjasnienie mechanizmu
kontrolujgcego metabolizm fosfolipidow i okreslenie znaczenia reakcji wy-
miany zasad. Bardzo dobrym materiatem do badan genetycznych dotyczag-
cych metabolizmu fosfolipidow w komoérkach ssakéw okazaty sie hodowa-
ne in vitro komérki jajnikowe chinskiego chomika (Chinese hamster ovary
cells, w skdércie CHO-K1). Komoérki te wymagajg podioza, zawierajacego
choling. W warunkach zahamowanej endogennej syntezy fosfatydylocho-
liny wykorzystuja one do wzrostu egzogenne fosfolipidy cholinowe: fos-
fatydylocholine i lizofosfatydylocholine, obecne w surowicy cielecej do-
dawanej do pozywki [85]. Komoérki CHO-K1 hodowane w nieobecnosci
choliny w pozywce wykazujg znaczne zmiany aktywnosci dwoch enzymoéw
biorgcych udziat w metabolizmie fostatydylocholiny, a mianowicie cyty-
dylilotransferazy CTP: cholinofosforan (EC 2.7.7.15) i enzymu wymienia-
jacego choline. Aktywnos$¢ pierwszego z tych enzymoéw ros$nie, podczas
gdy drugiego maleje o okoto 50°/0. Dodanie choliny do medium jej pozba-
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wionego powoduje szybki wzrost aktywnos$ci enzymu wymieniajgcego cho-
line i spadek aktywnosci cytydylilotransferazy. Aktywnos$¢ pozostatych
enzymow, biorgcych udziat w szlaku syntezy de novo, nie ulega zmianie.
Roéwniez aktywnosci wymieniajgce etanoloamine i seryne pozostawaty
niezmienione w komdérkach hodowanych z choling i bez niej. Wartos¢ Km
wzgledem aktywnos$ci wymieniajacej choline pozostawata stata niezaleznie
od obecnosci choliny, natomiast po dodaniu choliny obserwowano 3-krotne
zwiekszenie wartosci Vnmex tego enzymu. W komérkach hodowanych w nie-
obecnosci choliny zmniejsza sie réwniez powinowactwo aktywno$ci wy-
mieniajacej choling wzgledem Ca2+. Dodanie fosfatydylocholiny z zéitka
jaja przywracato aktywnos¢ tego enzymu w komoérkach hodowanych w
nieobecnosci choliny do poziomu takiego jak w komérkach hodowanych
w jej obecnosci, a takze zwiekszato powinowactwo enzymu wymieniaja-
cego choline wzgledem Ca2+. Cykloheksimid, blokujacy synteze biatek
komdérkowych de novo, catkowicie hamuje aktywnos¢ wymieniajgca cho-
line w hodowlach prowadzonych bez choliny. Nie wptywa on natomiast
na aktywno$¢ cytydylilotransferazy i enzymu wymieniajgcego choline w
komoérkach hodowanych w obecnosci choliny, a takze na zmiany aktyw-
nosci tych enzymoéw obserwowane po dodaniu choliny do hodowli pro-
wadzonej uprzednio bez niej [85].

Po zastosowaniu czynnika mutagennego (etylo-metanosulfonianu) wy-
selekcjonowano linie komoérek CHO o obnizonej aktywnosci wymieniajag-
cej choline [86]. Komdrki tej linii, oznaczone jako CHO-64, charakteryzo-
waty sie wrazliwoscig wzrostowa na podwyzszong temperature. W tempe-
raturze 33°C i 40°C aktywno$¢ specyficzna enzymu wymieniajacego cho-
line tych komorek odpowiadata 13°/0 i 6% aktywnosci komdérek rodziciel-
skich CHO-K1. Komérki CHO-64 hodowane w 40°C wykazywaty
zmniejszong w stosunku do komérek rodzicielskich o okoto 50°/0
zawartos¢ fosfatydyloseryny. Stwierdzono takze, ze fosfatydylosery-
na dodana w postaci liposomoéw wzmagata szybkos¢ wzrostu Kko-
morek mutantéw do obserwowanej dla komoérek CHO-K1. W przy-
padku tych ostatnich nie obserwowano wptywu egzogennej fos-
fatydyloseryny. Aktywnos$ci wymieniajace etanoloaming i seryne byly w
komdrkach CHO-64 obnizone o okoto 50% w stosunku do obserwowanych
w komoérkach rodzicielskich. Uzyskane szczepy mutanta CHO-64 z przy-
wrécong odpornoscig na temperature 40°C miaty natomiast analogiczny jak
komorki rodzicielskie CHO-K1 skiad fosfolipidéw, zawartos¢ fosfatydylo-
seryny oraz wszystkie trzy aktywnos$ci wymieniajgce zasady. Na podsta-
wie tych wynikéw autorzy sugerujg, ze za cechy charakterystyczne mu-
tanta CHO-64 jest odpowiedzialna pojedyncza mutacja w genie struktu-
ralnym kodujacym enzym wymieniajacy choline, a nie defekt w post-
translacyjnej modyfikacji biatka. Postulujg oni réwniez wystepowanie w
komorkach CHO-K1 co najmniej dwéch rodzajow enzyméw wymieniaja-
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cych zasady, z ktorych pierwszy katalizowatby wymiane choliny, etanolo-
aminy i seryny (defekt ktérego przejawia sie w komdérkach mutanta CHO-
64) oraz drugiego funkcjonujgcego normalnie i wykorzystujgcego seryne
i (lub) etanoloamine jako substrat reakcji.

Badania nad wpitywem egzogennej fosfatydyloseryny na biosynteze de
novo tego fosfolipidu w komoérkach CHO-K1 kontynuowano, mierzac in-
korporacje SP-ortofosforanu dodanego do Srodowiska [87]. Wykazano, ze
wbudowanie fosforanu do komérkowej fosfatydyloseryny zalezy od steze-
nia egzogennej fosfatydyloseryny, a takze, ze wysokie jej stezenia hamu-
ja znakowanie fosfatydyloetanoloaminy tylko czeSciowo. Inne fosfolipidy
jak: fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol
i sfingomielina dodane do medium, nie hamuja ich endogennej syntezy,
a ponadto wbudowywanie &-fosforanu do tych fosfolipidow nie jest zalez-
ne od fosfatydyloseryny. Hamowanie /przez egzogenna fosfatydyloseryne
wbudowywania 3P-fosforanu do endogennej fosfatydyloseryny mogto by¢
spowodowane badz zmniejszong endogenng synteza badz zwiekszong szyb-
kosciag metabolizmu nowo-zsyntetyzowanego fosfolipidu. Dos$wiadczenia,
w ktérych mierzono inkorporacje znakowanej L-seryny do endogennej
fosfatydyloseryny w obecnos$ci i nieobecnosci egzogennej fosfatydylosery-
ny, a takze inne wykazaty, ze przyczyna hamowania jest ograniczona en-
dogenna synteza tego fosfolipidu. Egzogenna fosfatydyloseryna ulega
wbudowaniu do komérek i moze by¢ wykorzystana w biogenezie bton.
Fosfolipid ten obecny w medium wzrostowym przez 10 generacji komo-
rek, a takze dodany do mieszaniny reakcyjnej, nie hamuje aktywnosci en-
Zymu wymieniajgcego seryne.

Wyhodowano takze auksotrofy (phosphatidylserine auxotroph, w skré-
cie PSA-3) komoérek CHO-K1 wymagajace bezwzglednie egzogennej fos-
fatydyloseryny do wzrostu [88]. Mutanty PSA-3 nie syntetyzowatly fosfa-
tydyloseryny i wykazywaty utrate aktywnosci wymieniajgcej seryne w
77°/0 w stosunku do komdrek rodzicielskich. Aktywnos$¢ wymieniajaca
etanoloamine byla obnizona do 45% w stosunku do komdérek CHO-K1,
a wymieniajgca choline az do 1%. Wykazano réwniez, ze dodanie egzogen-
nej choliny hamuje w 60% aktywno$¢ wymieniajaca seryne w komérkach
rodzicielskich, a jest bez wptywu w komoérkach mutanta. Minimalna ilos¢
etanoloaminy hamuje prawie zupeitnie aktywno$¢ wymieniajagca seryne w
komoérkach PSA-3 i CHO-K1. W tych ostatnich seryna i etanoloamina w
bardzo matych stezeniach hamujga aktywno$¢ wymieniajaca choline. Na
podstawie podanych wyzej wynikéw autorzy postulujg dwie aktywnosci
wymieniajace seryne: enzym | — katalizujgcy reakcje wymiany choliny,
etanoloaminy i seryny oraz enzym II* — katalizujgcy reakcje wymiany
etanoloaminy i seryny. Mutant PSA-3 wykazuje defekt w enzymie | nie-
zwykle istotny dla syntezy fosfatydyloseryny i wzrostu komérek. Zawar-

* Enzym Il odpowiadatby oczyszczonemu enzymowi z mikrosomoéw mézgu [61]
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tos¢ fosfatydyloetanoloaminy w komérkach tego mutanta po 2 dniach
wzrostu bez fosfatydyloseryny obniza sie 2-krotnie w poréwnaniu z jej
iloscia w komorkach rodzicielskich, co sugeruje, ze fosfatydyloseryna jest
gtdbwnym prekursorem syntezy fosfatydyloetanoloaminy. Wniosek ten po-
twierdza wczes$niejsze wyniki badan z uzyciem komérek nerek noworodka
chomika (baby hamster kidney cells, w skréocie BHK-21) [89] i komdrek
CHO-K1, oraz wykazujacych defekt w biosyntezie fosfatydyloetanoloami-
ny droga z udzialem CDP-etanoloaminy komdérek mutanta CHO (linia
888.3) [90].

Inkubacja komérek CHO-K1 w obecnosci znakowanej 8P-fosfatydylo-
choliny prowadzita do akumulacji wewnatrz oprocz tego fosfolipidu takze
radioaktywnej fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy. Powstawania
tych dwéch ostatnich fosfolipidéw nie zaobserwowano w komoérkach mu-
tanta PSA-3, co wskazuje, ze fosfatydylocholina nie byta tu substratem w
reakcji wymiany. Synteza radioaktywnej fosfatydyloseryny podczas inku-
bacji z 3P-fosfatydyloetanoloaming byta wyzsza w komdérkach mutanta
niz w rodzicielskich. Mutant rost normalnie w obecnosci fosfatydylosery-
ny jak i fosfatydyloetanoloaminy [91]. Wyniki te jeszcze raz potwierdzajg
defekt enzymu | wymieniajgcego seryne. Autorzy proponujg nastepujacy
schemat biosyntezy fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoaminy w komor-
kach CHO-K1 (Ryc. 1). Podobnie, fosfatydylocholina jest preferowanym

enzym | enzym 11
wymieniajacy dekarboksylaza wymieniajacy
seryne tostatyd ylo - seryne
se ryny

S S

PC PS \ PE ¥ PS

Ryc. 1. Drogi biosyntezy fosfatydyloseryny w komoérkach CHO-K1 weditug [91].
Objasnienia skrotéw: PC — fosfatydylocholina, PS — fosfatydyloseryna, PE — fosfaty-
dyloetanoloamina, S — seryna, E — etanoloamina, DG — diacyloglicerol, CDP-E —
cytydynodifosforan etanoloaminy.

substratem reakcji wymiany seryny w syntezie fosfatydyloseryny w
stransformowanych wirusem SV-40 liniach mysich fibroblastéw (STU 51A/
232B) [45] i zmutowanych liniach (M.9.1.1.) komérek CHO-K1, ktore wy-
magaty etanoloaminy do wzrostu [92]. Mutant M.9.1.1. jest zupetnie pozba-
wiony aktywnos$ci wymieniajacej choline, a aktywnosci wymieniajgce se-
ryne i etanoloamine sa nizsze o okoto 50% w stosunku do oznaczonych w
komérkach rodzicielskich.
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V1l. Rola biologiczna reakcji wymiany zasad

W poprzednich rozdziatach oméwiono metody czesciowego oczyszczania
enzymoéw wymieniajgcych zasady fosfolipidéw. Podano ich witasciwosci
i wystepowanie w réznych tkankach, a takze uzyskane na podstawie ba-
dan genetycznych informacje o regulacji reakcji wymiany zasad. Pomimo,
ze wiedza na temat tych reakcji rozszerzyta sie znacznie w ciggu ostatnich
lat nie wyjasniono ostatecznie ich biologicznej funkcji.

Reakcje wymiany zasad prowadzg do zmian w polarnej czesci fosfoli-
pidow, a takze umozliwiajg powstawanie nowych ich rodzajow molekular-
nych. Proces ten moze mie¢ istotne znaczenie dla ,naprawy” i odtwarza-
nia blon, a takze dla modyfikacji wtasciwosci fizykochemicznych bton bio-
logicznych (zmiana ptynnosci). Strukturalne przeksztatcenia fosfolipidow
moga posrednio wptywaé¢ na zmiane konformacji biatek btonowych, a wiec
enzymoOw i receptoréw. Szereg fosfolipidéw w znaczacy spos6éb wptywa
na aktywnos$¢ niektérych enzymow. Nalezg do nich miedzy innymi: ATP-
aza transportujgca Na+/K+ [93], ATPaza transportujgca Ca2+ [94], fosfa-
taza glukozo-6-fosforanu [58], dehydrogenaza (3-hydroksymaslanu [58], ki-
naza biatkowa C [95, 96], Inkorporacja etanoloaminy drogg reakcji wy-
miany zasady stymuluje aktywnos$¢ ATPazy transportujgcej Na+/K+ w
mikrosomach moézgu szczura, natomiast reakcja wymiany seryny prowadzi
do obnizenia aktywnosci tego enzymu [93]. Podobny efekt obserwowano
w przypadku frakcji mitochondrialnych kraba Eriocheir sinensis [97]. Fos-
fatydyloseryna, ktora jest syntetyzowana wytgcznie drogag wymiany sery-
ny w tkankach zwierzecych jest niezbednym aktywatorem Kkinazy biatko-
wej C. Cztery czasteczki fosfolipidu w blonie wiaza sie poprzez grupy
karboksylowe z jednym kationem wapniowym, tworzac kompleks do kto-
rego przylgcza sie kinaza C swoja podjednostkg regulatorowg. Bardzo
wazna dla aktywnosci kinazy C jest obecnos¢ nienasyconych kwasoéw ttusz-
czowych w czasteczce fosfatydyloseryny.

Istotna jest obserwacja wzajemnego hamowania aktywnos$ci enzymoéw
wymieniajacych zasady w ptytkach krwi krélika [27]. Moze ona mie¢ zna-
czenie in vivo. W komoérkach tych oznaczone fizjologiczne stezenia wol-
nych zasad wynosity: seryny 1,1 mM, etanoloaminy 0,40 mM i choliny
0,33 mM. W doswiadczeniach, w ktorych poréwnywano inkorporacje kaz-
dej ze znakowanych MC zasad w nieobecnosci i obecnosci dwéch pozosta-
tych nieznakowanych, wszystkie zasady uzyto w stezeniach podanych po-
wyzej. Stwierdzono, ze inkorporacja etanoloaminy jeat hamowana przez
seryne i choline w okoto 70%, a inkorporacja choliny w okoto 90% przez
seryne i etanoloamine, natomiast inkorporacja seryny jest hamowana
przez etanoloamine i choling tylko w 4-17%. Wynik ten sugeruje, ze w
warunkach fizjologicznych moze zachodzi¢ jedynie reakcja wymiany se-
ryny. Jest to, jak dotychczas jedyny przyktad wzajemnej wspotzaleznosci
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enzymow wymiany zasady. Czy zjawisko to ma miejsce réwniez w innych
tkankach i w warunkach in vivo pozostaje nadal sprawg otwartg.

Omowione wyzej badania wskazujg na istotne znaczenie reakcji wy-
miany seryny. Powstajgca tg drogg w endoplazmatycznym retikulum
fosfatydyloseryna transportowana jest do mitochondriow, gdzie ulega de-
karboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy [9, 98]. Nie wiadomo jednak, czy
tak tworzona fosfatydyloetanoloamina staje sie skiadnikiem innych bton
komérki.

Artykut otrzymano 2 czerwca 1987 r.
Zaakceptowano do druku 23 czerwca 1987 r.
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LESZEK KLECZKOWSKI*

»~Aktywaza” karboksylazy/oksygenazy rybulozo-I,5-difosforanu
i fosforan karboksyarabinitolu — klucze do zrozumienia
mechanizmu regulacji fotosyntezy?

Rubisco ,activase” and carboxyarabinitol phosphate — keys to photosyn-
thesis?

Ostatni rok przyniést dwa odkrycia w dziedzinie fotosyntezy, ktore —
wydaje sie — zasadniczo zmienig nasze zrozumienie regulacji mechani-
zmow asymilacji wegla przez rosliny wyzsze. Pierwsze z nich [1, 2, 3] do-
tyczy identyfikacji czynnika biatkowego odpowiedzialnego za aktywacje
karboksylazy/oksygenazy RuBP (Rubisco), enzymu katalizujgcego pierw-
szg reakcje cyklu Calvina (karboksylacja RuBP), a takze pierwszg reakcje
fotooddychania (oksygenacja RuBP). Ow czynnik bialkowy, nazwany ,,ak-
tywaza” Rubisco, wystepuje w stromie chloroplastéow i jest silnie akty-
wowany przez $wiatto, umozliwiajac optymalne funkcjonowanie karboksy
lazy w warunkach atmosferycznego (0.03%>) stezenia C02 Drugie odkrycie
[4] wigze sie z identyfikacjg endogennego inhibitora aktywnosci Rubisco,
1-fosforanu 2-karboksy-D-arabinitolu (CAP), ktory jest syntetyzowany w
ciemnosci i degradowany w czasie ekspozycji rosliny na Swiatto. Zaréwno
.aktywaza” Rubisco jak i CAP stanowiag zupetnie nowy koncept regulacji
Rubisco, a co za tym idzie regulacji procesu fotosyntezy jako catosci.

Mechanizm regulacji aktywnos$ci Rubisco jest jednym z najbardziej
ztozonych zagadnien biochemii roslin. Enzym ten po wyizolowaniu z lisci
lub chloroplastéw wymaga skomplikowanego procesu aktywacji przez
CO, i Mg2+ zanim osiggnie katalityczng aktywno$é¢, ktéra z reguty jest
nizsza od aktywnos$ci procesu fotosyntezy in vivo [5, 6], Aktywacja Rubis-
co przez C02i Mg2+ byta niedawno omawiana na tamach Postepéw Bio-
chemii [7], i wystarczy tu tylko przypomnieé, ze proces ten wymaga przy-
taczenia kolejno czagsteczki C02 i Mg2+ do centrum aktywnego Rubisco.
Powstaly kompleks enzym-Co2Mg2+ jest katalitycznie aktywnag forma
Rubisco [6], Z drugiej strony jednak, pewne wiasnosci procesu aktywacji
in vitro nie pokrywaja sie z fizjologicznymi obserwacjami fotosyntezy.
Najbardziej uderzajgce jest, ze peitna aktywacja wyizolowanego enzymu,

*Dr, Zaktad Fizjologii Ros$lin, Instytut Biologii Roslin, Akademia Rolnicza, ul.
Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa.
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odpowiadajgca tej ktéra jest wymagana dla procesu fotosyntezy in vivo,
nastepuje tylko przy bardzo wysokich niefizjologicznych stezeniach C02
i Mg2+ [2, 3, 6, 8], podczas gdy pomiary stanu aktywacji w lisciach wyka-
zaty, ze enzym ten jest w peini aktywowany przez atmosferyczne stezenie
COz [3, 9, 10]. Odkrywcy ,aktywazy” Rubisco, Salvucci i wsp. [1,
2], sugeruja, ze optymalna aktywacja Rubisco na $wietle przy fizjologicz-
nym poziomie CO2 jest wynikiem reakcji pomiedzy Rubisco i ,aktywazg”,
co prowadzi w konsekwencji do podwyzszenia powinowactwa Rubisco dla
COj. Reakcja ta najprawdopodobniej polega na zmianie konfiguracji struk-
tury Rubisco, utatwiajgc dostep COz do centrum aktywnego enzymu.

Inna sprzeczno$¢ wynika z faktu, ze aktywnos¢ Rubisco in vivo jest
stymulowana przez Swiatto [8, 9, 10, 11, 12]. Aktywacja ta jest z reguty
przypisywana wzrostowi pH i (Mg2+) w stromie chloroplastéw pod wpty-
wem Swiatta. Z drugiej strony, zmiany w wartosciach pH i (Mg2+) wyma-
gaja duzo mniejszej intensywnosci Swiatta niz aktywacja [9, 13] i sa nie-
wystarczajgce, by ttumaczy¢ nimi wysoki poziom aktywacji Rubisco na
Swietle in vivo [6], Udziat ,aktywazy” Rubisco w tym procesie zostat wy-
dedukowany juz wcze$niej na podstawie doswiadczen z mutantem Ara-
bidopsis thaliana, ktéry nie posiada zdolnosci do petnej aktywacji Rubisco,
podczas gdy mechanizm aktywacji przez C02i Mg2+ przebiega u niego
normalnie [10]. Badania Salvucciego i wsp. [1, 2] atakze Por-
tisa i wsp. [3] pozwolity na precyzyjniejsze okreSlenie witasnosci
,aktywazy”, a przede wszystkim dostarczyty dowodoéw na aktywacje tego
regulatorowego biatka przez Swiatto.

Obecnos$¢ endogennej publi CAP, inhibitora Rubisco [4], zapewne takze
wpltywa na wielkos¢ aktywacji tego enzymu wywotanej przez Swiatto.
Pierwszymi badaczami, ktérzy zasugerowali dziatanie endogennego inhibi-
tora Rubisco, byli V u i wsp. [14]. Postulowali oni, ze zwigzek ten
taczy sie z nieaktywnym enzymem, utrudniajgc — w przeciwienstwie do
.aktywazy” opisanej przez Salvucciego i wsp. [1] — aktywacje
Rubisco przez C02i Mg2+. Hipoteza ta znalazta eksperymentalne potwier-
dzenie w badaniach Gutteridge’a i wsp. [4], a nieco wcze$Sniej w
pracy Servaitesa [15], ktéry wykazat, ze w ciemnosci Rubisco jest
inhibowana przez niskoczgsteczkowy zwigzek chemiczny zawierajgcy gru-
pe(y) fosforanowag(e) i przytgczajacy sie do aktywnego centrum enzymu
uniemozliwiajgc katalize.

CAP przypomina swoja budowa chemiczng 1,5-difosforan 2-karboksy-
D-arabinitolu, ktéry jest prawdopodobnie produktem posrednim reakcji
karboksylazy i ma bardzo wysokie powinowactwo do enzymu (Ki = 10-11
M) [16]. Kinetyka inhibicji Rubisco przez CAP i jego analogi byta ostatnio
skrupulatnie badana [16, 17], ale dane przytoczone przez Gutterid-
ge’'a i wsp. [4] sa pierwszymi, ktére opisujg wystepowanie takiego in-
hibitora in vivo.
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Pomimo ze mechanizmy syntezy CAP w zaciemnionych lisciach i jego
degradacji na $Swietle sa nieznane, wydaje sie niemal pewne, ze fizjolo-
giczna funkcja CAP zwigzana jest z inhibicjg Rubisco w ciemnosci. Proces
degradacji tego inhibitora na $swietle jest prawdopodobnie w duzej mierze
odpowiedzialny za zjawisko tzw. indukcji fotosyntetycznej. Kiedy liscie
sg oSwietlone, asymilacja C02wykazuje pewne op6znienie (faza indukcji),
trwajgce nieraz kilkadziesigt minut, zanim fotosynteza osiagnie swg mak-
symalng aktywnos¢ [6, 8, 9, 10, 11]. Dotychczas sadzono, ze koniecznosc¢
autokatalitycznego wzrostu poziomu RuBP, substratu Rubisco, jest gtow-
nym czynnikiem tego op6znienia [8, 9]. Wyniki opublikowane przez G ut -
teridge’a i w sp. [4] wskazujg, ze proces obnizania endogennego ste-
zenia CAP w os$wietlonych lisciach moze stanowi¢ dodatkowy czynnik,
bodajze najwazniejszy, dla osiggniecia peitnej aktywnosci przez Rubisco.
Udziatu ,aktywazy” Rubisco [1, 2, 3] w tym procesie takze nie mozna
wykluczyé€.

Podobnie mozna by tlumaczy¢ dotychczas nie wyjasnione zjawisko
zmian specyficznej aktywnos$ci Rubisco w zaleznosci od warunkéw swietl-
nych panujacych bezposrednio przed ekstrakcjg enzymu z lisci [14, 15, 18].

W chwili obecnej wydaje sie pewne, ze odkrycia ,aktywazy” Rubisco
i regulacyjnej roli CAP stanowig przetom w dotychczasowym rozumieniu
mechanizmoéw kontroli fotosyntezy. Prace te ttumaczg szereg pozornie
sprzecznych wcze$niejszych obserwacji dotyczgacych regulacji Rubisco
i fotosyntezy i tworzg podstawe nowego podejscia do problemu komplek-
sowej regulacji procesu asymilacji wegla w przyrodzie.

Artykut otrzymano 9 kwietnia 1987 r.
Zaakceptoioano do druku 1 maja 1987 r.
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1. Wprowadzenie

Wraz z wprowadzeniem szybkich metod sekwencjonowania kwasow
nukleinowych, syntezy mieszanych sond oligonukleinowych i komputero-
wej analizy sekwencji kwaséw nukleinowych, uzycie pojedynczego sym-
bolu dla okre$lania réznych mozliwych nukleotydéw wystepujacych w
okreslonej pozycji sekwencji uzyskato w ostatnich latach szerokie rozpo-
wszechnienie. Podczas gdy uzycie symboli R i Y dla okres$lenia odpowied-
nio rybonukleozydow purynowych (A lub G) i pirymidynowych (C lub T)
zostato powszechnie zaakceptowane [1, 2], brak jest uzgodnionych symboli
oznaczajacych inne mozliwe kombinacje. W ostatnich latach rozpowszech-
nito sie mnéstwo réznorodnych systemoéw [3— 12]. W jednym ze skraj-
nych przypadkéw kombinacje (C lub G) przedstawia co najmniej pie¢ roz-
nych symboli [3—5, 9, 12]. Aby unikna¢ pomytek niezbednym stat sie wiec
ujednolicony zestaw symboli.

Zalecana symbolika obowigzywa¢ ma zar6wno w odniesieniu do kwasu
deoksyrybonukleinowego jak i rybonukleinowego. Zalecane symbole nie
beda rozréznia¢ miedzy DNA i RNA, zas symbol T bedzie stosowany we
wszystkich pozycjach gdzie w RNA wystepuje U. Podobnie, symbole nie
beda wprowadzaty rozréznienia miedzy zasada, nukleozydem i nukleoty-
dem. Jesli nie zaznaczono inaczej, nalezy przyja¢, ze sekwencje majag szkie-
let deoksyrybozowy (DNA). Takie zmiany wczes$niejszych zalecen [1, 2]
wprowadzono w nastepstwie znacznego postepu w technikach sekwencjo-
nowania DNA, ktory sprawit, ze obecnie coraz powszechniej wnioskuje sie
o sekwencji RNA na podstawie odpowiednich sekwencji DNA. Poniewaz
standardowe przedstawienie sekwencji DNA mozna w prosty spos6b prze-
ksztatci¢c w odpowiadajgca jej sekwencje RNA, zamieniajgagc T na U, nie
przewiduje sie aby komputerowe banki danych musiaty zawiera¢ odrebne
zapisy dla RNA. Autorzy powinni jednak zawsze jasno okresli¢, do ktérego
tancucha: DNA lub RNA odnosi sie dana sekwencja. W okolicznosciach,
w ktorych moze zajs¢ pomytka miedzy DNA i RNA, nalezy sekwencje
poprzedzi¢ matg literg d lub r, podobnie jak podano w poprzednich zale-
ceniach [1, 2]. Poniewaz obecne zalecenia nadaja jednoznaczne alfabetycz-
ne symbole kazdej kombinacji nukleotydéw, uzycie duzych i matych liter
nie prowadzi do pomytek. Jednakze mozliwa jest pomytka miedzy r (ry-
boza) i R (puryna), a wiec nalezy zachowaé¢ ostrozno$¢ w tych rzadkich
przypadkach, gdy réznorodne symbole wystepujga obok siebie. Nalezy pod-
kresli¢, ze chociaz doradza sie stosowanie symboli pisanych duzymi lite-
rami, to jednak obecne zalecenia nie majg wywota¢ uprzedzen co do moz-
liwego przysziego stosowania dla specjalnych celéw przeciwstawnych ma-
tych i duzych liter.

Poprzednio zalecano [1, 2] uzywanie #tacznikéw dla przedstawienia
wigzan fosfodiestrowych w znanych sekwencjach nukleotydéw. Ze wzgle-
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du na nikte niebezpieczenstwo zajscia pomytki miedzy kodonem tréjko-
wym a sekwencjg nukleotyddéw, zalecenia tego nie uwaza sie obecnie za
niezbedne. Mozna wigc opusci¢ taczniki w sekwencjach, tak jak to uczy-
niono we wszystkich sekwencjach przedstawionych w tym dokumencie.
Jesdli nie zaznaczono inaczej, nalezy przyja¢, ze sekwencje przedstawiono
od konca 5 do 3’, aczkolwiek nie zniecheca sie do zaznaczania tego faktu.

Chociaz w piSmiennictwie istnieje juz kilka réznych systemoéw ozna-
czania zasad, ktérych struktura nie zostata w peini okreslona, obecna praca
nie zawiera systematycznego przegladu tych systemow. Szczegéty doty-
czace poprzednich zalecen, jak tez dane na temat innych systeméw mozna
znalez¢ w pismiennictwie [1— 12].

2. Zastosowanie standardowego stownictwa

2.1. Sekwencje w DNA rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne

Wiekszos¢ enzymoéw restrykcyjnych i wtasciwych im metylaz rozpoz-
naje proste, jednoznaczne sekwencje nukleotydow w DNA. Na przyktad
EcoRl i BamHI rozpoznaja odpowiednio sekwencje 5-GAATTC-3' i 5'-
GGATCC-3'. Niemniej jednak, do tej powiekszajgcej sie wcigz klasy en-
zymoéw nalezg tez takie, ktére rozpoznaja serie pochodnych sekwenciji,
gdzie w rozpoznawanej sekwencji w tej samej pozycji moga wystepowac
dwie zasady, lub wiecej (petny spis patrz [13]). Na przykiad enzym Aval
rozpoznaje cztery rézne sekwencje: 5-CCCGGG-3', 5-CCCGAG-3', 5'-
CTCGGG-3',i 5-CTCGAG-3\ Sekwencje rozpoznawana przez Aval mozna
wiec przedstawi¢ jako 5-CYCGRG-3’, gdzie Y przedstawia pirymidyne,
a R -puryne, jak zalecano uprzednio [1, 2]. Jednakze kilka nowo odkrytych
enzymoéw rozpoznaje kombinacje, ktérych nie mozna przedstawi¢ za po-
mocg istniejgcych symboli. Na przykiad Accl rozpoznaje sekwencje 5'-
GT(A lub T)(G lub T)AC-3'. Sdul rozpoznaje sekwencje 5-G(A lub G lub
T)GC(A lub C lub T)C-3\ Obecne symbole uwzgledniajg takie mozliwosci.

2.2. Sekwencje w DNA rozpoznawane przez inne enzymy

Enzymy restrykcyjne sa wysoce swoiste wzgledem okreslonych sek-
wencji kwaséw nukleinowych. W przypadku wielu innych enzymoéw swo-
isto$¢ ta nie jest tak silnie wyrazona i symbole majg czesciowo zaspokoié
potrzebe systematycznego przedstawienia cech takich sekwencji. Na przy-
ktad sekwencje rozpoznawane przez polimeraze RNA z Escherichia coli
mozna przedstawi¢ jako zestawienie dwu sekwencji: 5-AA(A lub T)-
NTNNN(C lub G)TTGACA-3'"i 5-(T lub G)NNTATAAT-3’, oddzielonych
od siebie przez 13 do 16 nukleotydéw [16, 17], gdzie N przedstawia dowol-
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ny nukleotyd. Podobny zabieg mozna zastosowa¢ w stosunku do sekwencji
rozpoznawanych przez inne biatka wiazace DNA, takie jak np. czasteczki
represora.

2.3. Sekwencje w RNA rozpoznawane przez enzymy
biorgce udziat w procesie translacji

Jak juz wspomniano powyzej, sekwencje RNA najwygodniej jest
przedstawi¢ w postaci odpowiadajacego im DNA. Tak wiec zasadnicze
elementy miejsca inicjacji translacji u Escherichia coli mozna przedstawic¢
jako 5-(G lub A)(G lub A)JGGGNNNNAN(C Ilub T)ATGNN(A Ilub T)-
NNNNN(C, T lub G) (wedtug [18]). Podobnie miejsca inicjacji translacji
eukariotycznych mRNA wydaja sie by¢ obojete o0gdlng sekwencjg 5'-
ANNATG(G lub A)-3’ [19].

24. Degeneracja kodonéw

Chociaz istniejg 64 mozliwe triplety kodonowe, kodujg one tylko 20
ré6znych aminokwaséw. Tak wiec wiekszo$¢ aminokwaséw wbudowuje sie
w rosnacy taricuch polipeptydowy w odpowiedzi na dwa lub wiecej roz-
nych tripletbw w mRNA (patrz [20], praca przegladowa). Na przyktad
proling koduje 5-CCN-3’, a alaning 5-GCN-3'. W innych przypadkach
sytuacja jest bardziej ztozona, jak np. w przypadku izoleucyny kodowanej
przez 5'-AT(T, C lub A)-3'. Zauwazmy, ze pewne aminokwasy (np. seryna)
moga by¢ kodowane przez dwie odmienne grupy tripletow (5'-TCN-3’
i 5-AG(T lub C)-3’, ktéorych nie da sie jednoznacznie przedstawi¢ jako
5-(T lub A)(C lub G) (patrz Tab. 4). Warto zauwazy¢ ,ze syntetyczne son-
dy oligonukleotydowe do wykrywania sekwencji kodujgcych biatka czesto
maja charakter ,sond mieszanych”. Wtedy w okre$long pozycje polinu-
kleotydu wbudowuje sie mieszanine dwu (lub wiecej) nukleotydéw, tak
aby uwzgledni¢ wieloznaczno$¢ kodu genetycznego (na przyktad [2]). Za-
ktada sie, ze na opisanie takich mieszanin mozna uzy¢ kodu jednolitero-
wego.

25. Tworzenie uproszczonych sekwencji
za pomocg uogdlniajacych symboli

Gdy dwie wyjsciowe sekwencje roznig sie rodzajem nukleotydu w
okreslonej pozycji (np. A w jednej, a G w drugiej), mozna przedstawic¢
uogollniong, uproszczong sekwencje, obejmujaca obydwa przypadki stosu-
jac kod jednoliterowy w miejsce dwu réznigcych sie nukleotydéw; w tym
przypadku R [11].
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2.6. Inne zastosowania

Zaktada sie, ze symbole beda uzyteczne i w tych przypadkach, w kto6-
rych tozsamos$¢ nukleotydu nie jest w peini okreSlona. Tak wiec niepew-
no$¢, wynikajgca przy wstepnej analizie sekwencji nukleotydéw mozna w
pewnych przypadkach wyrazi¢ za pomocg standardowych symboli.

3. Przypisanie symboli

Przy wyborze symboli brano pod uwage nastepujace zatozenia: 1) zgod-
nos¢ z dotychczasowym stownictwem IUPAC-IUB; 2) logiczne pochodze-
nie; 3) tatwos¢ zapamietania; 4) dostepnos¢ symboli na standardowej kla-
wiaturze maszyny do pisania; 5) historyczny precedens.

3.1 Guanina, adenina, tymina, cytozyna: G, A, T, C

Te symbole jednoliterowe ustalono uprzednio [1, 2] i sg one w po-
wszechnym uzyciu. Istnieja jednak trudnosci z rozréznieniem duzych liter
G i C na ztych kopiach sekwencji. Niemniej jednak nie zaleca sie uzywa-
nia alternatywnych symboli na okreslenie G (takich, jak G przekreslone,
G). Rozréznienie matych liter jest znacznie tatwiejsze. Zauwaz, ze T i U
mozna ogoélnie uwazaé za synonimy, chociaz nalezy zachowac¢ ostroznos¢
aby uniknaé dwuznacznosci tam, gdzie jest ona prawdopodobna, np. przy
omawianiu sztucznych hybrydéw DNA i RNA, oraz tam, gdzie jest wska-
zane specyficzne rozréznienie miedzy T i U. "

32 Puryna (adenina lub guanina): R

R jest symbolem zalecanym uprzednio [1,2].

3.3. Pirymidyna (tymina lub cytozyna): Y

Y jest symbolem zalecanym uprzednio [1,2].

34. Adenina lub tymina: W

Chociaz na okreslenie tej pary uzywano kilku odmiennych symboli
(podobnie jak uzupetniajacej pary GH-C), tylko dwa symbole maja logicz-
ne uzasadnienie: L i W. L pochodzi od gestosci DNA (leight — lekki); G+
+ C — heavy, ciezki, bytoby wiec H); W pochodzi od sity wigzan wodo-
rowych miedzy parami zasad (weak, stabe w odniesieniu do A+ T; G+C —
strong, silne, bytoby wiec S). Jednakze system zalecany na okres$lenie
uktadow trzech zasad, (np. kombinacji trzech zasad G, T, C z pominieciem
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A, okres$lanej jako nie-A = B itd., patrz ponizej, punkt 3.8) wyklucza H,
gdyz oznaczatoby to nie-G. Zaleca sie wiec stosowaé¢ symbol W.
3.5. Guanina lub cytozyna: S

Wybo6r tego symbolu omoéwiono powyzej, punkt 3.4.

3.6. Adenina lub cytozyna: M

A i C maja kilka cech wspo6lnych. Obecnos¢ grupy aminowej w podob-
nych pozycjach (Rys. 1) sprawia, ze mozna byto logicznie wprowadzi¢
symbol. Poniewaz A i N sg wykluczone, zaleca sie M (od aMino).

3.7. Guanina lub tymina: K

Przez analogie z A i C (punkt 3.6) guanine i tymine oznacza sie przez
K, gdyz obie zasady, G i T majg grupy Ketonowe w podobnej pozycji
(patrz Rys. 1).

NH,
ls “3N
§ 4 2
N Q
|
G T(lub m® U)
0 0
N s o~ H h3c AN
< ' N ls 3N
o4 Jf‘z’]\ S l)*\
N N NH, N 0

Ryc. 1. Pochodzenie symboli M i K

Cztery zasady narysowano w taki sposéb, aby z jednej strony wykazaé zaleznos$é
miedzy adening a cytozyna, obie bowiem maja grupy aminowe w pozycji pierscienia
najbardziej odlegtej od miejsca przytaczenia cukru, a z drugiej strony wykazaé¢ za-
lezno$¢ miedzy guaning a tyming, ktére majg grupy ketonowe w odpowiadajgcych
sobie pozycjach. Atomy pierscieni ponumerowano zgodnie z zaleceniami (25—28), cho-
ciaz nie jest to korzystne w tym przypadku, wprowadza sie bowiem inne numery
odpowiadajagcym sobie pozycjom.

3.8. Adenina lub tymina lub cytozyna: H

Nie-G jest to najprostszy sposéb zapamietania tej kombinacji, a zatem
sprawdzano symbole logicznie zwiazane z G. F i H pasowatyby, jako li-
tery wystepujace przed- i po G w alfabecie. A nie mogtoby mie¢ jednak
odpowiednika do F, wybrano wiec H. Uzycie H ma historyczny precedens

(3]
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3.9. Guanina lub cytozyna lub tymina: B

Nie-A, jak powyzej (punkt 3.8).

3.10. Guanina lub adenina lub cytozyna: V

Nie-T, przez analogie z nie-G (patrz punkt 3.8) powinno by¢é U, jest
to jednak wykluczone ze wzgledu na mozliwos¢ pomytki z uracylem. Za-

uwaz, ze T i U mogg by¢ w niektorych przypadkach rozpatrywane jako
synonimy.

3.11. Guanina lub adenina lub tymina: D
Nie-C, jak powyzej (patrz punkt 3.8).

3.12. Guanina lub adenina lub tymina lub cytozyna: N

Ten symbol nasuwa sie w zwigzku z brzmieniem stowa aNy, kazdy.
Uznaje sig, lecz nie zaleca uzywania X na okreslenie nieznanej zasady,
gdyz symbol ten oznacza ksantyne [1, 2]. W pewnych przypadkach poza-
dane jest wprowadzenie rozréznienia miedzy ,nieokreslony, niesprecyzo-
wany” (N), a ,nieznany” (X), ale jesli uzywa sie X w tym znaczeniu, na-
lezy to jasno zaznaczy¢.

4. Inne pomocnicze symbole

Istnieje szereg okolicznosci, w ktérych dodatkowe symbole mogg by¢
niezbedne w rutynowej wracy. Chociaz w tym rozdziale przedstawiono sze-
reg propozycji, nie stanowig one czesci obecnych zalecen.

Po pierwsze, rozwazmy brak pewnosci, czy dana zasada wystepuje w
okreslonej pozycji, czy tez nie. Na przyktad symbol ,?” albo ,+ ”, okre$la-
jacy ,,G lub A lub T lub C lub brak nukleotydu” mogtby stuzy¢ do ozna-
czania niepewnych regionéw o ograniczonej zmiennej wielkosci w roz-
poznawanej sekwencji (patrz na przykiad [23]). Jeden z tych symboli
mogtby stuzyé¢ alternatywnie jako element podkreslajacy niejednoznacz-
nos¢: na przykitad ,?A” mogtoby oznacza¢ ,A lub brak nukleotydu w tej
pozycji '. Po drugie, niejednoznaczny brak nukleotydu, zaznaczony w se-
kwencji dla jej ,wyréwnania’ lub do celéw poréwnawczych mozna by
oznacza¢ jako cho¢ pozostawienie pustego pojedynczego miejsca prze-
mawia samo za siebie. Po trzecie, okreslong liczbe nieznanych nukleoty-
déw mozna by oznacza¢ za pomoca symbolu takiego jak np. ,—” w pota-
czenie z cyframi, tak iz np. ,-300-" mogtoby oznacza¢ obecnos¢ 300 kolej-
nych nieznanych nukleotydéw. Po czwarte w okolicznosciach, w ktérych
wazne jest szybkie, wzrokowe rozréznienie miedzy ,znane” (istotne) a ,nie-
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znane” (nieistotne) mozna rowniez zastgpi¢ symbol N tacznikiem ,—
Znaczenie wprowadzenia takiego symbolu mozna oceni¢, poréwnujgc
LNNNNNCNNGNTNN” z ,—C-G-T-". Zauwaz, ze uzywajagc matej li-
tery n mozna unikngé¢ wprowadzenia nowego symbolu, jak na przyktad
nnnnnCnnGnTnn”.

Dodatkowe wprowadzenie ukosnego przekreslenia ,/” udogadnia okres-
lenie dokladnego miejsca ciecia przez endonukleazy restrykcyjne. Na
przyktad swoisto$¢ ciecia przez powszechnie znany enzym EcoRI mozna
przedstawi¢ jako C/AATTC. W obu tancuchach symetrycznej wzgledem
siebie sekwencji ciecie zachodzi wtedy miedzy G i A.

Nalezy podkresli¢, ze symbole dyskutowane w tym rozdziale nie sta-
nowiag integralnej czesci zalecen i dlatego przy ich uzyciu nalezy je jasno
zdefiniowa¢ w kontekscie w jakim wystepuja.

5. Dyskusja
Obecne stownictwo, zebrane w (Tab. 1) utworzono w celu stosowania

go w przypadku niejednoznacznego okreslenia struktury niektérych zasad
wystepujacych w sekwencjach kwaséw nukleinowych.

Tab. 1
Streszczenie zalecen kodu jednoliterowego
Symbol Znaczenie Zrodio pochodzenia
G G Guanina
A A Adenina
T T Tymina
C C Cytozyna
R G lub A puRyna
Y Tlub C pirymidyna (pYrimidine)
M A lubC aMino
K GlubT Keto
S G lub C silne (Strong) oddziatywanie (3 wigzania wodoro-
we)
w Alub T stabe (Weak) oddziatywanie (2 wigzania wodorowe)
H AlubClubT nie-G, H wystepuje w alfabecie po G
B GlubT lub C nie-A, B wystepuje w alfabecie po A
\% G lub C lub A nie-T (nie-U), V wystepuje w alfabecie po U
D GlubA lubT nie-C, D wystepuje w alfabecie po C
N GIlubA lubT lub C kazdy (aNy)

W przypadkach, gdzie dopuszcza sie wystepowaniu dwuch lub wiecej
zasad w okres$lonej pozycji, stownictwo zezwala na przypisanie im jedno-
literowego symbolu. Stownictwo to moze tez mie¢ zastosowanie tam, gdzie



[8] SEOWNICTWO KWASOW NUKLEINOWYCH 641

nie ma pewnosci co do zasiegu i/lub identycznosci sekwencji. W przypad-
ku dwuniciowych kwaséw nukleinowych (Tab. 2) zezwala sie na przypi-
sanie symboli komplementarnemu taricuchowi.

Tab. 2.
Definicja symboli komplementarnych

Symbol AB CDGHKMS TV W N

Uzupetnienie TV GHCDMKS* A B WwW* N*

* W pewnych przypadkach symbol i jego komplementarne uzupetnienie sg iden-
tyczne

Podano przykitady zastosowania zalecanej nomenklatury do zapisu se-
kwencji rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne typu Il (Tab. 3) oraz
do podkreslenia niejednoznacznos$ci pojawiajacych sie przy oznaczaniu se-
kwencji kwasu nukleinowego na podstawie odpowiadajacej jej sekwencji
aminokwaséw (Tab. 4).

Ponizej podano rozwazania na temat dwu zastosowan, wykraczajgcych
poza zasieg podanego stownictwa.

Tab. 3.

Sekwencje rozpoznawane przez kilka endonukleaz restrykcyj-
nych typu Il, rozpoznajacych wielorakie sekwencje przedsta-
wione tu za pomoca kodu jednoliterowego

Rozpoznawane sekwencje przedstawiono od 5' do 3'; doktad-
ne miejsce ciecia wskazano przez/. Dane pochodza z [13]

Enzym Sekwencja rozpoznawana
Accl GT/MKAC
Acyl(HgiDII) GR/CGYC
AfllII A/CRYGT
Aval C/YCGRG
Avall G/GWCC
Bani G/GYRCC
Banll(Hgini) GRGCY/C
Cfr\(Gdi\l) Y/GGCCR
EcoKIlI /CCWGG
Hael WG G/CC W
Haell R GCGC/Y
HgiAl GWG Ccw/C
HindU (Hincll) GTY/R AC
Nci\(Cau\\) CC/SG G
Nspl(Nsp-1524-1) RC ATG/Y
NspBU CM G/CKG
Sf/»I(Nsp-7524-11) GDGCH/C
Xholl R/GATCY

17 Postepy Biochemii 4/87
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Tab. 4.
Odpowiedniki tripletéw kodonowych dla aminokwaséw
(standardowy kod genetyczny)
Aminokwas Kod jednolite- Triplet/5'—3/
rowy

Glicyna G GGN
Alanina A GCN
Walina \Y GTN
Leucyna L YTN (CTN i TTR)
Izoleucyna | ATH
Prolina P CCN
Fenyloalanina F TTY
Tyrozyna Y TAY
Cysteina C TGY
Metionina M ATG
Histydyna H CAY
Lizyna K AAR
Arginina R MGN(CGN i AGR)
Tryptofan w TGG
Seryna S WSN(TCN iAGY)
Treonina T ACN
Kwas asparaginowy D GAY
Kwas glutaminowy E GAR
Asparagina N AAY
Glutamina Q CAR
Kwas asparaginowy

lub asparagina B RAY
Kwas glutaminowy

lub glutamina z SAR
Terminator . TR/ATAR i TGA)
Nieznany X NNN

Sekwencja aminokwasow jest jednoznacznie okreslona przez sek-
wencje nukleotydéw. Podobnie, mozliwe jest przeksztatcenie sekwencji
aminokwasowej na linearny uktad niejednoznacznie okreslonych zasad,
ale powstajg trudnosci z kodonami dla leucyny, argininy, seryny i termi-
natora. W przypadku leucyny, na przyktad, kodujace triplety sa precy-
zyjnie okreslone przez symbole CTN i TTR, ale potgczenie tych dwéch
daje YTN, ktory takze zawiera w sobie dwa kodony dla fenyloalaniny,
TTC i TTT. Mozna utraci¢ takg informacije, jesli przeksztatci sie sek-
wencje aminokwaséw w pojedyncza sekwencje symboli, wyrazajacych
niepewnos$¢ co do zasad. Aby unikng¢ dwuznacznosci, nalezy jasno
zaznaczy¢, ze kiedy triplet, na przyktad Y TN pojawia sie w sekwencji,
wydedukowanej z odpowiadajacej jej sekwencji aminokwaséw, nie
obejmuje on mozliwosci sekwencji TTT lub TTC. Aby to podkresli¢,
mozna by drukowac takie triplety kursywa.

[9]
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5.1. Interpretacja wstepnych danych sekwencyjnych

W pewnych przypadkach stownictwo zezwala na wyrazanie niepew-
nosci, powstajacych przy sekwencjonowaniu kwaséw nukleinowych za po-
mocag kodu jednoliterowego. Co najmniej dwie sytuacje, okreslone symbo-
lami ,albo X albo XY” i ,prawdopodobnie X” nie zostaly w tym opraco-
waniu witasciwie potraktowane. Specjalnie dla takich celow stworzono
wyspecjalizowane stownictwo (na przyktad [4]).

5.2. Modyfikowane nukleotydy

W wielu organizmach DNA i RNA ulegajg modyfikacji w okreslonych
pozycjach. Na przyktad, DNA z Escherichia coli ulega metylacji na N-6
reszty adeninowej w sekwencji 5-GATC-3’ [24]. Obecne stownictwo nie
przypisuje tym zmodyfikowanym nukleotydom zadnego okreslonego sym-
bolu, a to z nastepujgcych powodoéw: 1) Obecnos¢ lub brak danej modyfi-
kacji zalezy od umiejscowienia DNA. Sekwencje modyfikowane w jednym
organizmie moga nie ulega¢ modyfikacji w innym. 2) Modyfikacje sa za-
zawyczaj statystyczne, to znaczy tylko cze$s¢ mozliwych miejsc modyfikacji
moze by¢ wykorzystana in vivo. Modyfikacja nukleotydu lub zasady w
danym polinukleotydzie nie jest funkcja sekwencji per se. Chociaz wia-
domo, ze trwate rodzaje RNA (tRNA i rRNA) czesto maja staty rozkiad
post-translacyjnych modyfikacji, obecne stownictwo nie ma na celu ani
pokrywania sie z istniejgcymi systemami, ani ich wypierania. Prawdopo-
dobnie nie udatoby sie stworzy¢ prostego i logicznego systemu, ktory nie
kolidowatby z poprzednimi. Nalezy wiec uzna¢ mozliwos¢ takiego konflik-
tu i podejmowac starania, aby unikna¢ powstania zamieszania, np. w od-
niesieniu do symboli B, D, i S, ktéore zalecano, odpowiednio, na okres$lenie
5-bromourydyny, 5, 6-dihydrourydyny i tiourydyny, [1, 2], lub W, uzywa-
nego czasami na okreslenie wyozyny [29].
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RECENZJE

Molecular Cell Biology
James Darnell, Harvey Lodish, David Baltimore

Scientific American Books Inc.
Distributed by W. H. Freeman and Co., 198G

Stron 1187. Cena w twardej oktadce 4895 funtéw, w papierowej oktadce 1895 funtéw.

Olbrzymi postagp w biochemii jaki dokonat sie w ostatnich 20 latach (niektérzy
nazywajg ten okres rewolucjg w biologii) zawdzieczamy rozwojowi nowych metod,
wykorzystujgcych zaledwie ,minutowe” ilosci substancji biologicznych. Mozna tutaj
wymieni¢ ultrawirowanie, nowe mikroskopy, rentgenografie, okreslenie sekwencji
biatek oraz DNA, a takze nowe wykorzystanie materiatu biologicznego jak mono-
klonalne przeciwciata, wirusy roslinne i zwierzece, kultury tkankowe i klonowanie
genow. ,.Synenergetyczny” efekt wykorzystania nowego podejscia eksperymentalnego
oraz innego mys$lenia spowodowat nagromadzenie fascynujgcych, nie tylko biologow,
informacji o architekturze czasteczek biologicznych w szczegdélnosci biatek i kwaséw
nukleinowych i ich podstawowej roli w procesach komdrkowych. Wymieni¢ tutaj
mozna kilka z nich jak transport przez membrany, oddzialywanie ligand-receptor,
tworzenie przeciwciat, organizacje chromosoméw, transkrypcja i dojrzewanie RNA,
synteza polipeptydéw, przemiany energii. Zagadnienia te, podstawowe dla zrozumie-
nia struktury i funkcji komorki, sa w przemyslany i stosunkowo prosty sposéb przed-
stawione w ksigzce Darnella, Lodisha i Baltimora. Skitada sie ona z 25 rozdziatéow
podzielonych na 4 grupy tematyczne: l. Introduction: Molecules, Cells and Experi-
mental Techniques; 2. Gene Expression, Structure and Replication; 3. Cell Structure
and Function; 4. Normal and Abnormal Variations in Cells.

Jest ona bardzo podobna co do tresci, formy i szaty graficznej do innego opraco-
wania z 1983 r. ,Molecular Biology of the Cell” napisanego przez zespét amerykan-
sko-angielski z J. Watsonem na czele. Obecno$¢ D. Baltimora, laureata Nagrody Nobla
z 1975 r., w skladzie autoréw wydaje sie by¢ wystarczajgco zachecajacym powodem
do przeczytania z zapartym tchem rozdzialu o raku — ale nie tylko. Inne rozdziaty,
szczegblnie ten o dojrzewaniu RNA zawiera opr6cz stanu wiedzy na dzien dzisiejszy,
takze interesujace spojrzenie historyczne. Czytanie tego i podobnych fragmentéw
moze by¢ intelektualng przygoda pokazujaca jak historycznie zagadnienie sige roz-
wijato, w jaki sposéb logicznie uktadatly sie pewne obserwacje prowadzac do zdu-
miewajacych uogélnien, dzisiaj juz uznanych faktéw.

Pewne zwatpienie budzi wymienienie glukozy, a nie fosforanu glicerylaldechydu
jako prawdziwego produktu cyklu Calvina. Trzeba przyzna¢ jednak, ze te niespdéjnosc¢
mozna znalez¢ takze w wielu innych podrecznikach.

Wydaje mi sie, ze obie ksigzki: ,Molecular Biology of the Cell” (B. Alberts,
D. Bray, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, J. D. Watson), Garland Publ. Inc. 1983 oraz
charakteryzowany tutaj podrecznik sa niezwykle interesujagcymi i cennymi opraco-
waniami i powinny by¢ w zasiegu wszystkich biologéw, biochemikéw, chemikoéw
oraz przedstawicieli dziedzin pokrewnych. taczga one bowiem w sposéb przejrzysty
biologie molekularng i biochemig oraz biologie komoérki i genetyke. Majgc tak przy-
gotowany grunt tatwiej rozwaza¢ problemy rozwoju, immunologii czy nowotworow.

Oprécz zawartosci merytorycznej na uwage zastuguje forma prezentacji olbrzy-
miego materiatu. Uzywanie koloréw oraz podtytutéw utatwia systematyzowanie in-
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formacji oraz ksztattuje przestrzenne rozumienie zachodzgcych proceséw komorko-
wych. Naprawde warto podja¢ wysitki majgce na celu nabycie tych podrecznikéw
jesli nie prywatnie, to dla bibliotek instytutowych. W Zaktadzie, w ktérym pracuje
obie pozycje sg dostgpne. Warto zastanowi¢ sie, aby co najmniej jedna z tych ksigzek
ukazata sie w polskim przektadzie na naszym rynku.

Jan Barciszewski

Hans-Peter Kleber i Dieter Schlee — ,Biochemie |: Allgemeine und funktionelle
Biochemie”

VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 1987
501 stron, 192 ryciny, 32 tabele

Jest to dobry, w peini nowoczesny podrecznik biochemii ogélnej adresowany
przede wszystkim do studentéw biologii chociaz z pewnosciag moze by¢ cenng pomo-
cg dydaktyczng takze dla studentéw medycyny, farmacji, weterynarii i kierunkéw
rolniczych. Mimo stosunkowo skromnej objetosci (ok. 500 stron zmniejszonego for-
matu) autorom udato sie przedstawi¢ podstawy biochemii w sposéb przejrzysty,
atrakcyjny i zgodny z aktualnym stanem wiedzy. Niemata w tym zastuga witasciwe-
go wywazenia objetosci poszczegdlnych rozdziatéw i starannej selekcji podawanych
informacji.

W uktadzie ksigzki zwraca uwage, jako rozwigzanie do$¢ rzadko stosowane, do-
konanie w rozdziale | (,Wprowadzenie”), po zwieztym okres$leniu obszaréw zainte-
resowan biochemii i jej powigzan z innymi dyscyplinami, krétkiego przegladu pod-
stawowych metod badania metabolizmu z wyréznieniem technik pozwalajagcych na
Sledzenie przemiany materii w calych organizmach, w izolowanych organach, tkan-
kach i komoérkach oraz na poziomie subkomoérkowym i molekularnym. Cho¢ sitg
rzeczy przeglad ten jest do$¢ ogélny daje jednak czytelnikowi pewne wyobrazenie
0 rozmaitosci, wyrafinowaniu i precyzji metod stosowanych we wspo6iczesnej bio-
chemii. Obszerny rozdziat 1l (,Struktura i funkcje biomolekut’) omawia kolejno
budowe, witasciwosci i podstawowe funkcje biologiczne cukréw, biatek, kwaséw nu-
kleinowych i lipidow. Rozdziat ten zawiera réwniez podstawowe informacje o enzy-
mach i katalizie enzymatycznej oraz krétko lecz tresciwie i nowoczes$nie ujete omoé-
wienie budowy i funkcji bton biologicznych. Kolejny rozdziat ,Katabolizm i powsta-
wanie zwigzkéw wysokoenergetycznych” przedstawia podstawy bioenergetyki, gtow-
ne szlaki katabolizmu cukréw, lipidow, biatek i aminokwaséw oraz procesy wiodace
do syntezy ATP. Rozdziat IV (,Szlaki anaboliczne”) omawia drogi biosyntezy roéz-
nych skiadnikéw komorki, przy czym duzy nacisk potozono na przestrzenne rozmiesz-
czenie réznych proceséw biosyntezy w komoérce i powigzania pomiedzy poszczegélny-
mi szlakami metabolicznymi. W kolejnym rozdziale ,Biochemia kwas6w nukleino-
wych— replikacja, ekspresja genéw” zwraca uwage dos$¢ szerokie potraktowanie
mechanizméw regulacji ekspresji genéw u Prokaryota i Eukaryota, uwzgledniajace
rowniez osiggniecia ostatnich lat. Ostatni rozdziat ,Regulacja i integracja metabo-
lizmu” zastuguje na szczegélne wyrdznienie ze wzgledu na wyjatkowo przejrzyste
1 przemawiajace do wyobrazni czytelnika przedstawienie ré6znorodnych mechaniz-
moéw regulowania metabolizmu komérki. Wielu omawianych tu zagadnien prézno by
szuka¢ w dostepnych na rynku ksiegarskim podrecznikach biochemii— jako przy-
ktad wymieni¢ tu mozna choc¢by informacje o roli ubikwityny w degradacji biatek.

Od strony redakcyjnej podrecznik zostat przygotowany bardzo starannie. Siedze-
nie tekstu ogromnie utatwiajg doskonale dobrane i graficznie opracowane, w duzej
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czesci dwubarwne schematy i rysunki. Ksigzka zaopatrzona jest w obszerny, za-
wierajacy ponad 2000 haset indeks rzeczowy, tablice przedstawiajacga chronologicznie
kilkadziesigt najwazniejszych dla rozwoju biochemii odkry¢ oraz liczacy kilkadzie-
sigt pozycji wykaz pismiennictwa (gtéwnie artykuty monograficzne) pomyslany jako
literatura uzupelniajaca. Szkoda, iz autorzy nie powotuja sie na odpowiednie pozycje
tego wykazu bezposrednio w tekscie lub na koncu kolejnych rozdziatéw co utatwito-
by czytelnikowi znalezienie interesujgcego go artykutu.

By¢ moze u czytelnikéw zainteresowanych szczeg6lnie biochemiag roslin, mikroor-
ganizmoéw lub biochemiag kliniczng lektura ,Biochemie 1” Klebera i Schlee pozostawi
pewien niedosyt ze wzgledu na bardzo skromne potraktowanie zagadnien nalezacych
do tych dziatéw biochemii. Wydawca zapowiada jednak ukazanie sie jeszcze w bieza-
cym roku drugiej czesci, opracowanej przez tych samych autoréw, pt. ,Biochemie II:
Spezialle und angewandte Biochemie”, ktéra ma szerzej uwzgledni¢ m.in. wymienio-
ne dziaty biochemii a takze niektére aspekty wykorzystania osiggnie¢ biochemii w
medycynie, rolnictwie i biotechnologii.

W sumie ,Biochemie I” jest wartosciowym podrecznikiem, gruntownie i nowo-
cze$nie prezentujacym podstawy biochemii i nie ustepujacym wielu renomowanym
podrecznikom, ktére ukazaly sie ostatnio na Swiecie. Warto by rozwazy¢ jego ewen-
tualne udostepnienie czytelnikom polskim. Fakt, iz wydawcg jest firma z NRD utatwi,
by¢ moze, pertraktacje w sprawie wydania ksigzki w Polsce i umozliwi pojawienie
sie polskiej wersji w ksiegarniach w czasie znacznie krdétszym, niz to miato miejsce
w przypadku polskich ttumaczen podrecznikéw biochemii opracowanych na Zacho-
dzie — na przykiad ,Biochemii” A. Lehningera lub ,Biochemii” L. Stryera.

Zdzistaw Wojciechowski
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SPRAWOZDANIE

Krajowe kolokwium n.t. kwaséw rybonukleinowych — Zielonka 87

W dniach 12 i 13 marca 1987 w Lesnym Zakladzie Doswiadczalnym Poznanskiej
Akademii Rolniczej w Zielonce k/Poznania odbyto sie Krajowe Kolokwium Kwasoéw
Rybonukleinowych. Organizatorem spotkania byt Zaktad Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu. Po czteroletniej przerwie udato sie ponownie zebra¢ w Poznanskim
Osrodku Naukowym ponad 100 reprezentantéw prawie wszystkich krajowych grup
badawczych zajmujacych sie kwasami nukleinowymi. Byta to dziesigta z kolei kon-
ferencja o tej tematyce. Przypomnijmy tematyke, organizatora i miejsce poprzed-
nich konferencji organizowanych w OsSrodku Poznarnskim.

1 Synteza, struktura i wilasnosci transferowych kwaséw rybonukleinowych,
M. Wiewiérowski, Zielonka k/Poznania 1971.

2. Synteza, struktura i witasnosci transferowych kwaséw rybonukleinowych,
M. Wiewiérowski, Poznan, 1972

3. Synteza, struktura i wilasnosci transferowych kwaséw rybonukleinowych,

M. Wiewiérowski, Boszkowo k/Poznania 1973.

4. Recent Developments in Oligonucleotide Synthesis and Chemistry of Minor Bases

of tRNA, M. Wiewidrowski, Kiekrz k/Poznania 1974.

5. Synthesis, Structure and Chemistry of Transfer Ribonucleic Acids and their Com-

ponents, M. Wiewiérowski, Dymaczewo k/Poznania 1976.

6. Translation of Natural and Synthetic Polynucleotides, A. Legocki, Btazejewko

k/Poznania 1977.

7. Biological Implications of Protein — Nucleic Acid Interactions, J. Augustyniak,

Dymaczewo k/Poznania 1980.

8 Struktura i wtasciwosci kwaséw nukleinowych, M. Wiewiérowski, Poznan, 1982.
9. Struktura i wiasciwosci kwaséw nukleinowych i biatek, M. Wiewiérowski, Po-

znan 1983.

Jak wida¢ choc¢by z nazw konferencji niektére z nich mialy charakter migdzy-
narodowy, a w dwoéch ostatnich o zasiegu krajowym, brali udziatl goscie zagraniczni.
Materiaty konferencji 1-7 zostaty opublikowane. W 1984 r. odbyto sie¢ w Poznaniu
Miedzynarodowe Sympozjum Chemii Produktéw Naturalnych IUPAC, ktére réwniez
obejmowato tematyke kwaséw nukleinowych. Organizatorami obecnej konferencji
byli: R. W. Adamiak, J. Barciszewski, W. Krzyzosiak i W. T. Markiewicz;, a wiec
osoby, ktérych zainteresowanie kwasami nukleinowymi stymulowata atmosfera
wczesdniejszych spotkan. O tym wszystkim powiedzial w swoim zagajeniu M. Wie-
wiorowski, Kierownik Zakiadu Chemii Bioorganicznej PAN, faktyczny inicjator
wspomnianego cyklu spotkan naukowych, ktére mozna nazwac¢ rowniez Szkolg n.t.
Kwaséw Nukleinowych, dedykowanych giéwnie kwasom rybonukleinowym. Obecng
konferencje rozpoczeto od przedstawienia wspoéiczesnych probleméw chemii RNA.
Stan wiedzy o lewoskretnej formie RNA o tzw. ,Z-RNA” przedstawit R. W. Adamiak.
Oczywiste bylo zainteresowanie stuchaczy wiasciwosciami biologicznymi nowej for-
my RNA. chociaz nie ma dotychczas bezposrednich dowodéw wskazujacych na celo-
wos$¢ tej struktury in vivo. Problem jest interesujacy i z pewnos$cia jego rozwigzanie
dostarczy interesujgcych danych na temat réznic strukturalnych DNA i RNA.
W. T. Markiewicz méwit o obecnych osiagnieciach w syntezie oligorybonukleotydéw.
Pytaniem, ktore wszystkich tutaj nurtuje jest maksymalna mozliwa diugos$¢ synte-
tycznego RNA. Oczywiscie interesujaca jest réwnie, a moze przede wszystkim chemia
takich uktadéw. W. Krzyzosiak dyskutowatl o fagowych systemach transkrypcji
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opartych o RNA polimerazy fagow T7 i SPe. Mozna byto sie przekona¢ jak stosun-
kowo prosto i tatwo daje sie otrzymaé¢ nawet miligramowe ilosci tRNA Ilub rRNA
in vitro oraz jak wykorzysta¢ te metode do ukierunkowanej mutagenezy. Kolejnym
szeroko dyskutowanym tematem byly transferowe kwasy rybonukleinowe. W ramach
wystagpienia J. Barciszewskiego ustyszeliSmy krétkie podsumowanie réznych wias-
ciwosci biologicznych tRNA, od biosyntezy biatka poczawszy poprzez synteze $cian
komoérkowych az po synteze chlorofilu. Obecnie znanych jest okoto 400 sekwencji
tRNA oraz prawie tyle samo gendéw. Z ros$lin wyodrebniono 36 tRNA z czego wiek-
szo$¢ dotyczy nasion tubinu zéttego i zarodkéw pszenicy. J. Barciszewski omoéwit
szczeg6towo udziat roslinnych tRNA tytoniu, zarodkéw pszenicy i tubinu zéitego w
supresji kodonu UAG (amber) wystepujacych w RNA wirusa mozaiki tytoniu. In-
teresujace jest jaki aminokwas wigczony jest do peptydu w miejscu kodonu terminu-
jacego oraz jaki jest wplyw otoczenia kodonu terminujgcego na jego odczytanie
(A. Legocki). Temat supresji zostal bardzo tadnie rozwiniety przez W. Zagoérskiego,
ktory zajat sie supresjg informacyjng kodonéw nonsensownych, giéwnie ochre w
mitochondriach drozdzy. O jadrowych genach tRNA ro$lin moéwili: J. Augustyniak
i W. Kedzierski. Wydaje sie, ze w najblizszym czasie uda si¢ okresli¢ strukture ge-
néw tRNA z pszenicy i tubinu, jako, ze odpowiednie klony udato sie wyselekcjono-
wacd.

H. Augustyniak oméwita organellowe tRNA akcentujgc szczeg6lnie geny mito-
chondrialnych tRNA. Obecni mogli sie przekona¢ jak trudny jest to obiekt badawczy.
Mimo wszystko w ostatnich latach okreslono sekwencje kilku genéw tRNA w tym
réwniez z tubinu. K. L. Wierzchowski przeniést uczestnikéw konferencji w dziedzing
badann kinetycznych procesu inicjacji transkrypcji u prokariota, a A. Joachimiak
omawiat oddziatywanie kwas nukleinowy—biatko na przykitadzie uktadu represor—
operator tryptofanowy. Bliskie wydaje sie rozwigzanie petnej struktury krysztatéw
kompleksu DNA biatko i zrozumienie molekularnych podstaw ekspresji genéw. Zda-
niem D. Shugara niezwykle ciekawe doswiadczenia prowadzone sg w zakresie poli-
fosforanéw dwunukleozydéw, czesto nazywanych czgsteczkami sygnatowymi lub
alarmonami. Najbardziej znanymi zwiazkami w tej grupie sa A04A oraz modyfiko-
wany koniec 3' niektérych mRNA tzw. CAP. Obecno$¢ Ap4A wigze sie obecnie z wie-
loma procesami biologicznymi np. szok termiczny itp. Niezwykle ciekawe sg réw-
niez enzymy powodujgce hydrolize. Problem ten jest rowniez intensywnie badany
w Polsce.

B. Golankiewicz podsumowata dotychczasowag wiedze w dziedzinie badan fluory-
zujacych zasad i nukleozydéw typu Y wyodrebnionych z tRNAphe. Szczeg6lnie cie-
kawe informacje dotyczyly biosyntezy tego nukleozydu. H. Lonnberg (Finlandia) mo6-
wit o stabilnosci rybonukleozydéw w $Srodowisku alkalicznym.

A. Matkiewicz skoncentrowat swojg i stuchaczy uwage na hipermodyfikowanych
pochodnych urydyny obecnych w antykodonie tRNA w tzw. pozycji wobble. Maja
one istotne znaczenie w procesie dekodowania informacji genetycznej. Pokazat réow-
niez, ze synteza pochodnych U nie jest trudnym eksperymentem, przynajmniej dla
specjalistow.

Bardzo skomplikowane i trudne do badania sa oddziatywania czgsteczek tRNA
znajdujacych sie na rybosomie. P. Gornicki pokazal, ze wykorzystanie réznego typu
modyfikacji chemicznych pozwolito przyblizy¢ nasze wyobrazenia o topografii kom-
pleksu translacyjnego. Interesujgce byto wystgpienie T. Twardowskiego omawiajace
wptyw alkaloidéw chonolizydynowych wystepujacych w tubinie na tworzenie kom-
plekséw czynnika elongacyjnego EP1 oraz aminoacylo-tRNA.

Interesujgco przebiegata og6lna dyskusja na temat perspektyw badarn nad RNA.
Méwiono o doswiadczeniach wykazujacych transport kwaséw nukleinowych miedzy
organellami (np. 58. S RNA), o mozliwosciach wprowadzania liposoméw do mito-
chondriéw. Starano sie zrozumie¢ czy Z-RNA istnieje rzeczywiscie i jak go szukac.
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Nie pominigto niskoczgsteczkowych jadrowych RNA, a takze niskoczasteczkowych
cytoplazmatycznych RNA. Wspomniano o koniecznosci badan oddziatywan kwas ry-
bonukleinowy—biatko, a takze samych RNA np. 5S rRNA, o ktérego funkcji wiemy
niezwykle matlo. Wspomniano o istotnosci dokiadnego S$ledzenia wptywu kationow
i aniondéw na strukture makroczasteczki. Na konferencji omawiano nowe zagadnie-
nia zwigzane gtéwnie z RNA. Najwiecej jednak uwagi poswiecono tRNA, modyfiko-
wanym nukleozydom oraz zagadnieniom bezposrednio z tRNA zwigzanym. Przy-
gotowujac konferencje, organizatorzy mieli $wiadomos$¢, ze w roku 1987 mija witasnie
30 lat od czasu odkrycia tego rodzaju RNA przez Zamecnika. Chciano w ten sposéb
da¢ wyraz swemu przywigzaniu do tego zagadnienia i skromnie podkresli¢ ten ju-
bileusz w biologii molekularnej.

Przy okazji jubileuszu nalezy podkresli¢, ze to wtasnie tRNA jest rodzajem RNA,
dla ktérego dobrze znane sg metody okres$lania witasciwosci biologicznych; jako
pierwszy otrzymano w stanie krystalicznym oraz rozwigzano strukture przestrzenng
krysztatu. Mimo, ze obecnie znacznie czeSciej prowadzone sa badania w dziedzinie
DNA, tRNA nie zniknie najprawdopodobniej z mapy naukowej Swiata i kraju.

Na zakonczenie jeszcze jedna refleksja. Otéz wszystkie referaty oparte byty
o wiasne doswiadczenia. Ten fakt zdecydowanie wyrézniat te konferencje od pozo-
statych. Nigdy tez dotychczas we wspomnianym cyklu spotkan naukowych nie noto-
waliSmy tak duzego zainteresowania ludzi mtodych. Mozna byto zauwazyé¢ przekona-
nie, ze biologia molekularna jest tak atrakcyjna dziedzing wiedzy, iz mimo duzych
trudnosci zaopatrzeniowo-finansowych oraz literaturowych w naszym kraju, bedzie
sie rozwijac.

Sadzi¢ nalezy, ze czas spedzony na konferencji nie byt stracony oraz nie bytly
to zwyczajne, szare dni.

Kolejna konferencja z tego cyklu odbedzie sie prawdopodobnie w nastepnym roku.

Jan Barciszewski
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuly monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposéb syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie peinego pismiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie pi$miennictwa z ostatnich dwéch lat. Objetos¢
takich artykutéw nie powinna przekracza¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnow-
szego piSmiennictwa, wystarczajacego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar-
talnik publikuje kroétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujgce o nowych in-
teresujacych osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajgce
historie badann w zakresie roéznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do
Redakcji jest rownoznaczne z oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innych czasopismach, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Bio-
chemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢ podanych informa-
cji. Autorow obowigzuje korekta autorska: poprawki wynikajace z btedoéw drukarni
nanosimy otowkiem; niezbedne zmiany autorskie nanosimy niebieskim atramentem.
Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedéw drukarskich) ponosza
autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych stawek. Autorzy otrzymuja
25 odbitek swego artykutu.

Redakcja prosi autor6w o przestrzeganie nastepujgcych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwéjng interlinia, z margine-
sem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw
w jednym wierszu nie wigcej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(éw), adres(y) Zaktadu(6w) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktéry autorzy zyczg sobie otrzymywac korespondencje, adres prywatny, telefon
miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim) oraz — w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i, jego (ich) miejsce(a) pracy, oraz wykaz skréotéw stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujag tekst pracy do spisu piSmiennictwa wigcznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuly i objasnienia do rycin na stronach konicowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowac¢ rzeczowo winny o przedstawionych tresciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dziaty odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1). Tytuiéw podrozdziatdéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W teks$cie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkres$len ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzordéw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekscie nalezy podawa¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrdcenie szczegélnej uwagi na poprawnos$¢ jezykowa tekstu
a takze na $cistos¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jesli niektére z nich bywaja uzywane
w pracach obcojezycznych.



Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpty-
wajgcych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajace przedstawiona dziedzing z uwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W teks$cie nalezy podawaé jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowania w tekscie. Wykaz pismien-
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabe-
tycznie. Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Cza-
sopism Biochemicznych Migdzynarodowej Unii Biochemikéw (IlUB) wedtug Biochim. Biophys.
Acta (1972), 271, 1 np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

Dix6n M., Weeb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co., London;

Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D., t. 5
str. 1—58; Academic Press, London.

Zataczniki: kazdy zalgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tekScie oraz oznaczy¢ (na goérze
stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytuty tabel i nagtéwki rubryk
powinny jasno opisywac¢ ich tres¢, zaznaczajgc, z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg w kolej-
nosci ich oméwienia w tekécie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na bialtym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykona¢ linia ciersza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwaé
sie skrotami. Osie wykres6w natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé¢ nastepujace symbole: O O A < B A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dét" (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotagczone na oddzielnej kartce. Oznacze-
nia, ktéorych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sig autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacja (Copyright).
Przed witaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdéw, aby zabezpieczyé maszynopis i ilustracje
przed pogieciem.
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