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ARTYKULY

Budowa kanatow jonowych:

lon channel structural families

JANINA KWIATKOW SKA1

Spis tresci:

I.  Krotki rzut oka na historie badan
1. Kanaty zalezne od potencjatu Mony (napieciowo-zalezne)
11-1. Kanat sodowy
11-2. Kanat wapniowy (wigzacy dihydropirydyne)
11-3. Kanat potasowy z Drosophila
I11. Kanaty ,,bramkowane” przez Ugandy
I11-1. Nikotynowy receptor acetylocholiny
I11-2. Receptor GABAa
I111-3. Receptor glicyny
I11-4. Receptor glutaminianu (podtyp kainianowy)
IV. Czy istotnie dwie rodziny strukturalne?

Contents:

I.  Short history of studies
1. Voltage-dependent channels
I1-1. Sodium channel
11-2. Calcium channel (dihydropyridine binding)
11-3. Potassium channel from Drosophila
I11. Ligand-gated channels
I11-1. Nicotinic acetylcholine receptor
131-2, GABAa receptor
111-3. Glycine receptor
I11-4. Glutamate receptor (kaioate subtype)
IV. Are there two structural families?

Wykaz stosowanych skrétéw: ACh — acetylocholina; GA-
BAa-R — receptor GABA, typu A; Glu-R — receptor
glutaminianu; Gly-R — receptor glicyny; nACh-R — ni-
kotynowy receptor acetylocholiny.

L Krdtki rzut oka im historie badan

Juz przed 40 laty zaczeto tgczy¢ proces pobudzenia
nerwowego ze zmianami przepuszczalnosci btony dla
jonéw. Pojawity sie przypuszczenia, ze istniejg specjal-
ne biatka btonowe, tworzgce kanaty, selektywnie prze-
wodzace jony. Przez blisko 20 lat udziat takich biatek
byt raczej przedmiotem spekulacji niz konkretnych
badan. Za pomocg metod biofizycznych uzyskano
natomiast wiele informacji o cechach charakteryzujg-
cych przewodnictwo i o elektrofizjologicznych aspek-

1 Prof. dr hab., Zaktad Biochemii Akademii Medycznej,
ul. Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw
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rodziny strukturalne

tach zjawiska. Dane te wskazywaty na wystepowanie
dwu typéw kanatéw o odmiennym mechanizmie ,bra-
mkowania”: napieciowo-zaleznych (zaleznych od po-

tencjatu btonowego — voltage-gated) oraz ,bram-
kowanych” przez Ugandy (zaleznych od neurotrans-
miterow i hormonow — ligand-gated). Wtasciwe bio-

chemiczne badania kanatdw czekaty jednak na znale-
zienie nowych technik. Przewrdt w tej dziedzinie
zapoczatkowato znalezienie selektywnych inhibitoréw
kanatow: tetrodotoksyny, wigzacej sie z kanatem sodo-
wym oraz a-bungarotoksyny — z nikotynowym recep-
torem cholinergicznym. Za ich pomocg wydzielono,
oczyszczono, a nastepnie zcharakteryzowano oba te
biatka. Ustalono ich sktad podjednostkowy i sekwen-
cje fragmentéw tancuchéw polipeptydowych. Metody
stosowane w tych badaniach sa bardzo zmudne i pra-
cochtonne, a ilo$¢ uzyskiwanego biatka — znikoma.
Btyskawiczny postep w badaniach strukturalnych da-
tuje sie od 1982 r, kiedy to do badania kanatu
sodowego zastosowano techniki biologii molekular-
nej. Znajomos$é sekwencji aminokwasowej fragmen-
téw tancucha potipeptydowego jednej z podjednostek
umozliwita synteze polinukleotydowych znacznikow
segregujacych, a za ich pomocg — wydzielenie mMRNA,
uzyskanie cDNA i klonowanie go, Analiza sekwencji
cDNA pozwolita na wydedukowanie sekwencji ami-
nokwasoéw w biatku. Produkty transkrypcji klonowa-
nych genoéw reagowaty z przeciwciatami przeciw oczy-
szczonym podjednostkom kanatu sodowego. Za po-
mocg metod klonowania zbadano nastepnie ioznaczo-
no budowe kilku innych kanatéw jonowych. Profile
hydropatyczne i przewidywane struktury IT-rzedowe
tych biatek, sporzgdzane na podstawie sekwencji ami-
nokwasowej daty wglad w topografie kanatow w bto-
nie, pozwolity okresli¢ kolejnos¢ regionéw hydrofit-
nych i hydrofobowych oraz potozenie fragmentow
transmembranowych. Wprowadzajagc cDNA lub
mRNA do komdrek nie posiadajgcych danego kanatu
uzyskiwano dowody na to, ze istotnie kodujg funkc-
jonujace kanaty jonowe. Zazwyczaj uzywa sie do tego
celu oocytow Xenopus. W ten sposdb udato sie m. in.
ustalié, ktére podjednostki sg niezbedne dla funkcji
kanatu. W miare coraz lepszego poznawania struktury
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i topologii kanatow wytonita sie koncepcja, zgodnie
z ktérag podziat na kanatly napieciowo-zalezne i ligan-
do-zalezne nosi nie tylko funkcjonalny, ale i struktural-
ny charakter. Kazdy z tych dwu typéw kanatéw
miatby tworzy¢ rodzine (podrodzine) strukturalna,
kodowang przez geny wywodzace sie od wspdlnego
genu-przodka [1-4].

Il. Kanaty zalezne od potencjatu (napiecio-
wo-zalezne)

Kanaty te cechuje wyrazna zalezno$¢ przewodnict-
wa od potencjatu btonowego, wysoka selektywnos$é
wzgledem jonow oraz przewodnictwo pojedynczego
kanatu rzedu 107 jondéw/sek.

I1-1. Kanat sodowy

Oczyszczone idobrze zdefiniowane preparaty kana-
tow sodowych otrzymano z organdéw elektrycznych
Torpedo i Electrophorus electricus, z miesni réznych
gatunkow ssakow, z moézgu wotu i szczura. Kanat
z organu elektrycznego zbudowany jest z pojedyn-
czego tancucha polipeptydowego o masie czastecz-
kowej 250 kDa. W sktad kanatu z miesni wchodzg pod-
jednostki a o Mrokoto 260 kDa i®* (MW = 38 kDa).
Kanat z mézgu jest heterotrimerem, sktada sie z pod-
jednostek a (260 kDa), (36 kDa) i/?2(33 kDa) [5-7],
Badania rekonstytucyjne wykazujg, ze dla przewod-
nictwa jonéw we wszystkich wymienionych kanatach
wystarcza jedna podjednostka (w kanale z mies$ni
i mbzgu — of). Tworzy ona $ciany pory jonowej.
Pozostatym podjednostkom przypisuje sie role modu-
lacyjng i regulatorowa, przy czym /?2z mézgu zdaje sie
mato istotna dla przewodnictwa [8, 9]. Pozakomor-
kowe regiony biatek kanatu sg obficie glikozylowane,
a zawarto$é reszt cukrowych dochodzi w niektérych
przypadkach do 30% masy czgsteczki. Cytoplazmaty-
czne kinazy biatkowe A katalizujg fosforylacje we-
wnatrzczasteczkowych regionéw podjednostki a.
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Ryc. 1. Budowa podjednostkowa kanatu sodowego.
WY — miejsca glikozylacji, © — miejsce fos-
forylacji (w/g [7])

Ryc. 2. Budowa podjednostki a kanatu sodowego. Cyf-

rami arabskimi oznaczono segmenty transmemb-
ranowe, rzymskimi — domeny.
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Okres$lenie obszaréw glikozylacji i fosforylacji oraz
badania immunologiczne pozwolity na zaproponowa-
nie modelu utozenia podjednostek w blonie (patrz
Ryc. 1).

Na podstawie sekwencjonowania cDNA, kodujace-
go funkcjonalny kanat sodowy poznano petna sekwen-
cje aminokwasowg kanatu z organu elektrycznego
(1832 reszty) oraz trzech typow podjednostek az moz-
gu szczura (2008-2012 reszt) [10]. Dane te poddano
analizie pod wzgledem profilu hydropatycznos$ci, prze-
widywanej struktury Il-rzedowej i zachowania okres-
lonych sekwencji w réznych regionach czasteczki. Na
tej podstawie skonstruowano model podjednostki a.
Wystepujg w niej 4 domeny o wysokiej homologii
wewnetrznej (tzw. powtarzajace sie regiony). Pora
kanatu znajduje sie w centrum pseudosymetrycznej osi
tych domen. W kazdej domenie mie$ci sie 6 hydro-
fobowych, a-helikalnych segmentéw, dostatecznie dtu-
gich, by tworzy¢ odcinki transmembranowe, zwane
51....S6. SI, S2'i S3 zawierajg aminokwasy o ujemnym
tadunku, za$ S4 sg bogate w reszty zasadowe. Jak
wida¢ na Ryc. 2, N- i C-konce czasteczki, petle miedzy
domenami oraz odcinki hydrofilne tgczace segmenty
52 z S3 oraz S4 z S5 lezg po cytoplazmatycznej stronie
btony, a odcinki miedzy Sl i S2 oraz S5 i S6 — po jej
stronie zewnetrznej. W podjednostce a z mézgu petle
taczace domene i ll sg dtuzsze niz w biatku z narzgdu
elektrycznego [11-14]. Model ten uzyskuje coraz wie-
cej dowodow doswiadczalnych.

Pore przewodzaca Na+ wyscielaja segmenty S4
wszystkich 4 domen. Jak otwiera sie kanat sodowy?
Uwaza sie, ze reszty Arg w segmencie S4 tworzg
spiralng wstege dodatnich tadunkéw wokdt rdzenia
helisy. Reszty te sg stabilizowane dzieki powstawaniu
par jonowych pomiedzy dodatnimi tadunkami S4,
a ujemnymi tadunkami reszt segmentow SI, S2 i S3.
Oddziatywania te sg trwate, gdy potencjat btonowy
wynosi okoto — 80 mV. Kanat jest wtedy zamkniety.
Przy depolaryzacji btony nastepuje poslizg S4 wzdtuz
spirali i obrot o 60°. Tworza sie¢ nowe pary jonowe, €O
inicjuje kolejne zmiany konformacyjne we wszystkich
domenach. Prowadzi to do przemieszczenia conajm-
niej 4 tadunkéw reszt aminokwasowych przez btone,
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a nastepnie otwarcia kanatu. Taki sekwencyjny model
wydaje sie zgodny z kinetykag aktywacji kanatu: prze-
niesienie tadunk6w odbywa sie natychmiast po depo-
laryzacji btony, a przeptyw jondw dopiero po pewnym
czasie [2, 7]. Po ustaniu depolaryzacji kanaly Na+
spontanicznie przechodzg w stan zamkniety, co z kolei
utatwia repolaryzacje btony. Przypuszcza sie, ze frag-
ment tancucha, charakteryzujacy sie wrazliwos$cig na
wewnatrzkomdrkowe proteazy, a wiec lezacy po stro-
nie cytoplazmatycznej zamyka kanat. Istotnie, prze-
ciwciato skierowane przeciw krotkiemu fragmentowi
tafncucha (tzw. SP19), lezagcemu po wewnetrznej stronie
btony hamuje zamykanie kanatu. Wysunieto koncep-
cje ,tetrahedrycznej czgstki blokujgcej”: w czasie ot-
wierania kanatu po jego wewnetrznej stronie odstania
sie ujemnie natadowana reszta aminokwasowa. Przy
zamykaniu kanatu fragment SP19, obdarzony dodat-
nim fadunkiem oddziatywuje z ta reszta, blokujac
kanat [4, 15, 16],

11-2. Kanat wapniowy (wigzacy dihydropirydyne)

Kanat ten nalezy do tzw. typu 2 kanatébw wap-
niowych L, generujgcych prady o dtugich czasach
trwania, wystepujagcego w tkankach kurczliwych. Di-
hydropirydyna, ktdéra jest inhibitorem tego kanatu,
wigze sie z nim po zewnetrznej stronie btony. Wyko-
rzystujac swoisto$¢ tego wigzania, wydzielono kanat
z miesni szkieletowych ssakow. Kanat Ca2+ jest pen-
tamerem, sktada sie z dwu duzych podjednostek: ock
(175 kDa) i a2 (143 kDa), oraz trzech matych: /? (54
kDa), y (30 kDa) i S (27 kDa). Duze podjednostki oraz
y majg charakter hydrofobowy i utozone sa transmem-
branowo. Podjednostka fi potgczonajest za, iutozona
na stronie cytoplazmatycznej, a 6 tgczaca sieza2— po
stronie zewnetrznej btony. Podjednostki a2,y i<8ulega-
ja glikozylacji,aa, i/?— fosforylacji. Kinazy biatkowe
A aktywuja przeptyw Ca2+. Pora przewodzaca jony
miesdci sie w podjednostce a,.Oczyszczona iwbudowa-
na w liposomy podjednostka ta tworzy aktywny kanat
[17, 18]. Model budowy podjednostkowej kanatu
Ca2+ pokazano na Ryc. 3.

I-rzedowa strukture duzych podjednostek poznano
na podstawie sekwencji cDNA. a, skitada sie z 2005
reszt aminokwasowych, z tego 29% identycznych,
a dalszych 36% — chemicznych analogoéw reszt pod-
jednostki kanatu sodowego. W a, kanatu Ca2+ wy-
stepujg 4 powtarzajgce sie domeny, a w kazdej z nich
— 6 segmentéw transmembranowych. Model skon-
struowany na podstawie profili hydropatycznych wy-
kazuje zdumiewajgce podobienstwo do kanatu Na +.
Utozenie N- i C-koncow oraz hydrofilnych petli tacza-
cych domeny i segmenty wewngtrz domen jest iden-
tyczne w obu kanatach, jedynie C-kofcowa hydrofilna
domena kanatu Ca2+ jest wieksza niz w kanale Na +.
Pore kanatu wyscielaja segmenty S4. Przypuszczalnie
mechanizm otwierania izamykania kanatu jest podob-
ny do kanatu Na+ [7, 19, 20].
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11-3. Kanat potasowy z Drosophila

Kanat ten, generujacy w neuronach Drosophila
szybki, hamujgcy prad potasowy o wiasciwosciach
pradéw A, zbudowany jest z kilku stosunkowo niewiel-
kich, przypuszczalnie homologicznych podjednostek
[21]. Klony cDNA z jednego locus genetycznego
tworzag conajmniej 7 mRNA, mozna wiec sadzi¢, ze
istniejg r6zne podtypy kanatu K +. Biatko, kodowane
przez jeden z podtypdw mRNA skiada sie z 616 reszt
aminokwasowych, z czego 27% jest identycznych,
a dalszych 20% chemicznie podobnych do reszt dome-
ny IV kanatu Na+ z narzadu elektrycznego Torpedo.
Profile hydropatyczne kanatu K + wskazujg na obec-
nos$¢ 6 lub 7 segmentéw transmembranowych, o utoze-
niu i sposobie potgczenia petlami hydrofilnymi przy-
pominajacymi kanaty Na+ i Ca2+ (patrz Ryc. 4). Pore
przewodzaca jony K+ tworzg przypuszczalnie seg-
menty S4 kilku podjednostek. Sekwencja tego segmen-
tu odznacza si¢ wysokg homologig z S4 podjednostek
a kanatéw sodowych i wapniowych [7, 22],

I1l. Kanaty ,,bramkowane” przez ligandy

Kanaty ,bramkowane” przez ligandy (neurotrans-
mitery) sq zarazem ich receptorami. Przylgczenie ligan-
da powoduje otwarcie kanatu i przeptyw jonéw. Nie-
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Ryc. 3. Budowa podjednostkowa kanatu wapniowego. 4 — miejsca
glikozylacji, ® — miejsca fosforylacji (w/g [7]).
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Ryc. 4. Budowa kanatu potasowego z Drosophila. Cyframi oznaczo-
no segmenty transmembranowe.
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ktére z tych kanatow, jak np. receptor glutaminianu,
podtyp NMDA, wymagajg dla swej funkcji, oprécz
przytaczenia liganda takze depolaryzacji btony.

Informacja od neurotransmitera do kanatéw moze
by¢ tez przekazywana posrednio: za posrednictwem
biatek G (np. z muskarynowego receptora choliner-
gicznego na kanat potasowy serca, z receptora /i-ad-
renergicznego na kanat Ca2+ serca), lub przekaznikdéw
wtérnych i kinaz biatkowych (np. z receptora Rx
noradrenergicznego i histaminowego za pomocg
cAMP, z a-adrenergicznego — za pomocg cGMP na
kanaty kationowe [23]. Obecnie znamy budowe dwu
kanatow kationowych ,,bramkowanych” przez ligan-
dy: nikotynowego receptora acetylocholiny-(nACh-R)
i receptora glutaminianu-(Glu-R) oraz dwu kanatow
anionowych: receptora GABA typu A- (GABAa-R)
i receptora glicyny -(Gly-R).

I11-1. Nikotynowy receptor acetylocholiny

Ten najwczes$niej i najlepiej poznany z kanatdéw
,bramkowanych” przez ligandy zostat wydzielony
z narzadu elektrycznego Torpedo i Electrophorus oraz
z mie$ni i moézgu ptakéw i ssakéw. W kazdym
przypadku nACh-R jest pentamerem, zbudowanym
z4 rodzajowpodjednostek: (x,R,8iylube,o MW 50-60
kDa kazda. Sa one kodowane przez odrebne geny.
W rodzimym receptorze wystepujg dwie podjednostki
a i po jednej z pozostatych. Wprowadzajagc mRNA
podjednostek do oocytow Xenopus przekonano sieg, ze
aktywny kanat musi zawiera¢ 4 rodzaje podjednostek.
Ma on budowe a2R 6y lub a2 6 e [24, 25]. Sadzac
z badan krystalograficznych, podjednostki ukatadajg
sie w btonie na podobienstwo klepek w beczce. Kanat
wystaje o okoto 55 nm nad zewnetrzng i 2,5 nm nad
cytoplazmatyczng powierzchnig btony. Podjednostka
B lezy miedzy dwiema a [26],

Badajac odmiany podjednostek, uzyskane droga
ukierunkowanej mutagenezy cDNA wysnuto przypu-
szczenie, ze miejsce wigzace acetylocholine (ACh)
miesci sie na podjednostce a. Autorzy zastrzegajg sie
jednak, ze utrata zdolnos$ci wigzania ACh przez kanaty
zawierajgce mutanty a moze byé tez, nastepstwem
zmiany oddziatywan miedzy a, a witasciwg domeng
wigzaca. Podjednostce Oprzypisuje sie wptyw na czas
trwania otwarcia kanatu. Kanaty wydzielone z Torpedo
i te z miesni cielagt wykazujg bardzo podobne przewod-
nictwo pojedynczego kanatu i stechiometrie wigzania
ACh, ale rdéznig sie czasem przeptywu pradu. Przy
1pM stezeniu ACh czas ten wynosi 0,6 msek w kanale
z Torpedo i 7,6 msek dla kanatu z migs$nia cielecia.
Wprowadzajgc do oocytow Xenopus mRNA podjed-
nostek z obu zrédet w réznych kombinacjach przeko-
nano si¢, ze nACh-R skladajacy sie z podjednostek
a Ryz Torpedo i Oz mie$ni wykazuje taki sam czas
przeptywu, jak kanat z mieénia cielecego. Za rdéznice
okresu przeptywu jest przypuszczalnie odpowiedzialny
20-aminokwasowy odcinek tafncucha polipeptydowe-
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go, ktérym rdznig sie podjednostki 6 zobu zrdédet [27].
Podjednostka e wystepuje w receptorze zmieéni doros-
tych zwierzat, zas y — w miesniach rozwijajacych sie
i po odnerwieniu. Receptory a2 (L6 e wystepujg prawie
wytgcznie w ptytce koncowej, majg wieksze przewod-
nictwo pojedynczego kanatu i krotszy czas otwarcia
niz receptory a2 P 6 y rozsiane po catej powierzchni
komérek w rozwijajacych sie miesniach [28, 29].

Pierwszorzedowg strukture podjednostki a z Tor-
pedo okreslono na podstawie sekwencji cDNA w
1982 r. W $lad za tym poznano budowe pozostatych
podjednostek nACh-R z Torpedo, migéni i moézgu
ssakOw oraz y i 6 z miesni ptakow [30-32]. Wszystkie
podjednostki wykazujg znaczng homologie sekwen-
cyjng. Na podstawie profili hydropatycznych uzys-
kano nastepujacy obraz topografii czgsteczek: N-ko-
niec lezy po zewnetrznej, a C-koniec po cytoplaz-
matycznej stronie btony. Przy N-kofAcu mie$ci sie duza,
hydrofilna, glikozylowana domena, nastepnie grupa
trzech blisko siebie potozonych segmentéw transmem-
branowych M1, M2 i M3, potgczonych za pomoca
duzej, hydrofilnej, cytoplazmatycznej petli z hydro-
fobowym segmentem M4 przy C-koncu. Nie potwier-
dzity sie przypuszczenia o istnieniu M5 [19, 33].
Przypuszcza sig, ze obszar wigzania ACh mieSci sie
w N-koricowej domenie. We wszystkich podjednost-
kach znajduje sie w niej odcinek o bardzo konser-
watywnej budowie: 2 reszty Cys oddalone od siebie
0 14 reszt (w a sg to Cys-128 i Cys-142), a miedzy nimi,
w okre$lonych odlegtos$ciach reszty Pro i Asp [10, 34].
Uwazano, ze te wiasnie reszty Cys uczestniczg w wigza-
niu ACh, ale pézniejsze doSwiadczenia z bramoacety-
locholing wskazujg raczej na udziat Cys-192 i Cys-193
w wigzaniu liganda [35]. Transmembranowe domeny
MI, M2 i M3 wszystkich podjednostek utozone sa
pseudosymetrycznie wokét centralnej osi i tworza pore
jonowg. Wyscielajg ja segmenty M2. M4 nie uczest-
niczg bezposrednio w budowie pory [36]. Schemat
przekroju kanatu pokazano na Ryc. 5.

Ryc. 5. Model budowy kanatu jonowego w nikotynowym recep-
torze acetylocholiny (przekréj poprzeczny). Cyframi ozna-
czono transmembranowe segmenty poszczeg6lnych podjed-
nostek.
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Istotng role w przewodnictwie kationdw przypisuje
sie ujemnym tadunkom reszt Glu i Asp w poblizu M2.
Wprowadzajac transkrypty gendw, poddanych ukie-
runkowanym mutacjom do oocytow wykazano, ze
usuniecie tych reszt redukuje przewodnictwo kanatu
proporcjonalnie do liczby usunietych tadunkéw. Na
tej podstawie Imoto i wspoOtautorzy [37]
zaproponowali model pory jonowej. Zgodnie z nim,
reszty karboksylowe tworzg wokot pory trzy piers-
cienie ujemnych tadunkéw. Wchodzgce jony muszg
przejs¢ przez te pierscienie. Pierscienie u zewnetrznych
i wewnetrznych wrdt kanatu peinig funkcje filtrow
blokujgcych jony dwuwartosciowe, a srodkowy- filtru
selektywnego wtasciwych kationéw. Hydrofilna dome-
na miedzy M3 i M4, lezaca po stronie cytoplazmatycz-
nej moze ulega¢ fosforylacji. Fosforylacja tej petli
w podjednostkach 6 iy przy$piesza utrate wrazliwosci
na ligand i odwrazliwienie receptora [4].

I11-2. Receptor GABAa

Receptor ten wybidrczo wigze benzodiazepine, kt6-
ra wykorzystano dla jego izolacji. GABAa-R jest
tetramerem o budowie d2 [12. Oba typy podjednostek
sg konieczne dla funkcji. Podjednostka a (53 kDa)
zawiera 456 reszt aminokwasowych, a fi (57 kDa)
— 474 reszty. StopieA homologii i substytucji struk-
turalnej obu podjednostek wynosi ponad 50%. W obu
podjednostkach duze, hydrofilne domeny N-koncowe
lezg pozakomérkowo. W podjednostce a, wigzacej
benzodiazepine domena ta ma dwa, a w podjednostce
I?, wigzacej GABA — trzy obszary glikozylacji. W obu
podjednostkach sg po cztery domeny transmemb-
ranowe M1....M4. Petla tgczagca M3 z M4 w fi ulega

NH;*
*HN Y \4

tafcuch B

Ryc. 6. Budowa dimeru receptora GA BAa. Y — miejsca glikozylacji.
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fosforylacji. Zgodnie z modelem pokazanym na Ryc.
6 domeny transmembranowe wszystkich podjednos-
tek stanowig $ciany pory jonowej, przewodzacej CD.
Swiatto pory wynosi 5,6 A. Krystalograficzne badania
przemawiajg jednak za tym, ze tylko MI, M2 i M3
uczestnicza w budowie pory, zas§ M4 lezy na powierz-
chni btony. Dodatnio natadowane reszty aminokwaso-
we, znajdujace sie przy koricach segmentow transmem-
branowych tworzg wewnetrzne i zewnetrzne filtry
anionow. Przypuszcza sie, ze przytgczenie GABA tak
zmienia konformacje podjednostki fi i a, ze dodatnie
reszty stajag sie bardziej eksponowane, domena M1
przesuwa sig, umozliwiajac otwarcie kanatu. Obecnos¢
reszt Pro w M I, warunkujgca gietkos¢ tego segmentu
przemawia za tg mozliwoscig [38].

I11-3. Receptor glicyny

Wydzielono go z mézgu kilku gatunkéw ssakow.
Gly-R jest glikoproteing, sktada sie z trzech tancuchéw
polipeptydowych o Mrréwnych 48 000, 58 000 i 93 000.
Podjednostka 48 K wigze glicyne. 48 K i 58 K sg
utozone transmembranowo i to one tworzg rdzen
kanatu, wewngatrz ktérego miesci sie pora jonowa.
Prawdopodobnie podjednostki te powstaty z wspol-
nego genu-przodka. 93 K jest biatkiem peryferyjnym,
lezy po cytoplazmatycznej stronie btony. Topografia
48 K wykazuje duze podobieAstwo do podjednostek
nACh-R i GABAa-R. Duza, N-koncowa domena lezy
na zewnetrznej stronie biony, czasteczka ma cztery
domeny hydrofobowe, wykazujagce okoto 60% homo-
logii strukturalnej z odpowiednimi domenami GA-
BAa-R. Duze fragmenty N-konncowej domeny wykazu-
ja takze duze podobiefAstwo do receptorow GABAa
i nACh. Dotyczy to szczeg6lnie odcinkéw tancucha
wokét ,konserwatywnych” reszt Cys. W Gly-R sg to
Cys-140 i Cys-154. Przypuszcza sie, ze tworzg one
mostki S-S, istotne dla zachowania Ill-rzedowej struk-
tury regionu N-koricowego. Wewnetrzng, hydrofilng
$ciane kanatu tworzg MI, M2 i M3, bogate w reszty
polarne. Dla przeptywu jonéw szczegdlne znaczenie
majg M 1i M2. Reszty Pro, znajdujace sie w M 1nadaja
temu segmentowi gietko$¢ strukturalng. Przekroj ka-
natu, podobnie jak cechy przewodnictwa aniondéw
wykazujg duze podobienistwa do receptora GABAa.
Ogdélna homologia sekwencyjna obu kanatéow prze-
kracza 50%. W stosunku do nACh-R siega ona jedynie
27%-29%, ale w niektdrych odcinkach tancucha jest
znacznie wyzsza. Topografia Gly-R jest analogiczna
jak w GABAa-R i nACh-R [39],

I11-4. Receptor glutaminianu (podtyp ,,kainiano-
wy™)

Transkrypt cDNA, otrzymanego z neuronéw, wpro-
wadzony do oocytéw daje czynny kanat kationowy
o farmakologicznych witasciwosciach receptora gluta-
minianu, nalezacego do podtypu ,wigzacego kainian”
(nowe dane opisujg ten receptor jako receptor typu
AM PA).

POSTEPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991



W odréznieniu od innych kanatdw wigzacych Ugan-
dy, dla petnienia funkcji wystarczy mu jeden typ
podjednostki. Jej MW wynosi 99 769 Da, co czyni ja
najwiekszym z dotychczas poznanych tahcuchow poli-
peptydowych budujgcych kanaty ,bramkowane”
przez ligandy [40]. Przypuszcza sie, ze in vivo kanat
jest homooligomerem. Nie jest jednak wykluczone,
ze w neuronach wystepuje on w potgczeniu z innymi
podjednostkami, ktére jednak nie sg niezbedne dla
funkcji. Przeciwciata przeciw biatku wigzgcemu Kkai-
nian z mdzdzku kurczecia, o MW = 49000, rozpo-
znajg biatko z mézgu o Mr 92 500. By¢ moze te dwie
podjednostki uczestnicza w budowie kanatu. Przeciw-
ciata przeciw biatku 48 K z mdzgu zaby reagujg
z biatkiem 99 K z mézgu szczura [41].

Sekwencja aminokwasowa Glu-R, otrzymana na
podstawie budowy cDNA z mézgu szczura, wykazuje
zaskakujgco niska homologie z podjednostka
a nACh-R, a- receptora GABAa i 48 K — Gly-R.
W N-koncowej domenie Glu-R brak odcinka o kon-
serwatywnej budowie, tak charakterystycznego dla
pozostatych kanatow. Jest w nim tylko jedna reszta
Cys, a reszty Pro i Asp wystepujg w innych pozycjach.
Wyzszy stopien homologii da sie zauwazy¢ w dome-
nach transmembranowych. Jest ich cztery: TMD1,
TMD2 i TMD3, zawierajgce po okoto 20 reszt amino-
kwasowych lezg blisko siebie. W TM D1 reszta proliny
zajmuje 12 pozycje, identycznie jak w M1 kationowego
kanatu nACh-R (w obu chlorkowych — 8-mg).
W TMD2 15 reszt ma identyczne potozenie jak w M2
conajmniej jednej podjednostki pozostatych pozna-
nych kanatéw ,.bramkowych” przez ligandy. Podobnie
jak w tych ostatnich, TM D4 Glu-R lezy przy C-kofcu.
Podobienstwa strukturalne TMD1 i TMD2 do MI
i M2 pozostatych kanatéw pozwalajg przypuszczac, ze
petnig one podobng role w funkcji kanatu [40],

IV. Czy istotnie dwie rodziny strukturalne?

Wiekszo$¢ badaczy przychyla sie do koncepcji gto-
szacej, ze istniejg dwie rodziny strukturalne kanatow
jonowych, z ktérych kazda wywodzi¢ si¢ moze z wspol-
nego genu-przodka. Kanatly napieciowo-zalezne wy-
kazuja znaczng homologie sekwencyjna, szczegGlnie
wysokg w segmentach wyscielajgcych pore jonows.
Dla funkcji tych kanatéw wystarcza jeden typ podjed-
nostki nawet w biatkach oligomerycznych. Ma ona
charakterystyczng topografie: N- i C- konce tancucha,
oraz petle tgczace transmembranowe segmenty utozo-
ne sg jednakowo we wszystkich kanatach. Kazda ma
6domen transmembranowych tworzacych 1motyw na
podjednostke, jak w kanale K+ lub 4 powtarzajgce sie
motywy, jak w kanatach Na+iCa2+. Przypuszcza sie,
ze pierwotny jest gen kodujacy kanat potasowy, wy-
stepujacy juz w drozdzach, podczas gdy kanat wap-
niowy pojawia sie dopiero u wyzszych protozoa,
a sodowy jest obecny jedynie w organizmach wielo-
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komoérkowych. Te dwa ostatnie kanaty mogg wiec by¢
produktami genow, powstatych drogg duplikacji pier-
wotnego genu kanatu K+ [7].

Kanaty ,,bramkowane” przez ligandy charakteryzu-
je obecno$¢ duzej N-konncowej domeny na powierzchni
btony, trzech blisko siebie potozonych segmentéw
transmembranowych, tworzacych pore jonowga, oraz
duzej petli cytoplazmatycznej, taczacej te segmenty
z czwartg domeng hydrofobowg u C-kohAca. W tej
grupie kanatéw, homologia sekwencyjna w obrebie
kanatéw kationowych oraz kanatdéw anionowych jest
wyzsza, niz miedzy nimi.

Ostatnio niektérzy autorzy zalecajg ostrozniejsze
podejscie do koncepcji rodzin strukturalnych. Niska
homologia Glu-R w stosunku do pozostatych kana-
téw, ,,bramkowanych” przez ligandy, oraz mate podo-
bieAstwo sekwencyjne kanatéw kationowych do anio-
nowych stawia pod znakiem zapytania pochodzenie
kanatow wiazacych ligandy od wspdlnego genu-przod-
ka. Uwaza sie tez, ze wystepowanie okres$lonej liczby
domen transmembranowych (6 — w kanatach napie-
ciowo-zaleznych, 3— w ,,bramkowanych” przez ligan-
dy) budujgcych pore jonowg moze by¢ wyrazem
istnienia wzorcow strukturalnych o bardziej podsta-
wowym znaczeniu niz specjalizacja funkcjonalna. Byc¢
moze obecno$¢ 3, 4, czy 6 domen stanowi minimalny
wymog zakotwiczenia biatek w bionie, zapewniajacy
witasciwy wspoétczynnik dyfuzji lateralnej i oddziatywa-
nie z innymi sktadnikami btony [42],

Zapewne zbadanie wigkszej liczby kanatéw obu
typow przyniesie odpowiedz na te watpliwosci. Jakie-
kolwiek bytoby jednak podtoze podobienstw, zgodzic¢
sie nalezy, ze kanaty napieciowo-zalezne oraz ,bram-
kowane” przez ligandy wykazujg dwa charakterystycz-
ne, odmienne od siebie wzorce topograficzne utozenia
w btonie, cechujgce wszystkie kanaty w obrebie danej

grupy.

Artykut otrzymano 30 kwietnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku Illipca 1991 r.
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zmian w natezeniu pradu pltynacego przez wszystkie
aktywowane bodzcem kanaly jonowe badanej komorki.
Wysoki poziom szumu w stosunku do rejestrowanego
sygnatu nie pozwalat jednak na uzyskanie rozdzielczosci
na poziomie pojedynczego kanatu jonowego.

Generalnie rzecz biorgc Neherowi i Sakman-
nowi przyznano Nagrode Nobla za opracowanie tech-
niki poprawiajgcej stosunek sygnatu do szumu, aw kon-
sekwencji rozdzielczosci na tyle, ze stat sie mozliwy
pomiar wartosci pragdu ptyngcego przez pojedynczy kanat
jonowy. Technika ta w swojej pierwotnej formie polegata
na elektrycznej izolacji matego obszaru btony komoérkowej
przy pomocy specjalnie przygotowanej szklanej elektrody
(tzw. patch c/amp) i pomiarze pradu plyngcego przez
patch, klasyczna opisang juz wyzej metoda.

Technike te znacznie usprawniono w ciggu minionych
15 lat wprowadzajgc miedzy innymi (Neher 1981)
konfiguracje znang pod nazwg giga-seal co oznacza, ze
warto$¢ opornosci kontaktu elektrody i blony zawiera sie
w przedziale gigaoméw. Trzeba doda¢, ze wtasnie od
opornosci tego kontaktu zalezy rozdzielczo$¢ metody.
Mozliwe stalo sie réwniez zastosowanie tej techniki
w skrawkach oraz in vivo. Oprécz niestychanie duzej
rozdzielczosci (natezenie pradu jonowego ptyngcego
przez pojedynczy kanat jonowy nie jest wieksze do kilku
pikoamperdéw) technika ta umozliwia znacznie tatwiejsza
i doktadniejszg niz w przypadku klasycznych technik
elektrofizjologicznych kontrole $rodowiska wewnagtrz-
i zewnatrzkomdrkowego.

Technika patch-c/amp w swojej nowoczesnej postaci
umozliwia bardzo precyzyjne pomiary transmisji synap-
tycznej i jej kwantyfikacje oraz dadanie mechanizmow
dziatania lekéw na poziomie pojedynczych kanatéw jono-
wych zaréwno na zewnetrznej jak i wewnetrznej powierz-
chni btony komdrkowej.

WARSZAWA 12.10.1991 r.
STANISLAW GLAZEWSKI

INSTYTUT BIOLOGII DOSWIADCZALNEJ
im. M. NENCKIEGO PAN w WARSZAWIE
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Indukowany przez substancje

sygnatowe rozpad fosfatydylocholiny
a przekazywanie informacji w komaorce***

Receptor-mediated phosphatidylcholine breakdown

in intracellular signaling

JOLANTA BARANSKAL1
MALGORZATA CZARNY?2

Wykaz stosowanych skrotéw: Ch  cholina; DG diacylo-
glicerol; IP3  inozytolo-1,4,5-trisfosforan, nazwa potoczna
trisfosfoinozytol; PA kwas fosfatydowy, PC — fo-
sfatydylocholina; PCh  fosfocholina; PIP2  fosfatydylo-
inozytolo-4,5-bisfosforan.

Wtérne przekazniki informacji: diacyloglicerol
(DG) i trisfosfoinozytol (IP3) powstajagce w komérce
w wyniku hydrolizy fosfolipidéw inozytolowych sg od
kilku lat w centrum uwagi badaczy. W ostatnim czasie
pojawity sie doniesienia wskazujace, ze nie tylko te
fosfolipidy sg zrédtem wtdérnych przekaznikéw infor-
macji. Za taki fosfolipid jest obecnie takze uwazana
fosfatydylocholina (PC) [1-3].

Znaczenie IP3 i DG w ukfadach przetwarzania
informacji, mechanizm ich dziatania, jak réwniez czyn-
niki  pobudzajace hydrolize fosfatydyloinozyto-
lo-4,5-bisfosforanu (PIP2) sa omdéwione doktadnie
w licznych artykutach dostepnych zaréwno w ob-
cojezycznej [4, 5] jak i polskiej prasie naukoweju.
Powszechnie zatem wiadomo, ze zwigzki te powstaja
w wyniku interakcji substancji sygnatowych ze swois-
tymi receptorami znajdujagcymi sie na zewnetrznej
powierzchni bton plazmatycznych. Sygnat odbierany
przez receptor jest przekazywany poprzez biatka wig-
zace GTP (biatka G)2) na okreSlony efektor. W przypa-
dku fosfolipidow inozytolowych jest nim specyficzna
fosfolipaza C dziatajgca hydrolitycznie na PIP2. Po-
wstaty w wyniku hydrolizy DG pozostaje w btonie

1 doc. dr hab.,2 mgr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas-
teura 3, 02-093 Warszawa

*** Ponizszy tekst stanowi tres¢ wyktadu wygtoszonego na
Sympozjum ,,Btony biologiczne”, zorganizowanym przez
Katedre Biofizyki Uniwersytetu tddzkiego w czerwcu 1991
roku.
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plazmatycznej aktywujac kinaze biatkowag C3). Nato-
miast 1P 3 przechodzi do cytoplazmy i jest odpowie-
dzialny za wewnatrzkomorkowa mobilizacje jonow
Ca2+. IP3i DG ulegajg ponadto licznym przeksztat-
ceniom metabolicznym. Nasz poprzedni artykut4*do-
tyczyt metabolicznych przeksztatcen polifosfoinozyto-
li, a takze oddziatywania IP3 ze specyficznym recep-
torem znajdujacym sie w btonie endoplazmatycznego
retikulum.

Odkrycie, ze pod wptywem substancji sygnatowych
nastepuje nie tylko hydroliza PIP2, lecz rdwniez
hydroliza PC, zawdzieczamy miedzy innymi stwier-
dzeniu, ze ilo$¢ uwolnionego DG przewyzsza wielo-
krotnie zawarto$¢ znajdujgcego sie w komorce PIP2
[6]. Nalezato zatem oczekiwaé, ze powstajagcy pod
wptywem substancji sygnatowych DG pochodzi takze
z hydrolizy innych niz PIP2 fosfolipidéw. Przypusz-
czano poczatkowo, ze takimi zwigzkami mogtyby by¢
inne fosfolipidy inozytolowe [6]. Przeprowadzona
analiza sktadu kwasow ttuszczowych wystepujacych
w czgsteczce DG wykazata jednak najwieksze podo-
bienstwo do kwasoéw ttuszczowych wystepujacych
w czasteczce PC [2, 7]. Materiatem do badan w tych
doswiadczeniach byly miedzy innymi stymulowane
cholinergicznie komorki trzustki [8], oraz hepatocyty
poddawane dziataniu wazopresyny [9]. Badajgc ro-
dzaje molekularne DG powstajagce w komodrkach
tucznych, fibroblastach i hepatocytach stymulowa-
nych réznymi agonistami wykazano réwniez, ze po-

N patrz: Kwiatkowska J. (1986), Post. Biochem. 32:
329-334; Nowak JZ (1988), Kosmos 37: 339-378;
Wikiet H, StrosznajderJ (1988), Post. Biol. Kom.
15: 1-23

2 patrz: Kwiatkowska J (1988), Post. Biochem. 34:
123-130

3 patrz: Kwiatkowska J (1988), Post. Biochem. 35:
253-263

4) patrzz. Poddana H, Baranska J (1991), Post.
Biochem. 37: 2-5
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chodzg one z innych Zzrédet niz PIP2 — najpraw-
dopodobniej z rozpadu PC [2],

Bezposrednie dowody $wiadczace o hydrolizie PC
pod wptywem substancji sygnatowych pochodzg zdo-
Swiadczen, w ktérych granulocyty HL-60, leukocyty
i hepatocyty inkubowano z [3H]alkyl-2-lizo-glice-
ro-3-fosfocholing [10-12], Zwigzek ten tatwo wnika do
wnetrza komorek, gdzie ulega acylacji poprzez en-
dogenne kwasy ttuszczowe tworzac PC z radioaktyw-
nym kwasem ttuszczowym zwigzanym z czasteczka
glicerolu wigzaniem eterowym. Pod wplywem pep-
tydéw chemotaktycznych, wazopresyny, angiotensyny
Il, czy jonoforu A23187, w komdrkach pojawiat sie
radioaktywny kwas fosfatydowy (PA) iradioaktywny
DG, pochodzace z hydrolizy uprzednio utworzonego,
radioaktywnego PC. W innych dosSwiadczeniach in-
kubowano ro6zne rodzaje komoérek z [3H]choling co
prowadzito do syntezy radioaktywnej PC, a nastepnie
komoérki poddawano dziataniu okreslonych substancji
sygnatowych [2]. Dodatek agonisty powodowat roz-
pad PC i uwolnienie [3H]choliny i [3H]fosfocholiny.
Powyzsze dane doSwiadczalne $wiadczyty o hydrolizie
PC i sugerowaty, ze zachodzi ona zaréwno pod
wptywem fosfolipazy C, jak i fosfolipazy D.

Rycina 1-sza przedstawia schemat czgsteczki PC
i dziatajagce na nig fosfolipazy. Fosfolipazy A od-
szczepiaja kwasy ttuszczowe; fosfolipaza At— nasyco-
ne, a fosfolipaza A2— nienasycone kwasy ttuszczowe,
w tym kwas arachidonowy — prekursor prostaglan-
dyn. Fosfolipaza C powodujgca hydrolize PC rézni sie
szeregiem wiasciwosci od tej dziatajacej na PIP2.
Wykazano, ze w roznych tkankach ssakow, a takze
w pojedynczej komorce, znajduje sie wiele izoenzymow
fosfolipazy C [2, 13], Dziatanie hydrolityczne tego
enzymu na czasteczke PC prowadzi do powstania DG
i fosfocholiny (PCh), podczas gdy fosfolipaza D powo-
duje powstanie PA i choliny (Ch). DG moze przy
udziale kinazy diacyloglicerolowej i ATP ulega¢ fos-
forylacji do PA, a ten pod wptywem fosfohydrolazy

— G
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ulega defosforylacji, co prowadzi z powrotem do
powstania DG.

Wystepowanie w komorkach zwierzecych fosfolipa-
zy C jest znane od dawna. Natomiast fosfolipaza
D przez diugie lata uwazana byta za enzym nie
wystepujacy w Swiecie zwierzat. W latach 70-tych,
Kanfer i wspotautorzy [14] wykazalijednak
jego obecnosé w mikrosomach wielu badanych tkanek,
a doniesienia ostatnich lat wskazuja, ze enzym ten
wystepuje powszechnie w btonach plazmatycznych
komorek ssakow [3]. Znajdujgca sie w btonach fos-
folipaza D dziata gtéwnie na PC. Enzym ten charak-
teryzuje sie ponadto jemu tylko przypisywang zdol-
no$cig do prowadzenia tzw. reakcji transfosfatydylacji.
W reakcji tej, w obecnosci etanolu, czy innych prostych
alkoholi, nastepuje wymiana zasady azotowej fos-
folipidu (PC) na alkohol i powstaja fosfatydyloal-
kohole. Poniewaz zwigzki te normalnie w komorkach
zwierzecych nie wystepuja, ich utworzenie $wiadczy
niezbicie o aktywnosci fosfolipazy D. Dlatego, w pro-
wadzonych w ostatnim okresie doSwiadczeniach, in-
kubowano rézne rodzaje komoérek z substancjami
sygnatowymi i etanolem [3]. Obserwowano nie tylko
wyrazne zmniejszenie zawartosci PC izwiekszenie PA,
lecz takze pojawienie sie nowego zwigzku — fosf-
atydyloetanolu. Wyniki tych badan nie pozostawiaja
watpliwosci, ze fosfolipaza D oddziatywuje na znaj-
dujacy sie w komorkach PC. Lista substancji syg-
natowych indukujgcych dziatanie fosfolipazy D jest
obszerna [3]. Miedzy innymi znajdujg sie na niej
peptydy chemotaktyczne, ATP ijonofory wapniowe,
czynniki wzrostowe, wazopresyna i adrenalina, oraz
syntetyczne diacyloglicerole i estry forbolu.

Syntetyczne DG wnikajg do komorki i tak jak
endogenne DG aktywujg kinaze biatkowg C. Podob-
nie dziatajg estry forbolu, bedace analogami DG,
znane jako stymulatory procesu nowotworowego.
Oddziatywanie tych zwigzkéw na PC, a takze agonis-
tow mobilizujgcych wewngtrzkomoérkowy Ca2+, po-
zwala przypuszczaé, ze proces hydrolizy tego fos-
folipidu jest wigczony w ukiad przetwarzania infor-

Q
/C\/\/\/\/\/\/\/\/\
HC=O™
O %tostolcpaza A,

2
1l

O-CH

fosfolipazaA, &7

Ryc. 1. Schemat czasteczki PC
i dziatajacych na nig fosfolipaz.
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macji zwigzany z hydrolizag fosfolipidéw inozytolo-
wych. Rycina 2A przedstawia prawdopodobng kolej-
no$¢ wydarzen prowadzacych do rozpadu PC poprzez
fosfolipazy aktywowane przez kinaze biatkowg C ijo-
ny Ca2+. Proces hydrolizy PC bytby zatem wtérny
wobec hydrolizy PIP2. Istotnie, w fibroblastach
REF52 [15] poddawanych dziataniu wazopresyny
obserwowano rozpad PIP2do IP3i DG w ciggu kilku
sekund od podania agonisty i rownie szybki powrot
poziomu DG do kontrolnego. Nastepnie pojawiat sie
PA iznowu DG. Podwyzszony poziom DG utrzymy-
wat sie teraz przez okres znacznie dtuzszy, trwajacy od
kilku do kilkunastu minut. To dwufazowe pojawianie
sie DG w komdrce odpowiada zatem dwdém procesom
hydrolitycznym nastepujagcym po sobie — hydrolizie
PIP2,a potem PC. Uwaza sie, ze utrzymujacy sie przez
dtuzszy okres wzrost poziomu DG jest spowodowany
aktywacja przez ten zwigzek kinazy biatkowej C, ktéra
nastepnie aktywuje fosfolipaze dziatajagcg na PC (Ryc.
2A). Swiadcza o tym obserwacje uzyskane w bada-
niach, w ktérych hepatocyty [7], czy pierwotng hodo-
wle astrocytow [16] poddawano dziataniu estrow
forbolu. Wykazano takze, ze inhibitory kinazy biat-
kowej C — staurosporyna i zwigzek H7 powodowaty
zahamowanie uwalniania PA, a w obecnosci etanolu,
zahamowanie powstawania fosfatydyloetanolu [15,
16]. Doktadne badania nad produktami degradacji PC
w komdrkach astrocytoma [17] ifibroblastach REF52
[15], stymulowanych karbacholem, wazopresyng i est-
rami forbolu, pozwalajg przypuszczaé, ze kinaza biat-
kowa C aktywuje fosfolipaze D, podczas gdy wzrost
stezeniajonow Ca2+ aktywuje fosfolipaze C (Ryc. 2A).

Inne badania wskazujg, ze hydroliza PC moze
zachodzi¢ nie tylko na powyzszej drodze posredniej,
lecz takze bezpos$rednio, tj. z ominigciem hydrolizy
PIP2(Ryc. 2B). W doswiadczeniach prowadzonych na
licznych rodzajach hodowli komérkowych wykazano
bowiem, ze nie ulegajacy hydrolizie analog GTP dziata
stymulujgco na rozpad PC [2]. Analog GTP aktywuje
biatka G. Wydaje sie, ze biatka te moga oddziatywac
bezposrednio na fosfolipaze D hydrolizujagcg PC (Ryc.
2B). Przekonywujagce doswiadczenia Swiadczace o tym
mechanizmie wykonano uzywajac bton plazmatycz-
nych hepatocytéw [7], Btony te inkubowano z analo-
giem GTP i [32P]ATP, a nastepnie badano radioak-
tywnos$é powstajagcego PA iwykazano, ze zwigzek ten
nie byt radioaktywny. Oznaczato to, ze PA nie powstat
z PIP2, ani z innych fosfolipidow z udziatem fos-
folipazy C. Jednoczesnie, jedyne zmiany w skiadzie
fosfolipidow bton dotyczyty zmniejszenia zawartos$ci
PC, podczas gdy zawarto$¢ PIP2 pozostawata nie
zmieniona. Podobny brak odpowiedzi PIP2, a rozpad
PC obserwowano w limfocytach T ifibroblastach 11C9
pod wptywem interleukiny | i naskérkowego czynnika
wzrostowego [2]. Powstaly w wyniku tego procesu
DG aktywuje takze kinaze biatkowg C (Ryc. 2B).
Aktywacja ta nastepuje bez jednoczesnej mobilizacji
jonow Ca2+.
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Ryc. 2. Hipotetyczne mechanizmy aktywacji fosfolipaz dziatajacych
hydrolitycznie na PC.

A. Mechanizm posredni wigczajagcy aktywacje specyficznej fos-
folipazy C (PLC) hydrolizujacej PIP2 do DG i IP3. Substancja
sygnatowa (S,) reaguje z receptorem (R,) przekazujac informacje na
biatko G (G,) bedace bezposrednim aktywatorem PLC. W wyniku
hydrolizy PIP2 powstaje DG, ktéry aktywuje kinaze biatkowa C,
a IP3zwieksza stezenie Ca2+ w cytoplazmie uwalniajgc go z we-
wnatrzkomdrkowych magazynéw. Kinaza biatkowa C aktywuje
gtéwnie fosfolipaze D (PLD), a jony Ca2+ fosfolipaze C (PLC))
bedgcg innym izoenzymem niz ten dziatajacy na PIP2 PLC,
powoduje rozpad PC do DG i PCh, podczas gdy PLD hydrolizuje
PC do PA i Ch. Reakcja fosforylacji przeksztatca DG w PA i jest
odwracalna.

B. Mechanizm bezpos$redni wytaczajacy hydrolize PIP2. Substancja
sygnatowa (S2) oddziatywuje na receptor (R2), ktéry poprzez biatko
G (G 2), dziata aktywujaco na fosfolipaze D(PLD) hydrolizujacag PC.
C. Mechanizm regulowany przez biatka G. Sygnat (S) z receptora (R)
przechodzi poprzez biatko(a) G badZ na PLC dziatajagca na PIP2,
badZ na PLD hydrolizujacg PC.

Powstate we wszystkich reakcjach DG aktywuja kinaze biatkowa C.

Dziatanie fosfolipazy C na PIP2 i fosfolipazy D na
PC prowadzi do powstania tych samych wtdrnych
przekaznikéw: DG i PA. Powoduje to, ze miedzy
omawianymi uktadami przekazywania informacji ist-
niejg wspdtzaleznosci [3]. Oba uktady wydajg sie by¢
regulowane poprzez kinaze biatkowg C ibiatka G. Jak
juz powiedziano powyzej, DG uwolniony z PC pod
wptywem fosfolipazy D aktywuje kinaze biatkowga C,
ktéra nastepnie dziata stymulujgco na te fosfolipaze
— wytwarza sie wiec dodatnie sprzezenie zwrotne.
Natomiast w przypadku hydrolizy PIP2 powstaje
ujemne sprzezenie zwrotne [2]. DG pochodzjace
z PIP2 aktywuje kinaze biatkowa C, ta jednak dziata
hamujgco na fosfolipaze C hydrolizujacg fosfolipid
inozytolowy. Oddziatywanie regulujace biatek G na
obydwa uktady informacji nie jest jeszcze wyjasnione.
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Gdyby biatka G petnity jednak, jak nalezy przypusz-
cza¢, te funkcje, to kolejnos¢ wydarzen bytaby na-
stepujgca (Ryc. 2C): okre$lona substancja sygnatowa
dziata na receptor, a sygnat z receptora przekazywany
jest poprzez bhiatko (a) G badz na fosfolipaze C hydro-
lizujacg PI1P 2, badz na fosfolipaze D hydrolizujagcg PC
[3]. Mozna przypuszczaé, ze w niedtugiej przysztosci
bedziejuz mozliwe doktadne poznanie mechanizmu tej
regulacji.

Efekty fizjologiczne wywotane przez wtorne przeka-
zniki informacji powstajace z PC sg szerokie. Znacze-
nie choliny jako przekaznika jest jednak jak narazie
stabo udokumentowane, cho¢ w o$rodkowym ukta-
dzie nerwowym jest ona waznym substratem dla
produkcji neurotransmitera — acetylocholiny. Nato-
miast PA [2, 3] stymuluje rozpad PIP2do IP3, dziata
zatem jako przekaznik powodujacy mobilizacje Ca2+
w komdrce. Ponadto dziata hamujaco na cyklaze
adenylowg, a aktywujgco na fosfolipaze A2, a wiec
odpowiada za uwalnianie kwasu arachidonowego. PA
utatwia, w nieznany jeszcze sposdb, wnikanie Ca2+ do
wnetrza komorki. Egzogenny PA dziata na komorki
mitogennie. Posrod wszystkich funkcji PA najwazniej-
szg jednak wydaje sie by¢ produkcja DG w reakcji:
PC->PA->DG. W niektérych komorkach, takich jak
neutrofile, czy komorki tuczne, droga ta stanowi
gtowng odpowiedz komorki na sygnat [18]. Uwol-
nienie DG z PIP2ma charakter przemijajacy, podczas
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gdy DG powstaty z PC, via PA, utrzymuje sie dtuzszy
czas na podwyzszonym poziomie. Poniewaz gtéwng
funkcjg DG (bez wzgledu na jego pochodzenie, a wiec
sktad kwasow tluszczowych) jest aktywacja kinazy
biatkowej C (Ryc. 2), mozna sadzi¢, ze DG pochodzacy
z PC jest wigczony w takie wydarzenia, ktére wymaga-
ja przedtuzonego dziatania kinazy biatkowej C. Moga
do nich naleze¢ procesy zwigzane ze wzrostem iprolife-
racjg komorek, zmiany w neuronie zwigzane z pamie-
cig, czy kontrola aktywnos$ci kanatéw jonowych w bto-
nie plazmatycznej. By¢ moze, r6zne rodzaje molekular-
ne DG wywierajg rozne dziatanie na rézne formy
izomeryczne kinazy biatkowej C. Gdyby tak byto, to
DG pochodzacy z hydrolizy PC mégtby powodowad
inne nastepstwa niz DG powstaty z PIP2. Godng
uwagi jest takze obserwacja, ze w niektdrych stanach
chorobowych nastepujg zmiany w aktywnos$ci fos-
folipazy D (np. w chorobie Alzheimera nastepuje jej
spadek) [3].

Przy rozwazaniu fizjologicznego znaczenia produk-
tow hydrolizy PC indukowanej przez substancje syg-
natowe, nalezy zwré6ci¢ uwage na zasadniczy fakt,
ktorym jest zawarto$¢ PC w btonach komdrek [1],
Otdéz w komérkach organizmoéw eukariotycznych PC
stanowi okoto 50% wszystkich fosfolipidéow bton.
Choé¢by z tego wzgledu, produkty hydrolizy tego
fosfolipidu muszg mie¢ istotne znaczenie w procesach
metabolicznych.

Artykut otrzymano 6 czerwca 1991 r.
Zaakceptowano do druku 21 czerwca 1991 r.
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Wykaz stosowanych skrétow:

kb — tysigc zasad; kDa — kilodalton; PK-A — kinaza
biatkowa zalezna od cAMP; PK-CAM/Ca | — Kkinaza
biatkowa Il zalezna od jonéw wapniowych i kalmoduliny;
PK-CAM/Ca Il — kinaza biatkowa Il zalezna od jonéw
wapniowych i kalmoduliny; PK-C — kinaza biatkowa C.

I. Wstep

W os$rodkowym uktadzie nerwowym synapsyny sa
jedynymi z gtéwnych substratow kinaz biatkowych.
Biatka te stanowig cztery spokrewnione polipeptydy
(la, Ib, Ila, 11b) o podobnych masach czgsteczkowych
(86 kDa, 80 kDa, 74 kDa, 55 kDa) iwykazuja zblizong
sekwencje aminokwasowg. Synapsyny bedace biat-
kami powierzchniowymi gtdwnie matych pecherzykéow
synaptycznych sg specyficzne dla zakoriczen presynap-
tycznych komdérek nerwowych. Synapsyna | stanowi
okoto 0.4%, a synapsyna Il 0.2% catej zawartosci
biatka tych komorek. Synapsyna Il do niedawna
okre$lana byta jako biatko 11l mdzgowia (Ilia i Illb)

1Mgr, 2prof. dr hab., Il Zaktad Biochemii, Instytut Fizjo-
logii i Biochemii, Akademia Medyczna w todzi, ul. Lindleya
6, 90-131 todz.
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[1]. losSciowy skitad synapsyn sugeruje, ze sg one
jednymi z gtéwnych biatek komérek mézgowia [2, 3].

Synapsyny sg asymetrycznymi biatkami sktadajacy-
mi sie z dwoéch domen: globularnego, opornego na
trawienie kolagenazg regionu N-koncowego, oraz sil-
nie wydtuzonej, zawierajgcej duzg ilos¢ reszt proliny
domeny C-koncowej, ktora jest wrazliwa na trawienie
kolagenazg [4],

Il. Transkrypcja itranslacja genéw synapsyny

W roku 1985 wykazano istnienie dwéch rodzajow
mRNA kodujgcych synapsyne |. Poczagtkowo okres-
lono ich wielko$¢ na 4.5 kb i 5.8 kb [5]. Zastosowanie
doktadniejszych wzorcéw pozwolito uscisli¢ te warto-
§ci i okresli¢ je na 3.4 kb i 4.5 kb [6]. Gen synapsyny
I zlokalizowano w roku 1986. U myszy i cztowieka
znajduje sie on na chromosomie X w postaci pojedyn-
czej kopii, a zatem dwa rodzaje dojrzatego mRNA
powstaja w wyniku alternatywnej obrobki pierwo-
tnego transkryptu [7]. Badania iloSciowe obu rodza-
jow mRNA wykazaty, ze mRNA o wielkosci 4.5 kb
wystepuje praktycznie od momentu urodzenia do 10
dnia po urodzeniu, po czym jego poziom spada ponizej
granicy detekcji; natomiast ilos¢ mMRNA o wielkoSci
3.4 kb zwieksza sie pieciokrotnie pomiedzy 7 a 20
dniem po urodzeniu. Biologiczne znaczenie alternaty-
wnej obrobki pierwotnego transkryptu jest niejasne.
Mozliwe, ze jeden z rodzajow mMRNA jest formg
wystepujacg w zyciu ptodowym osobnika, a drugi jest
charakterystyczny dla organizmoéw dojrzatych. Moz-
liwe jest tez, ze transkrypty te pojawiajg sie w r6znych
stosunkach ilosciowych w zaleznosci od rodzaju neu-
ronu. Obie hipotezy wymagajg jednak potwierdzenia
doswiadczalnego [6].

Poczatkowo sadzono, ze kazdy z typéw mRNA
koduje jeden rodzaj synapsyny | tzn. la lub Ib [5].
Jednak eksperymentalnie stwierdzono, ze jedynie
transkrypt o wielkosci 3.4 kb jest wytwarzany w spo-
sob ciggly od momentu urodzenia az do okresu
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dojrzatego. Natomiast oba rodzaje synapsyny (la i Ib)
wystepujg w statym stosunku molowym wynoszacym
1:2 podczas wszystkich okresow rozwojowych médz-
gowia [8]. Fakty te sktonity do przyjecia hipotezy, ze
obie synapsyny sg produktami translacji mRNA o wiel-
kosci 3.4 kb (3.4 kb mRNA ). Zjawisko to mozna
wyjasni¢ w nastepujgcy sposob: 3.4 kb mRNA w rze-
czywistosci sktada sie z dwu rodzajow mRNA nieroz-
roznialnych eksperymentalanie (elektroforeza w zelu
agarozowym) z powodu bardzo nieznacznej roznicy
dtugosci. mMRNA synapsyny la jest zaledwie o 38
nukleotydéw dtuzszy niz mRNA synapsyny Ib. Inser-
cjata powoduje zmiane fazy odczytu mRNA iw zwigz-
ku z tym czasteczka synapsyny la jest o 36 amino-
kwaséw diuzsza od czasteczki synapsyny lb, a ich
C-koncowe odcinki majag zupetnie rézne sekwencje
aminokwasowe [9, 10].

Wzrost ilosci 3.4 kb mRNA w komorkach ziarnis-
tych mézdzku jest skorelowany z synaptogeneza za-
chodzacg w aksonach tych komoérek [11]. Podobne
obserwacje dotyczg ilosci synapsyny — jej zawarto$c
osigga maksimum podczas synaptogenezy zachodzg-
cejwmbzgowiu [8,12]. Poziom syntezy synapsyny jest
wysoki podczas catego zycia organizmu, co potwierdza
hipoteze, w mysl ktérej potaczenia synaptyczne ulegajg
statym zmianom [13].

Gen synapsyny Il u cztowieka znajduje sie na
chromosomie 3, a wyniku jego transkrypcji oraz
obrébki potranskrypcyjnej, podobnie jak w przypad-
ku synapsyny | powstajg dwa rodzaje dojrzatego
MRNA. Na ich matrycy syntetyzowane sg dwa rodzaje
synapsyny (lla i llb). Réznice sekwencji aminokwasow
pomiedzy formg Ila i Ilb wynikajg z alternatywnego
uzycia dwoch roznych eksondw podczas przeksztat-
cania pierwotnego transkryptu w dojrzaty mRNA [9].

I1l. Cechy strukturalne czgsteczek synapsyny
I11.1. Struktura pierwszorzedowa synapsyn

Porownanie sekwencji aminokwaséw synapsyny
I i synapsyny Il pozwala stwierdzi¢, ze biatka te

wykazujg znaczne podobienstwo. Dotyczy ono okoto
potowy diugosci czasteczki. Ponadto, analizujgc sek-
wencje aminokwaséw synapsyny | i Il u réznych
organizméw, wykazano ze biatka te sq bardzo konser-
watywne, bowiem pomiedzy synapsyng | cztowieka
i synapsyng | bydta domowego istnieje az 96% homo-
logii [9].

Schemat budowy biatek nalezagcych do rodziny
synapsyn przedstawiono na rycinie 1. Domeny A,
B i C wystepujg we wszystkich synapsynach. Domena
A zawiera jedno miejsce fosforylacji (tzw. miejsce |,
Ser9 w czgsteczce synapsyny I, a Serl0 w czgsteczce
synapsyny IlI). Domeny A i C sg najbardziej podob-
nymi sekwencyjnie regionami czasteczki we wszystkich
synapsynach. Najmniejszy stopien homologii (w ob-
rebie domen wspdlnych dla wszystkich typow synyp-
syny) wykazuje domena B. W domenie D wystepujacej
tylko w synapsynie I, znajduja sie dwa miejsca fos-
forylacji (tzw. miejsce Il i I1l, Ser556 i Ser603). Domena
ta charakteryzuje sie duza zawarto$cig aminokwasow
zasadowych i niezwykle matg iloscia aminokwasow
kwasnych, az powodu duzej zawartosci proliny iglicy-
ny znajduje sie tu wiele miejsc rozpoznawanych przez
kolagenaze [EC 3.4.24.3] [9].

Kolagenaza wykazuje dos$¢ duzg specyficzno$é
w stosunku do wigzan peptydowych. Przecina ona
wigzanie X-Gli, lezagce w obrebie sekwencji X-Gli-Pro.
Degradacja synapsyny | pod wptywem kolagenazy
zachodzi stopniowo; poczatkowo powstaje peptyd
0 masie czasteczkowej 68 kDa, nastepnie peptydy
o masach 62 kDa i 52 kDa. Ostateczny produkt
trawienia ma mase czasteczkowg 46 kDa i odpowiada
domenom A-C. Ten oporny na trawienie kolagenazg
segment okres$lany jest niekiedy jako ,,gtowa” czaste-
czki, a wrazliwy na trawienie kolagenazg C-kofncowy
odcinek synapsyny | (domeny D i E lub F) nazywany
jest ,ogonem” [4]. Domeny E oraz F w synapsynie sg
wynikiem alternatywnej obrobki pierwotnego trans-
kryptu, wzwigzku z tym nie wykazujg one podobierst-
wa [9].

Ryc. 1. Schemat budowy czasteczek synapsyny. | — schemat synapsyny I. Il — schemat synapsyny Il. Domeny oznaczono literami (A-I).
Synapsyna la zawiera domeny — A, B,C, D i E, synapsyna Ib — A, B,C, D i F, synapsyna Ha— A, B,C, G, Hi E, synapsyna Ilb — A, B.
C, G i I. Cze$¢ stata (domeny A-C) odpowiada regionowi opornemu na trawienie kolagenazg (,gtowa”), a cze$¢ zmienna regionowi
wrazliwemu na trawienie kolagenaza (,,ogon”). Pt, P2, P3 — miejsca fosforylacji czasteczek.
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W czasteczce synapsyny Il, domena C graniczy
z krotka, zawierajacg znaczng ilos¢ proliny domeng G.
Podobnie jak w przypadku domen E i F w czasteczce
synapsyny |, domeny H i | w synapsynie Il powstajg
w wyniku alternatywnej obrobki pierwotnego trans-
kryptu. Zaden z typow synapsyny nie wykazuje homo-
logii sekwencyjnej z zadnym zbadanym do tej pory
biatkiem [9],

IV. Rozmieszczenie synapsyn w neuronie

Synapsyny obecne sg w komodrkach nerwowych
osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. Nie
wystepujg natomiast w zauwazalnych ilosciach w ko-
mdrkach pozaneuronalnych. Ekspresja tych biatek
zachodzi wytgcznie w neuronach co wykazano przy
pomocy wielu metod analitycznych (immunocytoche-
micznych, immunoblottingu, Northern biot analysis [9,
14]. Natomiast $ladowe ilosci synapsyn znaleziono
w normalnych komoérkach endokrynnych [14, 15].

Jedynymi komorkami zaliczanymi do komérek ner-
wowych, w ktérych nie wykryto synapsyn sg komarki
zmystow, takie jak: komorki fotoreceptorowe i dwu-
biegunowe siatkéwki, komaérki wioskowate ucha we-
wnetrznego i komdrki smakowe [16, 17, 18].

W obrebie neurondéw synapsyny skoncentrowane sg
w zakonczeniach synaptycznych. Znaleziono je we
wszystkich zakofAczeniach aksonalnych neuronéw o0s-
rodkowego uktadu nerwowego kregowcow, uktadu
wspotczulnego oraz zakonczeniach neurondow czesci
nerwowej przysadki [9].

Metodami immunocytochemicznymi wykazano, ze
w obrebie zakornczen synaptycznych synapsyny na-
gromadzone sg w regionach zawierajgcych znaczng
iloS$¢ pecherzykow synaptycznych [19]. Po dokonaniu
lizy zakonczen synaptycznych, wszystkie rodzaje syna-
psyny skupione sa na powierzchni pecherzykéw syna-
ptycznych. Nawet podczas otrzymywania frakcji pe-
cherzykow synaptycznych — metodg ultrawirowania,
synapsyny pozostajg zwigzane z nimi. Procedura taka
powoduje kilkunastokrotne wzbogacenie preparatu
w synapsyny w stosunku do materiatu wyjsciowego
(homogenatu). StopieA oczyszczenia synapsyn jest po-
rownywalny ze stopniem oczyszczenia takich integral-
nych biatek btonowych jak synaptofizyna czy synap-
tobrewina [20, 21, 22].

Synapsyny zwigzane sg tylko z btonami pecherzy-
koéw synaptycznych, co stwierdzono przy uzyciu metod
immunochemicznych. Przeciwciata skierowane prze-
ciwko poszczeg6lnym rodzajom synapsyny lub prze-
ciwko niektérym epitopom tych biatek, reagowaty
tylko z pecherzykami synaptycznymi. Wszystkie pozo-
state struktury bionowe takie jak: btony zakohczen
presynaptycznych, btony siateczki srédplazmatycznej,
btony mitochondrialne i btony duzych pecherzykéw
0 gestym rdzeniu (large dense core-vesicles), nie wigzaty
sie z przeciwciatami [9].
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Fakt, ze btony pecherzykdw o gestym rdzeniu nie
zawierajg synapsyn ma duze znaczenie. Zaréwno pe-
cherzyki synaptyczne jak i pecherzyki o gestym rdze-
niu sg organellami spetniajgcymi funkcje wydzielnicze,
lecz magazynujg one rdzne rodzaje neurotransmite-
row. Pecherzyki synaptyczne zawierajg wytacznie kla-
syczne neurotransmitery, podczas gdy te drugie uwal-
niajg neuropeptydy. Ponadto réznig sie¢ one innymi
cechami takimijak: spos6b ich powstawania, lokaliza-
cja miejsc fuzji z btong presynaptyczng, regulacja
uwalniania ich zawarto$ci oraz mechanizm recyklizacji
[23]. Mozna wiec uwazac je za organelle nalezace do
dwodch réoznych szlakow wydzielniczych neuronu.

V. Fosforylacja synapsyn

Synapsyna | jest substratem kinazy biatkowej zalez-
nej od cAMP (PK-A), kinazy biatkowej | zaleznej od
jonéw wapniowych i kalmoduliny (PK-CAM/Ca I)
i kinazy biatkowej Il zaleznej od jonéw wapniowych
i kalmoduliny (PK-CAM/Ca Il). Enzymy te fosforyluja
reszty serylowe synapsyny. PK-A fosforyluje synap-
syne | w obrebie domeny opornej na trawienie kolage-
nazg. Domena ta zawiera takze miejsce fosforylowane
przez PK-CAM/Ca | [21, 24]. W istocie enzymy te
fosforylujg te samg reszte serylowg (miejsce I, Ser9).
Synapsyna | jest doskonatym substratem tych kinaz,
wykazujgc do nich wysokie powinowactwo (Km= 2 pM).
Bardzo duze sg takze szybkosci poczatkowe tych
reakcji [25 26]. Sekwencja aminokwaséw poprzedza-
jaca miejsce | (Arg-Arg-Leu-SerP) jest zgodna z sek-
wencjag aminokwaséw rozpoznawang przez PK-A,
w wielu innych substratach [27].

PK-CAM/CA Il modyfikuje czasteczke synapsyny
I wdwoch miejscach (Ser566, Ser603), lezagcych w dome-
nie wrazliwej na kolagenaze. Okreslane sg one jako,
miejsce Il i Il [9, 24]. Sekwencja amonokwasow
poprzedzajaca oba te miejsca (Arg-GlIn-Ala-SerP) jest
zgodna z sekwencjg rozpoznawana przez
PK-CAM/Ca Il (Arg-X-Y-SerP/TreP) [27]. Synap-
syna | jest najlepszym znanym substratem tej kinazy;
stata Michaelisa reakcji fosforylacji tego biatka wynosi
okoto 0.4 pM [21]. Synapsyna | jest wyjatkowo
dogodnym substratem wszystkich trzech wymienio-
nych kinaz biatkowych, a ojej bardzo duzym powino-
wactwie do tych enzymow, poza zgodnos$cig sekwencji
woko6t miejsca fosforylacji, decydujg tez inne czynniki
(struktura drugo- i trzeciorzedowa).

Synapsyna | fosforylowana jest takze przez kinaze
biatkowag zalezng od czynnika wzrostu nerwu
(PK-NGF) w komérkach linii PC 12 (linia komdr-
kowa wywodzgca si¢ z pheochromocytomy szczura
[28, 29]. W uktadach bezkomérkowych synapsyna
I ulega fosforylacji réwniez pod wpltywem Kkinazy
biatkowej C (PK-C), jednakze biologiczne znaczenie
tego typu fosforylacji jest nieznane [30, 31].

Synapsyna Il fosforylowana jest przez PK-A
i PK-CAM/Ca I. Ma tylko jedno miejsce fosforylacji,
znajdujace sie w odcinku N-koncowym (Serl0) [32].
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Powinowactwo tych enzymoéw do synapsyny Il jest
zblizone do powinowactwa jakie wykazuja one w sto-
sunku do synapsyny 1 [9,26], Synapsyna Il nie stanowi
substratu dla PK-CAM/Ca Il, gdyz jej sekwencja
aminokwasowa nie zawiera miejsca rozpoznawanego
przez ten enzym [9].

Jak wspomniano powyzej synapsyna | ma trzy
miejsca fosforylowane przez kinazy biatkowe, a synap-
syna Il tylko jedno. Stwierdzono, ze wstrzykniecie do
zakonczenia presynaptycznego nieufosforylowanej fo-
rmy synapsyny | powoduje gwattowne zmniejszenie
amplitudy i predko$ci narastania potencjatu post-
synaptycznego [33], Fosforylacja miejsca Il i 11l
w czasteczce synapsyny | (przez PK-CAM/Ca II),
powoduje ustgpienie tego efektu, a fosforylacja miejsca
| (przez PK-A lub PK-CAM/Ca I) ostabia ten efekt.
Biorgc pod uwage fakt, zejony Ca2+ wptywajg na fuzje
pecherzykéw synaptycznych z btong presynaptyczng,
a ponadto modulujg uwalnianie ich zawarto$ci do
szczeliny synaptycznej [34, 35], mozna by wyobrazié
sobie, ze wywotane depolaryzacjg btony komérkowej
otwarcie kanatéw wapniowych i wzrost wewnatrz-
komoérkowego stezenia jondw Ca2+, powoduje ak-
tywacje PK-CAM/Ca II. Uaktywniona PK-CAM/Ca
Il fosforyluje czasteczki synapsyny I (miejsce Il illl),co
z kolei powoduje zmniejszenie powinowactwa synap-
syny | do biatek cytoszkieletu i pecherzykdéw synap-
tycznych i pocigga za sobg natychmiastowg fuzje
pecherzykow synaptycznych z btong presynaptyczna.
Jednakze, bezposredni wptyw fosforylacji synapsyny
I na wydzielanie neurotransmiteréw jest mato praw-
dopodobny z tego wzgledu, ze od momentu otwarcia
kanatéw wapniowych do uwolnienia zawartosci pe-
cherzykéw synaptycznych do szczeliny synaptycznej,
uptywa zaledwie 200 gs ijest to czas zbyt krdtki by
mogta zajs¢ enzymatyczna fosforylacja synapsyny
I [34]. Synapsyna | w istocie spetnia role tgcznika
pomiedzy biatkami cytoszkieletu i pecherzykami syna-
ptycznymi, a stopiehA fosforylacji czasteczki decyduje
0 trwatoSci tego potgczenia [3]. Wydaje sie, ze fos-
forylacja synapsyny | powoduje tylko zwiekszenie
liczby pecherzykéw synaptycznych zdolnych do na-
tychmiastowego potgczenia sie z btong presynaptycz-
ng, natomiast nie wptywa prawdopodobnie na sam
proces fuzji.

Funkcjonalne znaczenie PK-A i PK-CAM/Ca
1 w regulacji uwalniania neurotransmiteré6w nie zo-
stato w petni wyjasnione. Kinazy te fosforylujg miejsce
»pierwsze” synapsyny | oraz jedyne miejsce fosforylo-
wane w czasteczce synapsyny Il. Fosforylacja tego
miejsca powoduje efekty jakoSciowo podobne do
obserwowanych w wyniku fosforylacji miejsca Il i Ill,
lecz mniej gwattowne. Problem tenjest o tyle istotny, ze
jak wyzej wspomniano miejsce to jest jedynym fos-
forylowanym miejscem w czgsteczce synapsyny Il
W chwili obecnej brak jednakze przekonujgcych da-
nych dotyczacych udziatu fosforylacji synapsyny Il
w procesie uwalniania neurotransmiterow.
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V-l. Rola synapsyn w osrodkowym ukitadzie
nerwowym

Funkcjonalne znaczenie synapsyn w neuronie, mi-
mo duzego zainteresowania tymi biatkami jest nadal
nie w petni wyjasnione. Nie ulega watpliwosci, ze
funkcje ich sg scisle powigzane z procesami fosforylacji.
Synapsynie | przypisuje sie znaczaca role w regulacji
uwalniania neuroprzekaznikdw, a mechanizm ten po-
lega¢ ma na interakcji miedzy synapsyng rozmiesz-
czong na btonie pecherzykéw synaptycznych a elemen-
tami cytoszkieletu [36, 37], Szczegdlnie silnie podkres-
la sie wigzanie synapsyny | zmikrotubulami i F-aktyng
[37].

Wykazano réwniez, ze biatko to reguluje poruszanie
sie pecherzyk6w synaptycznych w aksoplazmie, a efekt
ten jest z kolei regulowany fosforylacja synapsyny
| przez kinaze biatkowa Il zalezng od wapnia i kal-
moduliny [38],

Nie wyklucza sie jednakze, mozliwosci fosforylacji
synapsyny | przez kinaze biatkowg C, wykazujaca
szczeg6lnie wysokag aktywnos$¢ w komdérkach nerwo-
wych. Zaktada sie nastepujgcy cigg wydarzen. Aktywa-
cja szlaku fofatydyloinozytolowego prowadzi do prze-
mijajgcej fosforylacji synapsyny | przez kinaze C oraz
do wzrostu wewngatrzkomaérkowego stezenia wapnia;
w efekcie nastepuje aktywacja kalmoduliny i wzrost
fosforylacji zaleznej od Ca/kalmoduliny, a rownoczes$-
nie zahamowanie zaleznej od fosfolipidow fosforylacji
synapsyny I. W zwigzku z tym zaktada sie, ze fosforyla-
cja synapsyny I przez PK-C wywiera efekt ,,wyzwalajg-
cy” neurosekrecje (triggering ejfect), natomiast fos-
forylacja katalizowana przez PK CAM/Ca Il stuzy do
utrzymania procesu neurosekrecji (Ryc. 2) [30,39],

Badania przeprowadzone na ludzkim moézgowiu
potwierdzity, ze aktywatory PK-C takie jak kwasy
ttuszczowe i kwasne fosfolipidy hamujg wyraznie ak-
tywno$¢ PK CAM/Ca Il, podczas gdy stymulator PK
CAM/Ca Il — kalmodulina — ttumi fosforylacje
synapsyny | zalezng od PK-C [39].

Wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze fosforylacja
synapsyny | przez PK-C moze by¢ alternatywng droga
regulacji neurosekrecji mozliwe, ze za posrednictwem
biatek G i fosfolipazy A2 [30].

Ostatnie badania nad wigzaniem synapsyny | z ma-
tymi pecherzykami synaptycznymi wykazaty obecnos¢
dwéch réznych miejsc interakcji. N-koncowa domena
synapsyny | penetruje do warstwy lipidowej btony
i wspdtdziata z lipidami, natomiast C-korficowa dome-
na (czesé ,,ogonowa”)wydaje sie wigza¢ z komponentga
biatkowga btony pecherzykéw. W badaniach nad sub-
komoérkowym rozmieszczeniem synapsyny lill wyka-
zano, ze N-koniec synapsyny |l posiada przynajmniej
jedno miejsce wigzania pecherzykéw synaptycznych,
ktore okazato sie wrazliwe na dziatanie trypsyny.
Przemawia to za hipotezga, ze synapsyna Il wspdtdziata
z komponentg biatkowg btony pecherzykéw [22].
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Ryc. 2. Wpltyw mediatorow komérkowych na fosforylacje synap-
syny | katalizowang przez kinazy biatkowe zalezne od
jonéw wapniowych. SI — synapsyna |, CaM — Kkal-
modulina, PK Il — kinaza biatkowa Il zalezna od jonow
wapniowych ikalmoduliny, PKC — kinaza biatkowa C, PL
— fosfolipidy.

Odkrycie, ze fosforylacja synapsyny | przez PK
CAM/Ca Il obniza powinowactwo synapsyny | do
btony pecherzykéw pozwala na wysuniecie hipotezy
prébujacej wyjasni¢ wspotdziatanie synapsyny | z bto-
ng pecherzykow; zasadowy ,,ogon” synapsyny I, ktéry
zawiera dwa miejsca fosforylacji przez PK CAM/Ca Il,
jest w kontakcie z btong pecherzykdw, podczas gdy
globularna ,,gtowa” wspotdziata z fosfolipidami roz-
nych elementow cytoszkieletu [22].

Synapsyna | moze zatem regulowac ilos¢ pecherzy-
koéw zdolnych do uwolnienia sie i fuzji z btong
presynaptyczng przez odizolowanie ich od cytoszkiele-
tu.

Ostatnio poszerzyty sie informacje dotyczace roli
synapsyny Il. W opublikowanej w roku 1991 pracy
Han iwspoétautorzy [40] zamiescili dane doty-
czace wpltywu synapsyny Ilb na réznicowanie sie
komorki nerwowej. Dokonali oni transfekcji komorek
linii NG-105-15 (hybrydowe komorki powstate po
fuzji komorek glejaka i nerwiaka), wektorem eks-
presyjnym zawierajagcym wstawke (insert) kodujacg
catkowita sekwencje synapsyny llb. Nietransfekowane
komdrki NG-105-15 wykazujg bardzo maty stopien
ekspresji synapsyny Ilb. Komaorki zawierajgce wektor
ekspresyjny wraz z cDNA kodujgcym synapsyne Ilb,
porownywano nastepnie z komorkami zawierajagcymi
tylko wektor ekspresyjny (pcDNAI). Na podstawie
wykonanych elektronogramoéw stwierdzono, ze komorki
do ktérych wprowadzono gen synapsyny llb, roznity
sie znacznie pod wzgledem morfologicznym od komo-
rek nietransfekowanych. Zawieraty one znacznie wie-
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cej matych pecherzykéw, pecherzykéw optaszczonych
oraz duzych pecherzykéw o gestym (elektronowo)
rdzeniu. Zaobserwowano takze obecno$¢ wiekszej
liczby mitochondriéw istruktur btonowych przypomi-
najacych gtadka siateczke srodplazmatyczng. Komarki
do ktorych wprowadzono gen synapsyny Ilb wy-
tworzyty takze znacznie wiecej zylakowatosci (varicosi-
ties) znajdujgcych sie na zakonczeniach neuronow.
Wieksza byta takze ilo$¢ potaczenn pomiedzy tymi
zgrubieniami a komorkami sgsiednimi. Na podstawie
tych danych stwierdzono, ze komoérki do ktérych
sztucznie wprowadzono gen synapsyny llb, wykazy-
waty wiecej cech charakterystycznych dla zré6znicowa-
nej komdrki nerwowej i synaptogeneza byta w nich
bardziej zaawansowana niz w komorkach kontrol-
nych. Poza zwiekszong iloScig synapsyny Ilb, komorki
te zawieraty znacznie wieksze ilosci pozostatych synap-
syn (la, Ib i Ha) oraz synaptofizyny (integralne biatko
btony pecherzykéw synaptycznych) [40]. Kwestig ot-
wartg pozostaje problem w jaki sposob podwyzszony
poziom synapsyny Ilb powoduje zwiekszenie ilosci
pozostatych biatek oraz jaki jest mechanizm promocji
synaptogenezy wywotanej zwiekszonym poziomem
synapsyny Ilb.

Artykut otrzymano 21 sierpnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 10 pazdziernika 1991 r.
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Wykaz stosowanych skrétéw: PAI-1 — inhibitor aktywatora
plazminogenu Typ 1 (z komoérek nabtonkowych; PAI-2
— inhibitor aktywatora plazminogenu Typ 2 (z tozyska);
SDS — siarczan dodecylu sodu; serpiny — inhibitory
proteaz serynowych; u-PA — urokinaza- aktywator plaz-
minogenu; t-PA — tkankowy aktywator plazminogenu;
ECM — miedzykomoérkowa substancja macierzysta.

I. Wprowadzenie

Plazmina, enzymatycznie aktywna posta¢ plazmi-
nogenu, jest nie tylko podstawowym enzymem fib-
rynolitycznym, ale tez uczestniczy w takich procesach
jak owulacja, migracja komdrek oraz inwazja nowo-
tworowa. Dla witasciwego przebiegu wielu proceséw
bardzo wazna jest wiec regulacja aktywacji plazmino-
genu, kontrolowana obecnos$cig swoistych aktywato-
row i inhibitoréw. Podstawowymi fizjologicznymi
enzymami katalizujacymi aktywacje plazminogenu sa:
tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) i urokinaza
(u-PA). Mechanizm regulacji (Ryc. 1) dziatania ak-
tywatoréw plazminogenu w organizmie zalezy od:

a) tempa uwalniania aktywatoréw z komorek,

b) efektywnosci ich wigzania z btong komdrkowg
hepatocytdw oraz endocytozy,

c) oddziatywania t-PA z witdknikiem,

d) konwersji jednotancuchowej formy aktywatora
plazminogenu typu urokinazowego do dwutancucho-
wej i obecnosci jonow Zn +2,

e) oddziatywania aktywatoréw plazminogenu ze spe-
cyficznymi inhibitorami.

Do chwili obecnej wykryto w osoczu krwi dwa
inhibitory swoiste dla aktywatoréw plazminogenu:
inhibitor pochodzgcy z komérek nabtonkowych $cian
naczyn krwiono$nych (PAI-1) oraz inhibitor z ozyska
(PAI-2). PAI-1, stale obecny w osoczu krwi, jest
gtownym i szybko dziatajgcym inhibitorem aktywato-
row plazminogenu. Aktywno$¢ PAI-1 podlega ztozo-
nym procesom regulacyjnym, a ich zaburzenia zwigza-
ne sg z wieloma stanami chorobowymi uktadu naczy-
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Ryc, 1. Schemat mechanizméw regulacji aktywnosci fibrynolitycz-
nej
A. Gtdwne procesy regulujgce aktywnos$¢ aktywatorow
plazminogenu w osoczu. Komorki nabtonkowe (1) uwal-
niajag do osocza dwa rodzaje aktywator6w plazminogenu:
tkankowy aktywator (t-PA) i prourokinaze (pro u-PA).
Tkankowy aktywator plazminogenu moze reagowac ze
specyficznym inhibitorem (PAI-1) uwalnianym przez ko-
moérki nabtonkowe lub, w miejscach uszkodzenia S$cian
naczyn krwionos$nych, wigza¢ sie ze ztogami witoknika (2).
Utworzenie kompleksu miedzy witdknikiem, plazminoge-
nem (Pg) i aktywatorem tkankowym powoduje znaczne
przyspieszenie i lokalizacje procesu fibrynolizy. Prourokina-
za, przy udziale plazminy (Pa) lub kalikreiny (Ka), moze by¢
aktywowana do aktywatora plazminogenu typu urokinazo-
wego (u-PA), a ten ostatni jest inaktywowany przez PA1-1.
B. Usuwanie aktywator6w z Kkrwiobiegu. Cyrkulujace
w osoczu aktywatory plazminogenu i PAI-1 wiaza sie
w watrobie ze specyficznymi receptorami (3) na powierzchni
bton hepatocytéw (4). Nastepswtem tej interakcji jest utwo-
rzenie pecherzykéw pinocytarnych (5) i hydroliza aktywato-
réow przez hydrolazy obecne w pecherzykach.

niowego. PAI-2 pojawia sie w osoczu tylko w okresie
cigzy. Aktywatory plazminogenu moga by¢ hamowane
in vitro przez inne inhibitory proteaz serynowych
(alfa,-antytrypsyne, alfa2-antyplazmine oraz protea-
zowg neksyne), ale reakcje te przebiegaja wolno i nie
majg znaczenia w warunkach in vivo.

Il1. Inhibitor aktywatorow plazminogenu z ko-
moérek nabtonkowych naczyn krwionos-
nych (tzw. inhibitor typu 1, PAI-1)

11-1. Wystepowanie PAI-1

PAI-1 syntetyzowany jest przez komorki: endotelia-
Ine Scian naczyn krwionos$nych [1-3], watroby, ziar-
niny [4] i mie$ni gtadkich naczyn krwionos$nych [5],
Wystepuje on tez w ptytkach krwi i makrofagach [6,7],
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PAI-1 w komérkach endotelialnych zlokalizowany
jest zarowno w cytozolu (70% komdérkowego PAI-1)
jak i w btonie komoérkowej (30%). Z komorek en-
dotelialnych PAI-1 uwalniany jest do osocza i do
miedzykomérkowej substancji macierzystej (ECM)
[8], W osoczu ubogoptytkowym ilos¢ PAI-1 pocho-
dzacego z komorek endotelialnych wynosi od 0 do
3-1-1 jedn./ml (tj. do okoto 1.3 nM/L) [9], co stanowi
20% inhibitora znajdujacego sie w peinej krwi. Pozo-
state 80% PAI-1 zlokalizowane jest w alfa-ziarnistos-
ciach ptytek krwi, skad uwalniany jest on do osocza
w czasie aktywacji ptytek powodowanej przez trom-
bine, kolagen czy ADP. Aktywnos$¢ PAI-1 w osoczu
bogatoptytkowym, po agregacji ptytek krwi i uwol-
nieniu z nich inhibitora, wynosi okoto 74-1 jedn./ml
[6-8]. Duza ilo$¢ aktywowanych ptytek w zakrzepach
naczyniowych przyczynia sie do lokalnego wzrostu
stezenia PAI-1, ktéry szybko reagujac z aktywatorami
plazminogenu chroni witoéknik przed liza przez plaz-
mine. Stopniowa inaktywacja PAI-1 przez trombine
i aktywne biatko C powoduje usuwanie inhibitora
z obszaru zakrzepu i zapoczatkowuje tym samym
hydrolize witdnika.

I1-2. Budowa i wiasciwosci
PAI-1

fizyko-chemiczne

11-2.1. Budowa genu i czgsteczki PAI-1

Gen PAI-1 zlokalizowany jest w chromosomie 7.
Catkowita sekwencja DNA kodujgca PAI-1 zawiera
15867 par zasad, ktore zgrupowane sag w 9 eksonach
rozdzielonych przez 8 intron6w. Introny stanowig
74% sekwencji nukleotydowej PAI-1. Gen struktury
kodujagcy aminokwasy sktada sie z 1206 par zasad
[10], Badania poréwnawcze pozwolity zaklasyfikowaé
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PAI-1 do grupy inhibitorow proteaz serynowych, tzw.
serpin, ktére wyodrebnity sie 500 min lat temu ze
wspolnego pragenu iag dzis$ biatkami regulatorowymi
procesdw fibrynolizy," krzepniecia krwi i aktywacji
dopetniacza [11]. Ewolucja serpin i proteaz seryno-
wych przebiegata réwnolegle. Szczeg6lnie intensyw-
nym zmianom ulegat region miejsca reaktywnego
serpin, co umozliwito powstanie inhibitorow o duzej
specyficznosci wobec poszczegdlnych enzymoéw.

Na podstawie pierwszorzedowej struktury cDNA
odtworzono kolejnos¢ aminokwas6w w czasteczce
inhibitora PAI-1. Syntetyzowany w komdérkach w for-
mie prekursorowej PAI-1 zawiera 402 aminokwasy
i N-koAcowy fragment sygnalny (23 reszty amino-
kwasowe) [10]. Dojrzaty PAI-1 jest jednotancuchowsa
glikoproteing zbudowang z 379 aminokwasow, o ma-
sie czgsteczkowej okoto 50 000. Punkt izoelektryczny
PAI-1 przypada w pH 4,5-5,0 [12]. W czasteczce PAI-1
znajdujg sie trzy potencjalne miejsca glikozylacji (Ryc.
2) [10]. Cechg charakterystyczng struktury pierwszo-
rzedowej PAI-1 jest brak reszt cysteinowych [13, 14].
Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej przy-
puszcza¢ mozna, ze tylko potowa tancucha polipep-
tydowego PAI-1 wykazuje uporzadkowang strukture
drugorzedowg: 19% aminokwaséw tworzy alfa-helise,
a 31% strukture beta (Ryc. 2). Charakterystyczng
cecha budowy serpin jest petla utworzona w C-kon-
cowym fragmencie czasteczki, ktéra zawiera wigzanie
peptydowe rozpoznawane specyficznie przez proteazy
serynowe jako pseudosubstrat (tzw. miejsce reaktywne
inhibitora). Miejsce reaktywne PAI-1 znajduje sie

Ryc. 2. Schemat struktury drugorzedowej PAI-1 i PAI-2. Obszary
wystepowania alfa-helisy i struktury beta wyznaczono na
podstawie analizy komputerowej wykorzystujgc do tego
celu parametry podane przez Chou i wspoétautoréow

gt%;li\énienia: linia prosta — struktura nieuporzagdkowana;
linia tamana — struktura beta; prostokaty — struktura
alfa-helikalna; trojkaty — potencjalne miejsca glikozylacji;
strzatki — wigzanie peptydowe tworzace centrum reaktyw-
ne inhibitora. Na osiach zaznaczono kolejne numery reszt
aminokwasowych.

miedzy Arg346 i Met347 [13, 15-17], Sekwencja tan-
cucha PAI-1 od 328 do 355 aminokwasu, zawierajaca
miejsce reaktywne inhibitora, wykazuje duzg homo-
logie z antytrombing Il (55% homologii), PAI-2
(41%), alfa 2-antyplazming (39%), inhibitorem ester-
azy dopetniacza Cj (32%) i alfa 2-antytrypsyna (21%)
[18].

11-2.2. Forma czynna i ,,utajona” (,,latent”) PAI-1

PAI-1 syntetyzowany jest w komoérkach w formie
czynnej, ale ma zdolno$¢ do samorzutnego przeksztat-
cenia sie w forme ,utajong” (,,latent”) [19]. Zjawisko
to, obserwowane in vivo i in vitro, wynika ze zmian
konformacyjnych czasteczki PAI-1, co zwigzane jest
z brakiem wigzan dwusiarczkowych usztywniajacych
czasteczke [12, 20, 21]. ,Utajony” PAI-1 nie reaguje
z aktywatorami plazminogenu iniejest wbudowywany
w ECM (miedzykomoérkowa substancje macierzysta).
Nie jest on tez, w przeciwienstwie do formy czynnej
inhibitora, degradowany przez trombine czy aktywne
biatko C [22]. Forma ,utajona” PAI-1 odzyskuje
wszystkie cechy charakterystyczne dla czynnej formy
inhibitora w obecnos$ci czynnikéw denaturujgcych
(SDS, KSCN, chlorowodorek guanidyny lub mocznik)
[23]. Pierwotnie aktywny jak i aktywowany denatu-
rantami ,utajony” PAI-1 majg jednakowg strukture
oraz wtasciwosci biologiczne [22].

W warunkach fizjologicznych zdolno$¢ aktywowa-
nia formy ,utajonej” PAI-1 majg prawdopodobnie
fosfolipidy noszgce tadunek ujemny (np. fosfatydylose-
ryna) [24]. W osoczu krwi wystepuje biatko, ktére
tworzy z czynng formg PAI-1 odwracalny kompleks
0 masie czasteczkowej 250000-300000, stabilizujac
konformacje inhibitora i uniemozliwiajgc przeksztat-
cenie sie w forme ,utajong” [25, 26]. Wzajemne
przeksztatcanie sie formy czynnej i ,utajonej” PAI-1
moze reprezentowa¢é nowy mechanizm regulacyjny
procesu fibrynolizy in vivo, a ,utajona” forma PAI-1
jest stabilng rezerwg potencjalnej aktywnosci inhibito-
rowej.

PAI-1
i 1 e % i e e W% e 230 e %0, 2220 .
nr aminokwasu
—GPW— VWWV---rmreo NV WY A— \—\— PU— | KAAM L-Y-CPfW
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PAI-2
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11-2.3. Wplyw utleniania na aktywnos$¢ PAI-1

Nieodwracalna inaktywacja PAI-1 przez nadtlenek
wodoru, chloramine T i reduktaze sulfometioninowa,
jest wynikiem utlenienia reszt metionylowych PAI-1,
w tym rowniez i tej, ktéra wspottworzy wigzanie
peptydowe centrum reaktywnego [12, 27]. Przypusz-
cza sie, ze inaktywacja PAI-1 przez utlenianie ma tez
miejsce in vivo w ogniskach zapalnych: gromadzgce sie
w nich leukocyty wydzielajg nadtlenek wodoru utle-
niajacy reszty metionylowe PAI-1. Efektem wtdérnym
tych reakcji jest uszkadzanie tkanki przez plazmine
powstatg z plazminogenu pod wptywem jego aktywa-
toréw [28]. Podobnie, stopniowy zanik aktywnosci
PAI-1 w osoczu in vitro lub oczyszczonych prepara-
tach tego inhibitora, ttumaczy sie utlenianiem czas-
teczek inhibitora przez tlen atmosferyczny [6, 29].

11-3. Oddziatywanie PAI-1 z aktywatorami plaz-
minogenu

PAI-1 reaguje specyficznie z fizjologicznymi ak-
tywatorami plazminogenu, tj. jedno- i dwutancucho-
wym tPA oraz urokinazg (u-PA) [30-33]. Szybkosé
inhibicji tych aktywatoréw przez PAI-1 jest bardzo
duza, o czym Swiadczy wartos¢ statej szybkosci reakcji
drugiego rzedu (10"7 M _1s_1) [32, 34].

Oddziatywanie PAI-1 z aktywatorami plazminoge-
nu przebiega dwuetapowo. Podobnie jak w wypad-
kach innych serpin, poczatkowo czgsteczki PAI-1
i aktywatora tworzg niestabilny kompleks w stosunku
molowym 1:1. Nie wiadomo dotad, ktére regiony
czasteczek aktywatoréw plazminogenu i PAI-1 bezpo-
Srednio ze sobg oddziatujg podczas reakcji inhibicji.
Wykluczono jednak udziat struktur ,kringle” aktywa-
toréw isktadnikdéw cukrowych [13, 15-17], W nastep-
nym etapie wigzanie peptydowe miejsca reaktywnego
PAI-1 (Arg346-M et347) zostaje rozpoznane przez
aktywator plazminogenu i ulega hydrolizie. Uwol-
niona woéwczas grupa karboksylowa Arg346 PAI-1
reaguje z grupa hydroksylowga seryny znajdujacej sie
w centrum aktywnym enzymu, a C-koncowy fragment
czasteczki PAI-1 zbudowany z 22 aminokwasow
(Met347-P ro 379) zostaje odtgczony. Utworzone wig-
zanie estrowe miedzy czgsteczkami PAI-1 iaktywatora
plazminogenu stabilizuje kompleks obu tych biatek
(stata dysocjacji 10"13 M/L) [35]. Skompleksowanie
t-PA z PAI-1, oprocz zablokowania centrum aktyw-
nego t-PA, powoduje tez zahamowanie wigzania t-PA
do wtoknika. Proces ten moze mie¢ znaczenie w regula-
cji procesu fibrynolizy in vivo [36].

I1-4. Funkcja PAI-1 wbudowanego w miedzyko-
morkowg substancje macierzystg (ECM)

Miedzykomdrkowa substancja macierzysta zbudo-
wana jest z sieci kolagenu, elastyny, trombospondyny,
witronektyny i fibronektyny. Przynajmniej dwa z tych
biatek (trombospondyna i fibronektyna) majag zdol-
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nos$¢ wigzania t-PA i plazminogenu. W powstajacym
w ten spos6b trojsktadnikowym kompleksie induko-
wana jest plazmina, ktora hydrolizuje biatka ECM,
niszczac tym samym ciggto$¢ tkanki. Proces ten ma
miejsce w stanach fizjologicznych (jajeczkowanie, mig-
racja komdrek) oraz patologicznych (tworzenie sie
przerzutéw nowotworowych) i regulowany jest przez
inhibitory wbudowane w ECM, tj. przez alfa2-anty-
plazmine i PAI-1 [22]. Biatka strukturalne ECM
(prawdopodobnie witronektyna) wigzg specyficznie
i odwracalnie czynng forme PAI-1 stabilizujac w ten
sposéb jego czasteczke. Przeciwdziatajg w ten sposéb
spontanicznemu przeksztatcaniu sie PAI-1 w forme
»utajong” atym samym inaktywacji inhibitora. Wigza-
nie PAI-1 z ECM jest istotne nie tylko ze wzgledu na
ochrone czgsteczek inhibitora przed proteolizg czy tez
stabilizacje czasteczki PAI-1, ale takze stwarza moz-
liwos¢ umiejscowienia aktywnej formy PAI-1 w tkan-
kach i zahamowania degradacji ECM.

11-5. Inaktywacja PAI-1 in vivo w osoczu

Cechg odro6zniajgcg PAI-1 od innych inhibitoréw
proteaz serynowych jest jego bardzo krotki okres
pottrwania w osoczu (okoto 7 min) [14, 15]. W usuwa-
niu PAI-1 z krwiobiegu biorg udzial hepatocyty, na
powierzchni ktérych stwierdzono obecno$é recepto-
row specyficznych dla PAI-1 [37], Dodatkowym me-
chanizmem regulujagcym aktywnos$é¢ PAI-1 jest jego
oddziatywanie z proteazami osocza. Enzymy inak-
tywujace PAI-1 podzieli¢c mozna na dwie grupy: a)
takie, ktore tworzg kompleks z PAI-1 oraz b) te, ktore
rozpoznaje PAI-1 jako substrat. Pierwszg grupe prote-
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az stanowig aktywatory plazminogenu i aktywne
biatko C. Biatko C jest zymogenem, ktoérego synteza
zalezy od witaminy K. Stezenia aktywnego biatka
C i PAI-1 w osoczu sg poréwnywalne [38]. Inaktywa-
cja PAI-1 in vitro przez aktywne biatko C przebiega
wolno, lecz ulega znacznemu przyspieszeniu w obecno-
Sci fosfolipidow i biatka S jako kofaktora. Aktywne
biatko C tworzy z PA1-1 kompleks w stosunku stechio-
metrycznym 11 i moze hydrolizowac¢ wigzanie cent-
rum reaktywnego inhibitora [39, 40]. Interakcja ak-
tywnego biatka C z PAI-1 stanowi kolejne ogniwo
taczace uktad krzepniecia i fibrynolizy.

Do proteaz rozpoznajgcych PAI-1 jako substrat
zaliczamy trombine, plazmine, elastaze i inne enzymy
np. enzymy bakteryjne ktdre hydrolizujag wigzania
peptydowe inhibitora w poblizu jego centrum reak-
tywnego. Uwalniany jest wéwczas C-koncowy frag-
ment PAI-1 a pozostata cze$¢ czagsteczki inhibitora nie
ma powinowactwa do aktywatoréw plazminogenu.
Plazmina np. odczepia od czasteczki PAI-1 najpierw
fragment o masie 4000, a nastepnie jeszcze dwa
fragmenty (20000 i 24000) [41].

I1-6. Regulacja uwalniania PAI-1 z komoérek na-
btonkowych w warunkach fizjologicznych
i patologicznych

Ilo$¢ aktywnego PAI-1 w osoczu regulowana jest nie
tylko przez watrobe, dziatanie osoczowych proteaz czy
konwersje inhibitora do formy ,utajonej” ale tez przez
synteze i uwalnianie PAI-1 z komo6rek. W warunkach
fizjologicznych ekspresje PAI-1 w komérkach reguluja
gtéwnie hormony glukokortykoidowe icykliczne nuk-
leotydy. Potwierdzono to badaniami z syntetycznym
glukokortykoidem, deksametazonem, ktdry powoduje
wzrost syntezy mRNA i PAI-1 oraz uwalnianie tego
ostatniego z komoérek nabtonkowych, fibroblastéw
ikomdrek nowotworowych (fibrosarkoma, hepatoma)
[42], Aktywnos$¢ fibrynolityczng osocza moduluje row-
niez trombina, ktéra w stezeniu fizjologicznym stymu-
luje uwalnianie z komdrek nabtonkowych PAI-1
i t-PA (z iloSciowa przewaga inhibitora) [41]. Innym
czynnikiem stymulujagcym zaréwno synteze mRNA
i PAI-1 oraz uwalnianie inhibitora do osocza jest
transformujacy czynnik wzrostowy @ (beta), polipep-
tyd obecny w fibroblastach, tozysku i ptytkach krwi [8,
43, 44]. Powoduje on jednocze$nie synteze fibronek-
tyny i prokolagenu oraz zwiekszone ich wbhudowywa-
nie w ECM [45-47]. Geny dla prokolagenu i PAI-1
znajdujag sie w tym samym lokus chromosomu. Przy-
puszcza¢ wiec mozna, ze pod wptywem transformuja-
cego czynnika wzrostowego (3(beta) nastepuje skorelo-
wana synteza biatek ECM iinhibitora ostaniajgcego je
przed proteoliza [48]. 1los¢ PAI-1 i t-PA zmienia sie
u cztowieka wraz z wiekiem, przy czym wypadkowa
aktywnos$¢ fibrynolityczng maleje, co ttumaczy czest-
sze tworzenie sie zakrzepow zylnych u 0s6b starszych
[49], Wzrost aktywnos$ci PAI-1 obserwowany u o0séb
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znadwaga moze przyczyniac sie do zwiekszonej zapa-
dalno$ci na arterioskleroze [50]. Podwyzszony po-
ziom PAI-1 w osoczu zwigzany jest z chorobami
nowotworowymi, infekcjami bakteryjnymi, ostrymi
stanami zapalnymi (np. watroby i trzustki) i chorobg
zakrzepowg zyt [51-53]. Aktywnos$¢é PAI-1 wzrasta tez
gwattownie po zabiegach chirurgicznych [54], W przy-
padku chor6b bakteryjnych stymulujacy wpityw na
ilos¢ osoczowego PAI-1 majg endotoksyny bakteryjne
[55-57]. Zwiekszona aktywno$¢ PAI-1 moze prowa-
dzi¢ do powstania mikrozakrzepdw w naczyniach
krwionos$nych, ktére obserwowano w nerkach chorych
na z6ttaczke lub w ptucach oséb dorostych z zespotem
niewydolnos$ci oddechowej. Konsekwencjg powstania
mikrozakrzepéw jest niewydolno$¢ lub uszkodzenia
narzadéw [58, 59]. Czynnikami patologicznymi powo-
dujagcymi wzrost wydzielania PAI-1 z komorek na-
btonkowych sg cytokininy uwalniane z komorek zapal-
nych, reprezentantem ktdrych jest interleukina-1. Po-
woduje ona, podobnie jak endotoksyny bakteryjne,
wzrost uwalniania PAI-1 poprzedzony zwiekszong
syntezg mRNA. Antyfibrynolityczne dziatanie inter-
leukiny-1 wzmocnione jestjej hamujgcym wptywem na
synteze i uwalnianie tkankowego aktywatora plaz-
minogenu. Podobny wpltyw na komoérki nabtonkowe
ma czynnik martwiczy nowotworow (tumor necrosis
factor) [60, 61]. Zmniejszenie aktywnosci fibrynolity-
cznej przez wzrost syntezy i uwalniania PAI-1 moze
hamowaé¢ rozw6j stanu zapalnego (pod wptywem
cytokinin) lub inwazje nowotworowga (gdy stymulato-
rem jest czynnik martwiczy nowotwordw).

I11. Inhibitor aktywatorow pazminogenu z to-
zyska (tzw. inhibitor typu 2, PAI-2)

11-1. Wystepowanie PAI-2

Antyfibrynolityczng aktywnos$¢ ekstraktow ludzkie-
go tozyska zauwazono po raz pierwszy w 1968 r., ale
dopiero osiemnascie lat p6zniej wyizolowano biatko
odpowiadajace za te wiasciwos¢. Inhibitor ten, tzw.
PAI-2, posiadajacy zdolno$¢ hamowania aktywnosci
enzymatycznej aktywatorow plazminogenu, zlokalizo-
wany w epitelium trofoblastu i monocytach jest im-
munologicznie odrebny od PAI-1 [62-64], W warun-
kach fizjologicznych PAI-2 pojawia sie tylko w osoczu
kobiet w okresie cigzy osiggajac maksymalne stezenie
w trzecim trymestrze. Zbyt wysoka aktywnos$¢ PAI-2
przyczynia sie do powstawania zakrzepéw i zawatu
tozyska, co moze powodowa¢ wewngatrzmaciczng
$§mier¢ ptodu [65]. W stanach patologicznych obec-
no$¢ PAI-2 w osoczu zwigzana jest z chorobami
nowotworowymi [52]. Niekodujacy region od 3’ kon-
ca cDNA PAI-2 zawiera fragment bogaty w pary AT,
charakterystyczny dla innych biatek znanych ze swego
regulujagcego wptywu na wzrost komorki, jak tkan-
kowy czynnik martwiczy, interleukina 1 czy inter-
ferony. Na podstawie podobienstwa struktury cDNA
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przypuszczaé mozna, ze biologiczna aktywno$¢ PA 1-2
przyczynia sie do hamowania transformacji nowo-
tworowej [66].

I11-2. Struktura genu i czgsteczki PAI-2

Gen ludzkiego PAI-2 zawiera 16.5 tysigca par zasad
zgrupowanych w 8 egzondw. Struktury gendéw PAI-2
i PAI-1 réznig sie znacznie mimo wspdlnej proteazo-
wej specyficznosci. Gen PAI-2 jest natomiast podobny
do genu owoalbuminy [66], czego konsekwencjg jest
podobienstwo w pierwszorzedowej strukturze tych
biatek i hormonalnym mechanizmie regulacji wydzie-
lania z komérek. Mozliwe, ze gen owoalbuminy ulegt
mutacji czy rekombinacji z genami innych serpin,
w wyniku czego powstata nowa forma biatka z in-
hibitorowg aktywnoscig.

Strukture pierwszorzedowg PAI-2 ustalono w opar-
ciu o analize sekwencji zasad cDNA dla tego biatka.
PAI-2 zbudowany jest z jednego tancucha polipep-
tydowego utworzonego z 415 reszt aminokwasowych,
wsérod ktorych, w odrdéznieniu od PAI-1, znajduja sie
reszty cysteinowe. Centrum reaktywne PAI-2 zlokali-
zowane jest w C-korncu czasteczki i utworzone przez
wigzanie peptydowe Arg380—Thr381 [67, 68]. Prekur-
sorowy PAI-2 obecny w komérkach, w przeciwienst-
wie do innych serpin, nie ma w N-koncu hydro-
fobowego fragmentu warunkujgcego uwalnianie tych
biatek z komorki [69]. Peptyd sygnalny, podobnie jak
w przypadku owoalbuminy, znajduje sie w $Srodkowej
czesci tancucha polipeptydowego tego ihibitora. PAI-2
syntetyzowany w komoérkach ma mase czgsteczkowag
40000 i pozbawiony jest sktadnika cukrowego. Przed
uwolnieniem z komorki inhibitor ulega posttranslacyj-
nej glikozylacji a jego masa czagsteczkowa wzrasta do
60000-70000. W czasteczce PAI-2 sg trzy potencjalne
miejsca glikozylacji (Ryc. 2). N- i O-glikozylacja nie
wptywa na aktywnos$¢ inhibitorowag PAI-2, ale jest
konieczna do wydzielania PAI-2 z komorek [70, 71].
W poréwnaniu z PAI-1, PAI-2 zawiera w swej struk-
turze drugorzedowej znacznie wiecej struktury al-
fa-helikalnej (40% reszt aminokwasowych) a mniej
struktury beta (15% reszt aminokwasowych) (Ryc. 2).

I11-3. PAI-2 jako inhibitor aktywatoréw plazmi-
nogenu

PAI-2 jest specyficznym inhibitorem aktywatorow
plazminogenu (t-PA i urokinazy) i tworzy z nimi
kompleksy w stosunku stechiometrycznym 1:1. Me-
chanizm inhibicji aktywatoréw plazminogenu przez
PAI-2 jest taki sam jak w przypadku PAI-1 [71-73].
PAI-2, syntetyzowany przez tozysko, ma wieksze po-
winowactwo do urokinazy, ktéra jest gtownym ak-
tywatorem plazminogenu w tozysku, niz do tkan-
kowego aktywatora plazminogenu [74]. PAI-2 jest
wolniej dziatajgacym inhibitorem niz PAI-1. Ze wzgledu
na budowe czasteczki jak i mechanizm reakcji inhibicji
zaliczono PAI-2 do rodziny serpin.
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IV. Podsumowanie

Stany chorobowe podczas, ktérych obserwowano
powstawanie zakrzepéw w uktadzie naczyniowym lub
destrukcje ECM wigzano do niedawna ze wzrostem
lub spadkiem ilosci aktywatoréw plazminogenu. Obe-
cnie wiadomo, ze powyzsze zaburzenia moga wy-
stepowac przy normalnym stezeniu aktywatoréw plaz-
minogenu, a czynnikiem patogennym jest zmieniony,
w poréwnaniu z fizjologicznym, poziom inhibitorow
PAI-1 i PAI-2. Podlegaja one r6znorodnej i wzajemnie
niezaleznej regulacji wydzielania. PAI-1 wydzielany
z ptytek i komérek endotelialnych, szybko inaktywuje
tPA i urokinaze, odgrywajac wazng role gtdwnie
w fibrynolizie wewngtrznaczyniowej, podczas gdy
PAI-2 jest waznym zewngtrznaczyniowym regulato-
rem fibrynolizy. Aktywnos$¢ fibrynolityczna w osoczu
czy przestrzeni miedzykomoérkowej jest wypadkowa
dziatania aktywatoréw plazminogenu i ich inhibito-
row. Wynika stad zainteresowanie badaczy budowa,
mechanizmem dziatania i regulacjg uwalniania PAI-1
i PAI-2 z ich komdérek macierzystych.

* *

Dziekujemy panu Markowi Wilczynskie-
mu za napisanie programu umozliwiajagcego kom-
puterowg analize struktury drugorzedowej biatek.
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Sluz i mucyna - problem biochemiczny i medyczny

Mucus and mucin - a biochemical and medical problem
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I. Wstep

Sluz jest p6iptynng wydzieling komérek nabton-
kowych drég oddechowych, przewodu pokarmowego
i uktadu moczowo-piciowego.1 Stanowi bezposrednia
pokrywe komorek btony Sluzowej i przezjego warstwe
przechodzg substancje wydzielane przez komorki bto-
ny $luzowej (np. enzymy) i wchianiane sg produkty
wewnatrz-jelitowego trawienia. Wydzielajacy sie ciag-
le $luz zmywa z powierzchni btony $luzowej zanieczy-
szczenia mechaniczne (np. kurz w drogach oddecho-
wych) i ztuszczone komérki. W zotagdku $luz oddziela
komérki btony Sluzowej od kwasnej zawartosci. Zalez-
nie od miejsca pochodzenia wydzielina $luzowa rozni
sie nieco swoimi witasciwosciami. Glikoproteinowe
sktadniki $liny wydzielane sa bardzo intensywnie
i w matym stezeniu, a struktura ich tancuchéw cuk-
rowych jest odmienna niz w mucynach z innych
odcinkow przewodu pokarmowego [1]. Sluz oskrzelo-
wy zawiera maty procent wody, a masa czasteczkowa
jego glikoproteiny po zredukowaniu wigzan dwusiarcz-
kowych ulega tylko niewielkiej zmianie [2, 3]. W cho-

1 doc. dr hab., Zaktad Chemii Ogo6lnej i Organicznej, 2 doc.
dr hab., Zaktad Biochemii Farmaceutycznej; Instytut Chemii,
Akademia Medyczna, 15-230 Biatystok, ul. Mickiewicza 2.
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robie znanej pod nazwg mukowiscydoza lub zwtok-
nienie torbielowate, zmienione witasciwosci $luzu sta-
nowig powazny problem medyczny. Rozmiar zabu-
rzen w funkcjonowaniu organizmu jest tak wielki, ze
przecietny okres zycia tych chorych nie przekracza
18 lat.

Il. Sktadniki $Sluzu ssakéw

Zasadniczym sktadnikiem kazdej wydzieliny $luzo-
wej jest wielkoczgsteczkowa glikoproteina (mucyna),
warunkujgca fizykochemiczne wiasciwosci $luzu.
Procz niej w sktad $luzu wchodzg zasocjowane lipidy,
biatka i kwasy nukleinowel, przy czym niektdre z tych
sktadnik6éw wydajg sie petnié okreslone funkcje. Wy-
kazano na przyktad, ze mucyna wigze bakterie [4, 5, 6,
7, 8], prawdopodobnie przy udziale N-acetylogluko-
zoaminy i kwasu N-acetyloneuraminowego, czesto
ulegajac przy tym degradacji wskutek dziatania bak-
teryjnych glikozydaz i proteaz [9, 10]. Moze to
wynika¢ z podobienstwa struktur cukrowych mucyny
do odpowiednich struktur glikolipidéow bton komdr-
kowych [7], ktore réwniez wigzg bakterie. Mucyna ma
powinowactwo do kation6éw dwu- itréjwartosciowych
metali [11], do lekéw o strukturze trzeciorzedowych
amin [12], i wraz z lipidami wigze wolne rodniki
tlenowe i hydroksylowe [13, 14, 15, 16]. Wérod
sktadnikow biatkowych oprécz immunoglobulini,
w S$luzie oskrzelowym wykryto obecnos$¢ inhibitora
proteaz tkankowych, silnie hamujgcego aktywnos$¢
elastazy i katepsyny G leukocytow, takze aktywnego
wobec trypsyny i chymotrypsyny [17, 18],

Co do pewnych sktadnikow $luzu nie ma zgodnosci
pogladoéw. W S$luzie zotagdkowym cztowieka C lam p
i wspdétautorzy [16, 19] po reakcji (3-eliminacji
wykryli obecno$¢ nietypowego polisacharydu o m. cz.
300 kDa w 85% ziozonego 1z galaktozy oraz
N-acetyloglukozoaminy, glukozy i fukozy. Masa czas-

1 Szereg informacji na temat wiasciwosci $luzu, jego roli,
sktadu i powstawania zelu mucyny, mozna znalez¢ w Po-
stepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej: G indzieri-
ski A, Zwierz K. (1978), 23: 265-275i Gindzienski
A., (1984), 38: 323-334.
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teczkowa polisacharydu jest ok. 200 razy wieksza od
przecietnego oligosacharydu typowego dla mucyny,
stad jego zwigzek ze strukturg mucyny nie jestjasny [8,
20], Podobny polisacharyd wyizolowano tg samga
technika z glikoproteiny z cysty jajnika [21].

Zywa dyskusje wzbudzity wyniki Witasa i Sto-
mianego [22, 23], ktérzy wykryli w oczyszczonej
glikoproteinie $luzu jelitowego znaczne ilosci lipidéw
(ok. 26% suchej masy), w tym zasocjowane wolne
kwasy ttuszczowe, glicerydy, glikolipidy, cholesterol
ijego estry oraz kowalencyjnie zwigzane kwasy ttusz-
czowe. Tak znaczna zawarto$¢ lipidow w oczyszczonej
mucynie jest kwestionowana i nie zostata dotad po-
twierdzona przez innych autoréw [24, 25]. Nie mnigj
wykazano ze w nieglikozylowanej cze$ci tancucha
polipeptydowego mucyna posiada hydrofobowe ob-
szary, ktérych liczba kilkakrotnie wzrasta po zreduko-
waniu wigzan dwusiarczkowych [26, 27, 28, 29, 30].
Problem udziatu lipidow w strukturze mucyny jest
wcigz dyskutowany, cho¢ nie budzi watpliwosci ich
obecno$¢ w $luzie. Ostatnio Stomiany i wspdt-
autorzy wykazali zdolno$¢ komaorek btony sluzowej
do ko-translacyjnej acylacji mucyny [31, 32,33, 34,35].

I1l1. Struktura czgsteczkowa mucyny

W rozcieAczonych roztworach wodnych mucyna
wytwarza luzno zwiniete, liniowe struktury, o masach
czasteczkowych w zakresie od 2000 kDa do 45000
kDa. Tak duzy rozrzut wartosci jest miedzy innymi
spowodowany technicznymi trudnosciami oznaczania
wielkich mas czagsteczkowych, poniewaz elastyczne,
liniowe polimery nie wykazujg proporcjonalnej zalez-

POLIMER
(m.cz. 2000 KDa)
A

Rdzen biatkowy

nosci pomiedzy wspétczynnikiem sedymantacji a masg
czasteczkowg [36]. Zel $luzu powstaje po przekrocze-
niu progowego stezenia mucyny wynoszgcego okoto
25 mg mucyny w mililitrze. Mechanizm tworzenia zelu
polega prawdopodobnie na niekowalencyjnym, wzaje-
mnym oddziatywaniu czasteczek mucyny z udziatem
wigzan hydrofobowych, poniewaz zel $luzu rozpuszcza
sie tatwo w 1% roztworze SDS, a takze w stezonych
roztworach mocznika i chlorowodorku guanidyny
[37],

Do niedawna powszechnie akceptowano schemat
struktury czasteczki mucyny zaproponowany w

1978 roku przez Allena i wspoOtautorow
[38, 39], uzupeiniony pdzniej o sktadniki lipidowe
przez Stomianego i wspoOtautorow [23].

Wg koncepcji Allena, opracowanej dla mucyny
zotgdkowej, czgsteczka mucyny o masie 2000 kDa
sktada sie z czterech podjednostek potgczonych ze
sobg na ksztatt skrzydet wiatraka przez wigzania
dwusiarczkowe iz udziatem biatka tgczgcego podjed-
nostki o m. cz. 70 kDa [39, 40] (Ryc. 1).

W 1983 roku Carlstedt i wspotautorzy
[41] przedstawili inng koncepcje budowy czgsteczki
mucyny, oparta na wynikach badan prowadzonych
w warunkach minimalizujagcych degradacje enzymaty-
czng i mechaniczng glikoproteiny podczas izolowania.
Mucyny otrzymane ze $luzu szyjkowego, oskrzelowe-
go i zotgdkowego mialy znacznie wigkszag mase czas-
teczkowg, (10000-40000 kDa) [41] i w mikroskopie
elektronowym dawaty obraz poplatanych nitek o dtu-
gosci 200-4000 nm [42, 43]. Zdaniem Sheehana
i Carlstedta [44, 45] mucyna tworzy nitkowate
czasteczki, ktore powstajg droga dwusiarczkowej poli-
meryzacji ,koniec do konca” z podjednostek o m. cz.

Boczne tahcuchu

Biatko o m.cz. cukrowe (do 19 reszt

70 KDa potaczone 'V -V b* monosacharydowych
z podjednostkami w tancuchu)
przez wigzania w jlo3ci ponad 150
dwusiarczkowe Y \ /' fancuchdw w pod-
jednostce
REDUKCIJA WIAZAC PROTEOLIZA
DWUSIARCZKOWYCH \
| | SH
podjednostka PODJEDNOSTKA
(m.cz. 520 KDa) (m.cz.500 KDa)
+drobnoczgsteczkowe
peptydy

k J \%
BIALKO
(m.cz. 70 KDa)

Ryc. 1. Budowa czgsteczki mucyny §
zotagdkowego wg All<
i wspotautorow [40],
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okoto 2000 kDa. W obrebie kazdej podjednostki
mozna wyrozni¢ cztery do pieciu podstawowych jed-
nostek glikopeptydowych, t.j. gesto glikozylowanych
fragmentéw tancucha polipeptydowego, poprzedziela-
nych krétkimi odcinkami nieglikozylowanymi, silnie
pofatdowanymi i prawdopodobnie usieciowanymi
przez wigzania dwusiarczkowe (Ryc. 2) [46]. W takiej
czasteczce ograniczona proteoliza nie musi prowadzic
do depolimeryzacji, poniewaz wielkoczasteczkowa
struktura jest nadal utrzmywana przez wigzania dwu-
siarczkowe. Dopiero redukcja tych wigzan depolime-

HS %

Redukcja

ryzuje mucyne do glikopeptydéw o m. cz. 380 kDa
(tzw. domeny T, Ryc. 3) [46,47,48]. Koncepcja ta zdaje
sie wyjasnia¢ przyczyne, dla ktorej masa czasteczkowa
mucyny oznaczona przez Allena i wspotauto-
row [38, 39] wynosi 2000 kDa, a masa czasteczkowa
jego podjednostek odpowiada w przyblizeniu m. cz.
glikopeptydu T. Obecnos$¢ wigzan dwusiarczkowych
w nieglikozylowanych obszarach czgsteczek mucyny
potwierdzajg ostatnie badania. Wykazano bowiej, ze
w odrdznieniu od natywnych nici mucyny, nici mucyny
redukowanej wigzg koloidalne ztoto w mniejszych
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Ryc. 2. Produkty redukcji czasteczki mucyny i p6zniejszego trawie-
niatrypsyngwg Carlstedta iwspdétautorow [46],
rysunek zmodyfikowany wg [47].
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Ryc. 3. Wptyw ograniczonej proteolizy na czasteczke mucyny wg
Carlstedta i wspo6tautoréw [46], Na rysunku
przedstawiono powiekszony fragment nieglikozylowancgo
biatka tagczacego podstawowe jednostki glikopeptydowe (a),
produkt jego ograniczonego trawienia (b) lub redukcji (c),
oraz produkt redukcji trawionego biatka (d).
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odstepach, odpowiadajgcych w przyblizeniu diugosci
domeny T [49]. Mucyny redukowane inie redukowa-
ne majg »takze odmienne wtasciwosci antygenowe.
Cze$¢ biatkowych determinant antygenowych jest
wspolna, cze$s¢ ujawnia sie dopiero po redukcji
[50].Wskazuje to na role wigzahn dwusiarczkowych
w pofatdowaniu czgsteczek mucyny iw stabilizowaniu
jej trzeciorzedowej struktury.

Zdaniem Carlstedta i Sheehana [45] biat-
ka o m. cz. kilkudziesieciu tysiecy lub wiecej daltonow,
uwalniane podczas dwusiarczkowej depolimeryzacji,
nie petnig zadnej funkcji strukturalnej isg produktami
przypadkowej proteolizy. Opinia ta jest jednak kwes-
tionowana. Oprécz Pearsona i wspotauto-
row [40] biatko uwalniajgce sie po redukcji wigzan
dwusiarczkowych (90 kDa) znaleziono w mucynie
z jelita cienkiego $wini [51], w mucynie oskrzelowej
cztowieka (65 kDa) [52, 53] i, mimo stosowania
inhibitoréw proteolizy, w mucynie jelitowej szczura
(118 kDa) [54]. W 1989 roku opublikowano wyniki
badan wykonanych w pieciu réznych laboratoriach
i obejmujace ponad 50 probek mucyny z rdznych
odcinkéw przewodu pokarmowego [55]. Mimo stoso-
wania inhibitoréw proteolizy i izolowania mucyny
wedtug réznych procedur, we wszystkich przypadkach
redukcji mucyny towarzyszyto uwalnianie swoistego
biatka o m. cz. 118 kDa. Biatko to cechowat podobny
sktad aminokwasowy i obecno$¢ kowalencyjnie zwig-
zanych cukrow [55]. Przeciwciata przeciwko biatku
118 kDa reagowaty w teScie ELISA z mucyng jelitowg
szczura, krélika i Swini z podobnym powinowactwem
[56]. Biatko 118 kDa uwalniano takze z mucyny
jelitowej szczura po 10 minutowej inkubacji z trypsyng
[54], Mimo tych faktdw, funkcjonalny zwigzek biatka
118 kD a ze strukturg mucyny nie zostat dotagd udowo-
dniony.

IV. Lancuchy oligosacharydowe mucyn

Mucyny sg substancjami o znacznym stopniu hete-
rogennosci. Jedna z przyczyn heterogennosci jest
zmienna dtugo$¢ tancuchdw oligosacharydowych, in-
nym powodem jest zmienna liczba podjednostek
w czgsteczce. W pierwszym przypadku spektrum mas
czasteczkowych ma charakter ciggty, w drugim réznice
mas moga siega¢ kilkuset kilodaltonéw. Rd6znorod-
no$¢ budowy czesci cukrowej mucyn jest tak znaczna,
ze w jednym preparacie mucyny wykazywano obec-
nos$¢ kilkunastu réznych tancuchdw oligosacharydo-
wych [57, 58] czesto o réznym stopniu usiarczanowa-
nia [59, 60, 61]. Liczba odmiennych tancuchéw oligo-
sacharydowych znajdowanych w mucynach siega kil-
kuset i wynika z réznych kombinacji pieciu mono-
sacharydow tworzacych tancuchy proste i rozgatezio-
ne, o roznej diugosci. Pewne wspdlne wiasciwosci
pozwalajg na wyodrebnienie z kazdej oligosacharydo-
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wej struktury mucyny czesci rdzeniowej, (potaczonej
wigzaniem oc-O-glikozydowym z biatkiem), czesci cent-
ralnej iczesci peryferyjnej [57, 58], Inng wspdlng cechg
tancuchow oligosacharydowych mucyn jest wystepo-
wanie wigzan (3-glikozydowych wewnatrz tancuchow
i a-glikozydowych w ich cze$ci obwodowej. O bio-
logicznej roli tancuchéw oligosacharydowych, stano-
wigcych ok. 80% sktadu glikioproteiny, pisano juz we
wczesniejszych artykutach przegladowych3. tancuchy
oligosacharydowe determinujg fizyczne wiasciwosci
§luzu i zabezpieczajg czasteczki glikoproteiny przed
proteoliza, a niektdre z tancuchow na swym nieredu-
kujacym koncu posiadaja antygenowe cechy grup krwi
(Ryc. 4) [62]. Ostatnio zwraca sie uwage na mozliwos¢
wzajemnych oddziatywan typu lektynowego pomiedzy
czescig cukrowa jednych czasteczek mucyny a nie-
glikozylowang czescig biatkowg innych, co moze ttu-
maczy¢ fizyczne wiasciwosci $luzu [63, 64, 65]. Istotne
znaczenie maja takze wilasciwosci antygenowe oligo-
sacharydow.

Wiasciwosci antygenowe mucyn wzbudzajg zainte-
resowanie z powodu mozliwosci wykorzystywania ich
do celow diagnostycznych. Wykrycie odmiennosci
w budowie tancuchéw oligosacharydowych w gliko-
proteinach blon komoérek nowotworowych zasugero-
wato mozliwos¢ wystepowania podobnych odmienno-
§ci w mucynie pochodzacej z takich tkanek. Charak-
terystyczna budowa mucyn powoduje, ze w ich czas-
teczkach wyeksponowane sg obszary ze strukturg
oligosacharydowg. W odr6znieniu od dostepnej w nie-
wielkim stopniu czesci polipeptydowej, struktura ta
jest genetycznie produktem drugiego rzedu poniewaz
zalezy od ekspresji transferaz cukrowych. Brak nie-
ktérych lub ekspresja transferaz nietypowych dla
danej tkanki zmieniajg antygenowe cechy wydzieliny.
Poszukiwania antygenéw typowych dla choroby no-
wotworowej zakofnczyty sie niepowodzeniem, wykryto
natomiast nietypowa ekspresje znanych juz antygenow
oligosacharydowych [58, 66], z pojawianiem sie tych
antygendéw w surowicy krwi [67, 68, 69], Wykorzys-
tujac przeciwciata monoklonalne, w surowicy chorych

wykrywano antygeny mucynowe H typu 1i2, Lea Leb>
X, Y, i GICA (sialowana struktura Lea) (70, 71, 72, 73,

74), a takze antygeny o strukturze apomucyny [75].
Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze nietypowe
antygeny sa to krdtkie tancuchy oligosacharydowe
odpowiadajgce antygenom typu piodowego, ktore
w dojrzatej formie zostajg zamaskowane przez dobu-
dowanie nastepnych reszt cukrowych [76, 77].

V. Polipeptydowe rdzenie mucyn

Do niedawna, wskutek niedostepnosci polipeptydo-
wego rdzenia mucyny (na znacznym odcinku szczelnie
ostonietego tancuchami oligosacharydowymi) infor-
macje o jego strukturze zdobywano droga poSrednia.
Wprowadzenie techniki chemicznej deglikozylacji za
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wych mucyny cztowieka, wg [62],

pomoca bezwodnego fluorowodoru lub kwasu tréj-
fluoro-metano-sulfonowego umozliwito prawie catko-
wite odtgczenie tancuchdéw oligosacharydowych od
polipeptydowego rdzenia [78, 79]. Rdzen ten jest
homogennym biatkiem o m. cz. ok. 100 kDa, zbudowa-
nym w przewazajacej czesci z hydroksyaminokwaséw
(45 na 100 reszt aminokwasowych) [80, 81, 82].
Przeciwciata przeciwko temu biatku (apomucynie)
pozwolity na dokonanie szeregu interesujacych od-
kry¢. Z ich pomocg apomucyne zlokalizowano w cyto-
plazmie komdrek i w przestrzeni okotojadrowej [83,
84] jak rowniez wykazano, ze w RER syntetyzowane
sg dwa prekursorowe polipeptydy o m. cz. 41 i 46 kDa.
W aparacie Golgiego masa prekursora wzrasta do 100
kDa a w ziarnistosciach wydzielniczych osigga
200 kDa [85], prawdopodobnie w wyniku czesSciowej
glikozylacji i polimeryzacji dwusiarczkowej. Poniewaz
antysurowica przeciwko apomucynie nie reaguje
z kompletng mucyng [86], mozna byto zlokalizowac¢
w btonie $luzowej zotgdka komorki syntetyzujace
glikoproteine (mtodsze) i wydzielajagce $luz (starsze)
[79]. Najwieksze czasteczki prekursora mucyny zdol-
ne do reakcji z przeciwciatem przeciwko apomucynie
miaty mase w zakresie 200-400 kDa [87].
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Dzieki rozwojowi biologii molekularnej i techniki
klonowania DNA uzyskano szereg nowych informacji
0 apomucynie. | tak wykorzystujagc mRNA z gruczo-
téw podszczekowych zsyntetyzowano w uktadzie bez-
komérkowym polipeptyd o m. cz. 60 kDa reagujacy
z przeciwciatami przeciwko apomucynie [88]. Z wiep-
rzowych $linianek [89], ludzkiego gruczotu sutkowego
[90,91], zjelita cienkiego i grubego cztowieka [92,93]
uzyskano preparaty komplementarnego DNA
(cDNA) kodujacego fragmenty struktury apomucyny.
W réznych preparatach cDNA kod genetyczny zawie-
rat wielokrotnie powtarzajgce sie odcinki ztozone z 51,
60, 69 i 270 par zasad, kodujgce powtarzajgce sie
sekwencje potipeptydowe, bogate w treonine, proline
lseryne [93, 91, 92, 89], i reagujace z przeciwciatami
przeciwko apomucynie. Dodatkowe informacje uzys-
kane z wyzej opisanych badan wskazujg, ze skiad
aminokwasowy réznych apomucyn nie jest jednakowy
i moze by¢ zdeterminowany przez allele.

V1. Potranslacyjne modyfikacje mucyn

Ze sktadu aminokwasowego apomucyny, wydedu-
kowanego w oparciu o strukture cDNA mozna wnosic¢,
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ze w polipeptydowym rdzeniu mucyny znajdujg sie
dwa miejsca, ktore moga ulega¢ N-glikozylacji [92].
Dotychczas wystepowanie w preparatach mucyny
niewielkich ilosci mannozy, charakterystycznej dla
oligosacharydéw N-glikozydowych, traktowano jako
zanieczyszczenie. Najnowsze do$wiadczenia typu im-
puls-wymywanie (pulse-chase experiments) z uzyciem
znakowanych substratéw wyraznie wskazujg, ze pod-
czas translacji do biatkowego prekursora mucyny
z zotagdka szczura o m. cz. 300 kDa dobudowuja sie
N-glikozydowe oligosacharydy, a dopiero pdzniej ga-
laktoza i siarczan [94, 95]. Dwusiarczkowa oligo-
meryzacja polipeptydowych prekursoréw mucyny do
dimeréw i trimeréw zachodzi w RER i wymaga
wczedniejszej N-glikozylacji. O-glikozylacja i siarcza-
nowanie zachodzg w aparacie Golgiego [95]. Acylacja
apomucyny kwasami ttuszczowymi jest prawdopodo-
bnie takze wcze$niejsza niz O-glikozylacja [31, 33].

VIIl. Sluz i zwidknienie torbielowate

Zwtbéknienie torbielowate jest najczesciej wystepuja-
cg chorobg uwarunkowang genetycznie. Istota choro-
by polega na wydzielaniu gestego $luzu przez gruczoty
i nabtonek trzustki, watroby, zotgdka, jelit i drég
oddechowych. Sluz zatyka $wiatto przewodéw powo-
dujac ich rozdecie i powstawanie torbieli. W konsek-
wencji dochodzi do zwtdéknienia narzagdow ido infekcji
bakteryjnych, ktérym towarzyszg niedobdr enzymow
trawiennych i zaburzenia wchtaniania.

Czynione sg liczne prdby ustalenia przyczyn od-
miennych witasciwos$ci $luzu chorych na zwitdknienie
torbielowate. Wykazano, ze masa czasteczkowa mucy-
ny tych chorych jest w rozcieAczonych roztworach
buforowych znacznie wieksza (12 200-17 100 kDa) niz
mucyny normalnej (6300-8 600 kDa), natomiast
w 6 M roztworze chlorowodorku guanidyny jest taka
sama jak mucyny normalnej (5000 kDa), co wskazuje
na jej wieksze sktonnosci do agregacji [96]. Mucyna
chorych na zwitoknienie torbielowate, po redukcji,
rowniez uwalnia glikoproteine 118 kDa, jednak jej
czasteczki wykazujg zwiekszong reaktywnos$¢ z prze-
ciwciatami przeciwko glikoproteinie 118 kDa, sugeru-
jac odmienng konformacje mucyny chorych na muko-
wiscydoze [97]. Badania struktury oligosacharydowej
mucyny z drég oddechowych chorych na zwtdknienie
torbielowate wskazujg na wiekszg niz normalnie zawar-
to$¢ kwasuN-acetyloneuraminowego i siarczanu [98,
99, 100, 101. 102, 103]. Inng anomalig, i by¢ moze
przyczyna wzmozonej lepkosci $luzu, jest zwiekszona
estryfikacja hydroksyaminokwaséw apomucyny przez
kwasy ttuszczowe, co wptywa hamujgco najej proteoli-
tyczng degradacje [104], W mucynie chorych na
mukowiscydoze znaleziono 6 razy wiecej kowalencyj-
nie zwigzanych kwaséw ttuszczowych. Ekstrakcja za-
socjowanych lipidéw, jak réwniez deacylacja gliko-
proteiny, powodowaty znaczne (3 i 6-ciokrotne) ob-

POSTEPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991

nizenie lepkosci, wskazujagc na role lipidow w tym
zjawisku [104, 105]. Jak dotad te interesujgce wyniki
nie zostaty potwierdzone przez inne laboratoria.

Artykut otrzymano 30 kwietnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 13 czerwca 1991 r.
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Wykaz stosowanych skrotow:
CF — mukowiscydoza (cystic fibrosis); CFTR — biatko
kodowane w genie CF (cystic fibrosis transmembrane regu-

lator); cAMP — cykliczny jednofosforan adenozyny;
PCR — tafncuchowa synteza fragmentéw DNA (polymerase
chain reaction); ASPCR — allel specyficzny PCR;
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RFLP — zmienno$¢ diugosci fragmentoéw restrykcyjnych;
kb — tysigc par zasad.

l. Wstep

Mukowiscydoza — dawna nazwa: zwtdknienie tor-
bielowate trzustki (CF) — jest chorobg genetycznie
uwarunkowang. Dziedziczy sie monogenowo jako
cecha autosomalna recesywna. W rodzinie ryzyka
genetycznego prawdopodobienstwo urodzenia chore-
go dziecka jest wysokie i wynosi 25%. W populacji
europejskiej mukowiscydoza jest najczestszg chorobg
dziedziczng. Szacuje sie, ze 4— 5% populacji to nosi-
ciele zmutowanego genu CF, ajedno dziecko na okoto
2000 zywych urodzen obcigzone jest tg choroba.

Uposledzenie funkcji gruczotéw zewnatrzwydziel-
niczych jest przyczyng charakterystycznych objawoéw
klinicznych choroby, wsrdd ktérych najwazniejszymi
sa: postepujagca niewydolno$¢ uktadu oddechowego,
uposledzenie funkcji trawiennych (niedob6r enzymow
trzustkowych) i postepujace wyniszczenie, podwyz-
szeniejondw CU w pocie. Jest to choroba nieuleczalna.
Dtugoséé zycia w zalezno$ci od nasilenia objawow
chorobowych i mozliwosci opieki lekarskiej waha sie
od kilku do 40 lat.

Podane fakty stanowig o spotecznym znaczeniu
mukowiscydozy, a takze roli diagnostyki, terapii i po-
radnictwa genetycznego. W pracy przedstawiono
wspotczesny stan wiedzy o molekularnym podtozu
mukowiscydozy: strukturze genu, jego mutacjach i ko-
dowanym produkcie.
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Il. Gen CF
I1-1. Klonowanie genu

Gen CF zostat sklonowany w 1989 r. we wspdtpracy
zespotdw kierowanych przez Lap-Chee Tsui i
Francisa Collinsa [1,2, 3], Stato sie to w nie-
spetna cztery lata od chwili okre$lenia jego pozycji
mapowej w diugim ramieniu chromosomu 7 (prazek
gq31). Pozycja mapowa zostata ustalona dzieki wykaza-
niu sprzezenia genu CF zznanymi markerami chromo-
somalnymi [4—6].

Brak duzych delecji, czy innego typu aberracji
w obrebie genu CF, utrudniat jego doktadng lokali-
zacje i zwiekszat trudnosci klonowania. Dwa sposrod
kilkudziesieciu znanych markeréw potozone najblizej
i lezace po obydwu stronach locus genu CF, wy-
znaczaty odcinek DNA ok. 500 kb. Stosujgc technike
»walking and jumping” udato sie zredukowa¢ potenc-
jalny obszar zajmowany przez gen do 280 kb. Frag-
ment ten sklonowano na okoto 50 r6znych wektorach
fagowych i kosmidowych.

Sklonowany gen poprzedzony byt (koniec 5’) tzw.
wyspami CpG charakterystycznymi dla wielu gendw
kregowcow i wykazywatl Kkrzyzowag hybrydyzacje
z DNA takich gatunkéw jak mysz, woét czy kura
(zaktadano konserwatywng ewolucje genu). Wyizolo-
wano odpowiedni dla tego genu mRNA, znaleziono
otwartg ramke odczytu i zidentyfikowano mutacje.

Sklonowanie genu CF wymagato zastosowania wie-
lu technik rekombinowania DNA, mikrosekcji chro-
mosomu, tworzenia bankéw DNA, otrzymywania
i rozdziatu wielkich fragmetow DNA itp. Jak wspom-
niano, do sklonowania genu potrzebnych byto kilka-
dziesiat réznych wektoréw. Obecnie dzieki rozwojowi
technik klonowania okazato sie mozliwe sklonowanie
catego genu CF najednym wektorze drozdzowym [7].

Fakt sklonowania genu CF znalazt ostateczne po-
twierdzenie gdy w wyniku wprowadzenia do linii
komérkowej chorego na mukowiscydoze nie zmuto-
wanego genu wykazano supresje fenotypu CF. Supre-
sja ta obserwowana byta jako przywrdcenie aktywno-
§ci kanatu chlorkowego regulowane przez cAMP
[8, 9].

Zastosowana w przypadku klonowania genu CF,
taktyka okre$lana jako ,revers genetics” (od genu do
biatka) [10] sprawdzita sie réwniez w przypadku
klonowania innych gendéw ludzkich odpowiedzialnych
za takie schorzenia jak przewlekta granulomatoza
[11], dystrofia miesniowa typu Duchenne’a (DMD)
[12, 13], neurofibromatosis [14], plasawica Huntig-
tona czy choroba Alzhaimera [15]. W sytuacji kiedy
w wielu krajach podejmuje sie projekty sekwenc-
jonowania genomu ludzkiego wydaje sie, ze ten sposéb
postepowania pozwoli na uzyskanie informacji o in-
nych genach ludzkich.
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11-2. Struktura genu

Gen CF zajmuje obszar okoto 250 kb isktada sie z 27
eksonow. cDNA ma wielko$¢ 6129 nukleotydéw,
a pojedyncza otwarta ramka odczytu 4440 nukleo-
tydow [2, 16],

Jak dotad znana jest sekwencja okoto 10% catego
genu. Znane sg sekwencje nukleotydow wszystkich
eksondw isgsiadujgcych z nimi fragmentow intron6ow.
W koncu 5 genu CF nie ma sygnatow typu ,TATA
box” czy ,CAAT box”,znajdujg sie natomiast sekwen-
cje bogate w pary GC, charakterystyczne dla czyn-
nikéw transkrypcyjnych SP1 i AP1. Poliadenylacja
w koricu 3’ rozpoczyna sie od pojedynczego sygnatu
AATAAA.

Wielko$¢ eksondw jest zréznicowana. Najmniejszy
jest ekson 14b ztozony z 38 nukleotyddw, najwiekszy
za$ ekson 13, na ktdry sktadajg sie 724 nukleotydy.
Wi ielkoSci introndw wahaja sie od 1.1 do 40 kb.

Analiza rejonéw ekson/intron wskazuje na wystepo-
wanie wariantu GT-AT. Zgodno$¢ poszczegdlnych
nukleotydow na styku ekson/intron (miejsce akcep-
torowe) dla uktadu T/C T/C N C/T A G wynosi
odpowiednio 92, 88, 100, 96, 100 i 100%. Na styku
intron/ekson (miejsce donorowe) dla uktadu zasad
G T A/G AG T stwierdzono zgodno$¢ 100, 100, 96,
61, 70146%. W wiekszosci przypadkow (58%) introny
nie rozdzielajg ostatniej w eksonie trojki kodujacej
aminokwas (intron typu 0). W 11% przypadkéw
rozdziat nastepuje po pierwszym (intron typu 1)
aw 31% po drugim nukleotydzie ostatniego kodonu
(intron typu 2).

W eksonach znaleziono szereg wariantéw polimor-
ficznych [16, 17]. W wiekszosci nie prowadza one do
zmiany kodowanego aminokwasu lub jak sie wydaje
powodowane zmiany, typu lleu na Leu czy Gli na Ala,
nie odbijajg sie na aktywnosci czy funkcji biatka.

Szereg elementdw powtarzajgcych sie zostato zloka-
lizowanych w znanych fragmentach intronowych. Zi-
dentyfikowano pie¢ tzw. sekwencji Alu ijedng Kpn.
Znaleziono rowniez  zespoty  sekwencji  typu
(Ca/lGT)—n, (GT)— 17, (GATT)—7iinne [16]. Wyka-
zano ponadto, ze powtarzajgca sie sekwencja GATT
zlokalizowana w koncu 3’ intronu 6 wystepuje
w dwoch wariantach polimorficznych: (GATT)—6
i (GATT)— 7. Wystepowanie heksameru /(GATT)—6/
jest w petnej asocjacji z obecno$cig mutacji AF508
[18].

Nie wszystkie aspekty struktury genu wydajg sie by¢
jednak wyjasnione. Ostatnio wykazano, ze w komér-
kach zdrowego cztowieka moze istnie¢ frakcja mRNA
pozbawiona eksonu 9 [19], Nie wyklucza sie réwniez
mozliwosci startu transkrypcji winnym niz opisywano
miejscu, jak tez alternatywnej obrobki transkryptu
Kilku eksonow [8].
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I1l. Biatko CFTR

Biatko kodowane przez gen CF ze wzgledu na
przypisywang mu funkcje zostato nazwane ,cystic
fibrosis transmembrane regulator” (CFTR), a jego stru-
ktura zostata zaproponowana na podstawie sekwencji
nukleotydéw genu CF [2].

Poczatek otwartej ramki odczytu rozpoczyna sie
trojka AUG w pozycji 133 mRNA. Sekwencja nukleo-
tydéw otaczajaca ten kodon 5—AGACCAUGCA —3’
jest zgodna z sekwencjami inicjacyjnymi translacji
znanymi u Eukaryota. Kodowany w genie CF polipep-
tyd ztozony jest z 1480 aminokwas6w o0 masie czgstecz-
kowej 168133 dalton6w. Poniewaz, jak sie wydaje, nie
ma on peptydu sygnatowego, role jego moze spetniaé
silnie hydrofilowy fragment potozony blisko korica N.

W biatku CFTR mozna wyr6zni¢ szereg domen
(Ryc. 1). Pozycje centralng zajmuje domena R (regula-
cyjna). Po obu jej stronach znajdujg sie domeny
okres$lane jako: domena wewnatrzbtonowa (membra-
ne-spaning domain) i domena wigzaca nukleotydy
(NBF — nucleotide (ATP) binding folds). Mimo, ze
tylko w przypadku domen NBF wykazano wysokie
podobienstwo sekwencji nukleotydéw wydaje sie, ze
gen CF powstat w wyniku duplikacji fragmentu DNA.

Domena R kodowana jest w cato$ci przez najwiek-
szy ekson 13. W jej strukturze stwierdzono obecnos¢
9 z 10 istniejagcych w biatku sekwencji uznawanych
jako miejsca fosforylacji przez kinaze biatkowg
A i 7 miejsc substratowych dla kinazy biatkowej C.

Domeny wewnatrzbtonowe (eksony 3— 7 i 14b— 18)
zawierajg po sze$¢ hydrofobowych fragmentéow zdol-
nych do penetracji podwdjnej btony lipidowej.

Domenom NBF przypisuje sie kluczowe dla funkcji
biatka znaczenie. Pierwsza z nich kodowana jest przez
ekson 9— 12, druga przez 19—21. Domeny te ztozone
sg z okoto 180 aminokwasow. Jak zaznaczono, istnieje
wysoka zgodno$¢ sekwencji obu domen. Na kofcu

Ryc. 1 Schemat budowy biatka i mMRNA CFTR
A — domena wewnatrzbtonowa;

NBF — domena wigzaca nukleotydy;

R — domena regulacyjna.

C z 66 aminokwasdw 27% jest identyczna, a 11%
funkcjonalnie podobna. Przyjmuje sie, ze rolg domen
NBF jest wigzanie ATP.

Poznanie sekwencji aminokwaséw i struktury biat-
ka CFTR pozwolito na jego porownanie z biatkami
o zblizonej funkcji [2, 20, 21]. Wykazano daleko idace
podobienstwo biatka CFTR i wielu bakteryjnych
biatek transportowych, drozdzowego biatka STES®,
ssaczego ,MDR — multi drug resistance,\ wotowej
cyklazy adenylowej czy P-glikoproteiny.

Identyfikacja biatka CFTR umozliwita stwierdzenie,
ze jest ono btonowg glikoproteing. Brak glikozylacji
wydaje sie by¢ wspd6lng cechg wszystkich zmu-
towanych biatek, niezaleznie od miejsca mutacji w
genie CF. Wydaje sig, ze wtasnie brak mozliwosci
wiasciwego dojrzewania biatka jest istotg defektu
genu CF [22, 23],

Ostatnio udowodniono, ze biatko CFTR pe#tni funk-
cje kanatu chlorkowego [24, 25], a plejotropowosé
efektow towarzyszgca mukowiscydozie wigzana jest ze
zmiang kwasowos$ci w organellach komérkowych
[26].

Sklonowany ostatnio gen CF myszy, jak sie wydaje,
bedzie stanowit wygodny model dla ostatecznego
wyjasnienia roli biatka CFTR. Gen CF myszy wykazu-
je olbrzymie podobienstwo do genu cztowieka [27].
80% sekwencji jest identyczna. W eksonach koduja-
cych NBF 1— dziesigtym ijedenastym, homologia jest
jeszcze wyzsza i wynosi odpowiednio 91 i 97%. Sadzi
sie, ze mozliwos$¢ ,konstruowania” myszy transgenicz-
nych pozwoli odtworzy¢ uktad mutacji znany z ludz-
kiego genu CF. Stworzone zostaty réwniez nowe
mozliwosci istotne dla badan klinicznych mukowis-
cydozy.

IV. Mutacje
IV-1. Metody identyfikacji mutacji

Podstawg wszystkich metod identyfikacji czy tez
poszukiwania nowych mutacji jest modyfikacja od-
powiedniego fragmentu genu w reakcji PCR [28].
W zaleznosci od charakteru zmian w DNS i stosowa-
nej metody, wykrycie mutacji mozliwe jest w jednym

CFTR NH2-—- A NBF1 H R A NBF2 |—COOH
A}'G /AF508 TAG
CFTR _, f '
mRNA 5 3
ekson 12 3 4 56a6b 7 8 9 10 1112 13 14a 15 16173 17b 18 19 2021 2223 24
14b
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kroku — ASPCR [29], lub wymaga dalszej analizy.
Mate dwutréjnukleotydowe delecje wykrywa sie roz-
dzielajac produkty amplifikacji w zelu akryloamido-
wym, w przypadku za$ gdy mutacja dotyczy powstania
lub zaniku charakterystycznego miejsca restrykcyj-
nego, stosuje sie trawienie odpowiednig endonukleazg
restrykcyjng [28]. Mozliwo$¢ tworzenia w reakcji
PCR sztucznych miejsc restrykcyjnych [30, 31] po-
zwala wyprze¢ metody izotopowe, jakkolwiek przy
identyfikacji pewnych mutacji sg one w dalszym ciggu
niezastgpione [32, 33].

Stosunkowo tatwe wykrywanie réznic w konfor-
macji nici DNA, powstatych w wyniku nawet pojedyn-
czej zmiany nukleotydéw, znalazto zastowanie w po-
szukiwaniu nowych mutacji [34, 35]. Sekwencjonowa-
nie DNA musi weryfikowac jednak zawsze wyniki tych
eksperymentow.

1V-2. Mutacja AF508

Mutacja AF508 jest tréjnukleotydowga delecja
w eksonie 10 (pierwsza domena NBF) odpowiadajaca
pozycji 508 tancucha aminokwaséw. W wyniku mu-
tacji polipeptydu ,,wypada” fenyloalanina [3].

Badania populacyjne wykazaty, ze mutacja AF508
odpowiedzialna jest Srednio za okoto 70% wszystkich
mutacji w genie CF [3, 36, 37]. Najwyzsza czestos¢ jej
wystepowania, blisko 90% stwierdzono w populacji
dunskiej, najnizszg okoto 30% w tureckiej. Na domi-
nujacy udziatjednej mutacji odpowiedzialnej za defekt
genu CF wskazywaty wyniki analizy sprzezehn mar-
kerow z genem CF zanim jeszcze delecja F508 zostata
wykryta [38, 39]. Analiza haplotypow dwoch najczes-
ciej stosowanych markerdw XV2c i KM 19 wykazata,
ze jeden z czterech mozliwych haplotypéw tzw. hap-
lotyp B [1, 2] wystepuje wraz ze zmutowanym genem
CF w ponad 70% (warto$¢ Srednia dla kilkunastu
populacji). Po zidentyfikowaniu mutacji AF508 oka-
zato sie, ze wiasnie haplotyp B w przewazajacej liczbie
przypadkow towarzyszy wystepowaniu delecji F508
[3,37, 37]. W tym samym tle genetycznym okreslonym
przez haplotyp B wystepujg takze i inne mutacje.
Mutacja AF508 w jednostkowych przypadkach opi-
sana zostata z innymi haplotyparni markerow XV2c
i KM19 [3, 32].

IV-2. Inne mutacje

Asocjacje haplotypow kilku badanych markeréow ze
zmutowanym genem CF wskazywaly na mozliwosé
istnienia jeszcze kilku innych mutacji, w tym locus [40,
41]. Wykrycie do potowy 1991 r. ponad 70 rédznych
mutacji (Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium,
CFGAC, 1991) jest jednak pewnym zaskoczeniem.

Wiekszo$é z tych mutacji to mutacje rzadkie, wy-
stepujace sporadycznie [33, 34, 42]. Cze$¢ z nich jest
charakterystyczna dla badanych populacji [17, 33].
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Mutacje grupujg sie zasadniczo w tych fragmentach
genu, ktére kodujg obie domeny NBF. Wiekszo$¢
z dotychczas wykrytych mutacji mapuje sie w eksonie
10 i 11 [32, 42—44]. W eksonie 11 w odcinku 34
nukleotydéw zidentyfikowano 10 rdéznych mutacji
z czego cztery wystepujg w populacji europejskiej
z czestoscig od kilku do kilkunastu procent [44], Jak
dotychczas tylko dwie rzadkie mutacje opisano dla
najwiekszego eksonu 13 [45, 46].

Obok delecji F508 opisano réwniez tréjnukleotydo-
wa delecje 11507 [28] i 1506 (I — izoleucyna) [47].
Znanych tez jest szereg innych matych delecji dwu lub
jedno nukleotydowych prowadzgcych do zmiany ra-
mki odczytu [32,33,45,46,48]. Najwieksza ze znanych
delecji obejmuje 22 nukleotydy (CFGAC). Wiekszosé
mutacji to mutacje typu missens [33]. Opisano réwniez
szereg mutacji typu nonsens w réznych eksonach [17,
32, 43, 44, 49], Oprocz mutacji eksonowych znane sg
robwniez — mutacje w intronach niszczace miejsce
obrébki transkryptu [32, 33, 50].

Czestosé wystepowania mutacji AF508 uktada sie
w Europie wzdtuz gradientu z pétnocnego zachodu na
potudniowy wschdd [36]. Sadzi sie, ze moze to od-
powiadac sytuacji okre$lajacej miejsce powstania mu-
tacji, a nastepnie kierunkom jej rozchodzenia.

Inny mechanizm towarzyszyt zapewne powstaniu
identycznej mutacji w catkowicie odmiennych ttach
genetycznych (r6zne haplotypy dla kilku markerdw).
Sytuacje takie ilustruje mutacja nonsens R553X w
eksonie 11 u chorych na mukowiscydoze amerykans-
kiego Murzyna i Niemca [51].

IV-3. Mutacje w populacji polskiej

Jak zaznaczono, czesto$¢ wystepowania delecji F508
rozni sie wsérod badanych populacji. Badania prze-
prowadzone na prébce 94 chorych na mukowiscydoze
w Polsce pozwalajg oszacowaé czesto$¢ tej mutacji na
okoto 54%. Warto$¢ ta jest wyzsza od podawanej
poprzednio [52], w dalszym ciagu nalezy jednak do
jednej z nizszych w badanych populacjach europejs-
kich i pétnocnoamerykanskich. Badania prowadzone
do tej pory skoncentrowane byly na prébie okreslenia
czesto$ci wystepowania najbardziej rozpowszechnio-
nych mutacji w genie CF. Analiza mutacji wystepuja-
cych w eksonie 11 oraz cze$ciowo w eksonach 4, 7121
(Yacznie z delecjg F508) pozwolita na zidentyfikowanie
okoto 65% mutacji odpowiedzialnych za defekt genu
CF [B al dane nieopublikowane].

IV-4. Mutacja a fonotyp

Sposréd szeregu symptomdéw mukowiscydozy opi-
sanych u pacjentéw chorych, udato sig, ustali¢ jak
dotad jedynie korelacje po miedzy obecno$cig mutacji
AF508 a niedoborem enzymoéw trzustkowych (panc-
reatic insuficiency) [53]. Dane populacyjne wykazuja,
ze ponad 85% chorych wykazuje niedob6r tych en-
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zymoéw. Z reguty objawy te wigzag sie z ciezszym
przebiegiem choroby, wcze$niejszym ustaleniem roz-
poznania, oraz wysokim poziomem chlorkéw w pocie.
Prawie w 100% przypadkéw niedoborowi enzymoéw
trzustkowych towarzyszy genotyp AF508/AF508.
Niedobor taki obserwowany jest rzadziej, gdy w genie
CF oprocz delecji F508 wystepuje inna mutacja i
stwierdza sie go jedynie u 40% chorych, u ktérych
zidentyfikowano inne niz AF508 mutacje. U tych
pacjentow z reguty obserwuje sie takze tagodniejszy
przebieg choroby.

Stwierdzane u 5— 10% chorych na mukowiscydoze
meconium ileus (niedrozno$¢ smotkowa) wykazywano
wytgcznie u 0sdb o genotypie AF508/AF508 [53],
Interesujace wydaja sie byé obserwacje, w ktérych
wystepowaniu tagodniejszych objawdw ptucnych
choroby towarzyszy obecno$¢ mutacji typu nonsens
[50, 54]. Jak dotad nie wykazano korelacji pomiedzy
innymi objawami klinicznymi mukowiscydozy a zna-
nymi mutacjami.

V. Podsumowanie

Powszechnie uznawanym badaniem w diagnostyce
mukowiscydozy jest test potowy. Stwierdzany u cho-
rych podwyzszony poziom chlorkéw w pocie koreluje
niewatpliwie z obecnoscig choroby, nie jest to jednak
test precyzyjny. Poziom chlorkéw jest uzalezniony do
wieku pacjenta przy czym podwyzszone wartosci wy-
stepujg rowniez w innych schorzeniach [55]. Test
potowy nie pozwala ponadto na ustalenie nosicielstwa
zmutowanego genu.

Metodg diagnostyczng stosowana w badaniu pre-
natalnym mukowiscydozy jest oznaczanie w ptynie
owodniowym aktywnos$ci enzymoéw jelitowych [56].
Wykazano bowiem korelacje pomiedzy obcigzeniem
ptodu mukowiscydozg a obnizeniem poziomu aktyw-
nosci tych enzymdéw. Korelacja ta ma miejsce jednak
tylko w okreslonym czasie cigzy (17— 18 tydzien).
Oznaczanie aktywnosci enzymoéw jelitowych, podob-
nie jak test potowy, nie pozwala na rozpoznanie
heterozygoty, obcigzone jest rowniez okoto 5% bte-
dem [57].

Wprowadzenie do diagnostyki mukowiscydozy
analizy polimorfizmu DNA (RFLP) umozliwito zaré-
wno post jak i wczesna (10 tydzien) prenatalng diag-
nostyke choroby [58, 59]. Po raz pierwszy powstata
mozliwo$¢ badania nosicielstwa genu. Niedogodnos$-
cig metody jest konieczno$¢ objecia badaniem najbliz-
szej rodziny chorego. Analiza polimorfizmu DNA nie
moze tez weryfikowaé rozpoznania, poniewaz okres-
lenie sposobu dziedziczenia uzaleznione jest od wyni-
kéw otrzymanych dla probanda (pierwszy zdiagnozo-
wany chory w rodzinie).

Mozliwos$¢ identyfikacji mutacji warunkujacych cho-
robe rozwiazuje problem zaréwno weryfikacji rozpo-
znania, jak i diagnostyki mukowiscydozy w populac-
jach o wysokiej czestos$ci delecji F508 [34]. W populac-
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jach tych mozliwe jest rowniez prowadzenie badan
przesiewowych. W przypadku pozostatych populacji
identyfikacja mutacji w genie CF wymaga w dalszym
ciggu okre$lania sposobu dziedziczenia sie genu
w okre$lonej rodzinie ryzyka genetycznego.

Pewne nowe mozliwosci diagnostyczne taczy sie
z identyfikacja biatka CFTR iwykazaniem, ze efektem
mutacji jest brak dojrzatego produktu genu. Mozliwe,
ze w przysztoSci ta koncepcja diagnostyczna bedzie
prostsza niz analiza DNA.

Leczenie mukowiscydozy w dalszym ciggu jest ob-
jawowe i polega na zapobieganiu i leczeniu infekcji,
rehabilitacji oddechowej i uzupeinieniu niedoboru
enzymoéw trzustkowych. Nie mozna natomiast wy-
kluczyé¢, ze mukowiscydozg bedzie kolejnym modelem
w terapii genowej.

Na zakonczenie warto podkresli¢, ze w wielu o$rod-
kach prowadzone sg badania zmierzajgce do wyjas-
nienia wysokiej czestosci zmutowanego genu CF w po-
pulacji europejskiej. Jak do tej pory zadna z propono-
wanych teorii prébujacych wyjasni¢ nature przewagi
heterozygot nie znalazta potwierdzenia [3, 60, 61].
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Freunda (Freunds complete adiuvant); FKBP — biatko
wiagzace FK506; FLV — wirus biataczki Frienda (Friend
Leukemia Virus), G-CSF — czynnik stymulujacy wzrost
kolonii granulocytow (granulocyte colony stimulatingfactor);
GM-CSF — czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocy-
tow i makrofagow (granulocyte-macrophage colony stimula-
ting factor)-, IFNy — interferon y; IgM — immunoglobulina
klasy M; ILlI — interleukina 1, IL2 — interleukina 2; 1L4
— interleukina 4; 1L6 — interleukina 6; IP3— 1,4,5-tr6jfos-
foran inozytolu; LAK — komorki ,,zabdjcze” aktywowane
przez limfokiny (lymphokine-activated killer); LDL — lipo-
proteina o niskiej gestosci (low density lipoprotein); LPS
— lipopolisacharyd; M-CSF — czynnik stymulujacy wzrost
kolonii makrofagéw (macrophage-colony stimulating factor);
MDP — muramylodipeptyd (N-acetylo-muramylo-L-alany-
lo-D-izoglutamina); MDP-GDP— I-0-(N-acetylo-muramy-
lo-L-alanylo-D-izoglutamylo)-2,3-0-dipalmitoilo-glicerol;
MLR — mieszana reakcja limofocytéw (mixed lymphocyte
reaction); MTP-PE — N-acetylo-muramylo-L-alanylo-
D-izoglutamylo-L-alanylo-fosfatydyloetanoloamina;
NK — naturalne komdrki ,zabdjcze” (natural Killer);
PAF — czynnik aktywujacy ptytki (platelet activatingfactor);
Pam3Cys — N-palmitoilo-S-[2,3-bis(palmitoiloksy)(2RS)-
propylo]-(R)-cysteina; PGE2 — prostaglandyna E2; PHA
— fitohemaglutynina; PMA — octan mirystoilo-forbolu
(phorbol myristate acetate); RI A — test radioimmunologicz-
ny (radioimmune assay); TDM — dirnykolan trehalozy
(trehalose dimycolate); TNFa — czynnik martwiczy guza
a (tumor necrosisfactor a); 5-HT — serotonina (5-hydroksy-
tryptamina).

I. Wstep

Ewolucja uktadu immunologicznego przebiegajaca
w ciggtej konfrontacji ze Swiatem mikroorganizmow
doprowadzita do wyksztatcenia silnych reakcji odpor-
nos$ciowych na charakterystyczne dla drobnoustrojow
elementy strukturalne. Stad tez nie jest zaskakujgcym
fakt, iz wtasnie mikroorganizmy, a w szczeg6lnosci ich
Sciany komorkowe, stanowia bogate zrodio struktur
stymulujacych uktad immunologiczny, takich jak mu-
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ramylopeptydy, diestry, trehalozy, lipopeptydy, lipid
A i glukany. ,,Oferta” $Swiata mikroorganizmow nie
ogranicza sie tylko do immunostymulatoréw. Mikro-
skopijnej wielko$ci grzyby sg zrodtem cyklosporyny A,
obecnie podstawowego leku immunosupresyjnego sto-
sowanego w transplantologii, oraz jej przypuszczal-
nego nastepcy FK506.

Mimo, iz obecnie dysponujemy wielu syntetycznymi
substancjami modyfikujacymi odpowiedz immunolo-
giczng (np. lewamisol, azimekson, cyklofosfamid) na-
dal, ze zrozumiatych wzgledéw, w centrum zaintereso-
wania znajdujg sie preparaty naturalne i ich analogi.
Obfito§¢ wzorcow dostarczanych przez organizmy
zywe najprawdopodobniej jeszcze na dtugi czas ukie-
runkuje rozwdj immunofarmakologii raczej na kopio-
wanie natury z drobnymi ,retuszami” niz poszukiwa-
nie drog na wtasng reke.

Modyfikowanie reaktywnos$ci uktadu odpornos$cio-
wego, czyli immunomodulacja moze mie¢ dwojaki
kierunek — prowadzi¢ do immunosupresji, czyli zaha-
mowania reaktywnosci ukitadu immunologicznego,
lub do immunostymulacji czyli wzmagania odczyno-
wosci immunologicznej.

W niniejszym artykule poSwiecono uwage nowym
immunomodulatorom, proébom wyjasnienia mechani-
zmu ich dziatania oraz zastosowania klinicznego.

Il. Immunostymulatory
11-1. Muramylopeptydy i desmuramylopeptydy

Historia odkrycia, wtasciwosci adjuwantowe i im-
munomodulatorowe muramylopeptydéw zostaty wy-

Wz6r I. Muramylodipeptyd (MDP).
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Wz6ér IV. D-laktylo-L-alanylo-y-D-glutamylo-(L)-mezo-a, e-diami-
nopimelilo-L-glicyna (FK-156).

czerpujaco opisane w pracy A. A. Kotodziej-
czykoéw [1]. Najprostszym zwigzkiem nalezacym
do tej grupy jest muramylodipeptyd — MPD(l).

Sposrod kilkuset pochodnych MDP otrzymanych
syntetycznie 8 zastuguje na szczegdlng uwage ze wzgle-
du na swoje witasciwosci biologiczne i potencjalne
zastosowanie kliniczne [2].

Badania nad zaleznoscig aktywnosci biologicznej
muramylopeptydéw od ich struktury chemicznej [3]
wykazaty, ze modyfikacje chemiczne tak piersScienia
kwasu muraminowego,jak itaficucha bocznego znacz-
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Tabela 1
Struktura chemiczna i whasciwosci wazniejszych pochodnych MDP

Wiasciwosci biologiczne

pochodne hydrofilne

Pochodna Struktura chemiczna
MDP N-acctylo-muramylo-L-alanylo-
(0 -D-izoglutamina
murabutyd ester n-butylowy-N-acetylo-muramylo-L-

(Murabutide) -alanylo-D-glutaminy

adjuwant o sile réwnej FCA
pirogenny, somnogenny

réwnie skuteczny adjuwant,
niepirogenny [29], testowany
jako sktadnik szczepionek

pochodne lipofilne

B30-MDP 6-0-(2-tetradecyloheksadckanoilo)-MDP
MTP-PE MDP-L-alanylo-fosfatydyloetanoloamina
(I
MDP-GDP 1-0-MDP-2,3-0-dipalmitoilo-glicerol

muroctazyna
(Muroctasin)

MDP-Lys-L18

aktywny adjuwantowo, pirogennos$¢
nizsza od MDP testowany jako
sktadnik szczepionek, aktywnos$é
przeciwnowotworowa

silnie aktywuje makrofagi, aktywnos$¢
przeciwnowotworowa i przeciwwirusowa,
testowany klinicznie w immunoterapii
nowotworow [33]

zwieksza aktywno$¢ przeciwnowotworowg
makrofagéw, indukuje CSA in vivo

stymuluje odporno$¢ niespecyficzna,
indukuje produkcje M-CSF, testowany
laboratoryjnie jako sktadnik

szczepionek oraz klinicznie w celu

skrocenia okresu leukopenii po chemioterapii

desmuramylopeptydy

(i
FK-156 D-laktylo-L-alanylo-y-D-glutamylo-(L)-
(1v) -mezo-2,6-diaminopimelilo-(L)-glicyna
FK-565 N-heptanoilo-y-D-glutamylo-(L)-mezo-2,6-

diaminopimelilo-(L)-D-alanina

nie zmieniajg witasciwosci adjuwantowe pochodnych
MDP. W tahdcuchu bocznym podstawowe znaczenie
ma zachowanie konfiguracji L pierwszego aminokwa-
su (cho¢ grupa metylowa alaniny moze by¢ zastagpiona
etylowg badz izopropylowg) oraz konfiguracji D reszty
glutaminy. Duzy wptyw na zmiane aktywno$ci ma
amidacja lub estryfikacja grupy karboksylowej gluta-
miny. W pierscieniu cukrowym zasadnicze znaczenie
dla aktywno$ci biologicznej ma grupa acyloamidowa
przy C2. Dane na temat znaczenia pier$cienia pirano-
zowego komplikuje fakt wyizolowania i syntezy ak-
tywnych biologicznie pochodnych pozbawionych
kwasu muraminowego, czyli desmuramylopeptyddéw
(np.: FK156, FK565) [4], Problem zaleznosci struk-
tury i funkcji muramylopeptyd6éw zostat przedstawio-
ny w pracy A. AL Kotodziejczykow [1].
Gtownymi komorkami docelowymi MDP sg mak-
rofagi i limfocyty B. Opisano jednak takze immuno-
modulacyjny wptyw MDP i jego pochodnych na
komaérki NK [5] oraz neutrofile [6, 7]. MDP stymulu-
je chemotaksje, aktywnos$é fagocytarng i przeciwno-

POSTEPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991

wyizolowany z przesgczu hodowli
Streptomyces olivaceogriseus,

stymuluje odporno$¢ na infekcje

i aktywnos$¢ przeciwnowotworowg makrofagéow
zwigksza produkcje ILI

syntetyczna pochodna FK156 o silniejszym
dziataniu immunostymulacyjnym, zwieksza
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa makrofagéw [41],
sekrecje TNF-a, ILI, aktywno$¢ komorek NK

wotworowg makrofagow [8], wydzielanie ILI [9], IL6
[10, 11], IFNy [12], PAF, GM-CSF [13], G-CSF,
PGE2ikolagenazy. MDP zwigksza rowniez produkcje
TNF-a w odpowiedzi na stymulacje LPS in vivo,
chociaz sam nie indukuje ani syntezy, ani sekrecji tej
cytokiny (ostatnio Chedid i wspoétautorzy
zaobserwowali  stabg indukcje TNF-a przez
MDP-GDP) [14],

Proby wywotania wielu z podanych efektéw in vivo
napotkaty na trudno$ci zwigzane z bardzo szybka
eliminacjg MDP. Uzycie liposoméw, tworzonych
przez zamykanie MDP w mate pecherzyki otoczone
podwdjng btong fosfolipidowa, pozwalajgce na wpro-
wadzenie zawartych w nich substancji bezposrednio
do wnetrza komorki, znacznie zmniejsza szybkos¢
usuwania MDP z organizmu, pozwalajac jednoczes$nie
na 500- do 1000-krotne obnizenie dawek. Dodatkowo,
liposomy umozliwiajg bardziej wybidrcze dostarczanie
MDP do makrofagéw. Nalezy zaznaczyé, iz same
liposomy takze posiadajg wtasciwosci immunomodu-
lacyjne [15]. Z innych sposobéw zwiekszania powino-
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wactwa M DP do makrofagdw nalezy wymieni¢ zwiek-
szenie lipofilnosci MDP, zwigzanie MDP z man-
nozylo-BSA [16], mannozylo-poli-L lizyng [17], ace-
tylo-LDL [18] oraz uzycie przeciwciat monoklonal-
nych przeciw MDP wigzanych przez wystepujace na
makrofagach receptory dla fragmentu Fc immunob-
globulin G.

Wysoka aktywnos¢ MDP podawanego w liposo-
mach, jak rowniez wzmocnienie efektbw M DP przez
zwigzki stymulujagce fagocytoze wskazuje na we-
wnatrzkomérkowg lokalizacje receptorow M DP [19].
Istniejg jednak dane o wystepowaniu miejsc recep-
torowych réwniez na btonie komdrkowej [20].

Mimo, iz pierwotnie przypisywano dziatanie ad-
juwantowe MDP jego zdolnosci do uwalniania ILI,
szereg prac wskazuje na aktywacje limfocytow B przez
muramylopeptydy na drodze niezaleznej od makro-
fagéw [21]. MDP wzmaga proliferacje limfocytow
B stymulowanych przeciwciatami anty-lgM [21], jak
rowniez wzmaga produkcje przeciwciat przez limfocy-
ty B pod wpltywem IL2 [22]. MDP dziata réwniez
synergistycznie z IL4 na proliferacje preaktywowa-
nych limfocytow B [22]. Brak efektéw oddziatywania
MDP na spoczynkowe limfocyty B oraz koniecznosé
dtugiego czasu inkubacji przy stymulowaniu preak-
tywowanych limfocytow B wskazuje, ze receptory
MDP pojawiajg sie na powierzchni limfocytow B do-
piero w pewnej fazie cyklu komdérkowego [21]. Te-
nu i wspotautorzy opisali ostatnio obecnos¢
miejsc wigzacych jodowang pochodng 1251-MDP na
powierzchni aktywowanych, ale nie spoczynkowych
limfocytéw B [23]. Nie wyklucza to jednak mozliwosci
aktywacji limfocytéw B przez M DP rowniez na drodze
posredniej przez stymulacje syntezy cytokin [12].

Molekularny mechanizm dziatania M DP nie jest
znany. Dotychczas opublikowane prace wskazuje na
brak wptywu MDP na wewnatrzkomorkowe stezenie
Ca+2 czy aktywnos$¢ kinazy proteinowej C [24].
Niewykluczone, iz poszczegdlne pochodne dziatajg za
posrednictwem roznych systeméw przekaznikowych,
gdyz na przyktad MTP-PE w odrdznieniu od MDP
stymuluje kinaze proteinowg C. Ostatnio stwierdzono,
ze dziatanie M DP na limfocyty Bjest hamowane przez
toksyne krztusca. Wskazuje to na role biatka G wraz-
liwego na te toksyne w odpowiedzi komdrki na MDP
[25].

M DP podany pozajelitowo wywiera szereg efektow
ubocznych. Witasciwosci pirogenne MDP wynikajg
prawdopodobnie ze stymulacji syntezy ILIl. Podanie
MDP powoduje leukocytoze, przejsciowy wzrost ste-
zenia kortyzolu w surowicy krwi, nacieczenie zapalne
§cian naczyn i wzrost ich przepuszczalnos$ci, jak row-
niez wzrost syntezy biatek ostrej fazy przez watrobe.
W wysokich dawkach M DP wykazuje dziatanie im-
munosupresyjne, przypuszczalnie w wyniku hamowa-
nia syntezy IL2. MDP wywiera rowniez dziatlanie
somnogenne [27]. Tu warte wspomnienia sg obser-
wowane powigzania efektow dziatania MDP z ukta-
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dem serotoninergicznym. M DP wykazuje powinowac-
two do receptoréw dla serotoniny (5-HT), serotonina
za$ hamuje wigzanie MDP do makrofagow oraz
wywiera w pewnych modelach doswiadczalnych efekty
zblizone do MDP. RoOwniez antagonisci receptorow
5-HT hamujg dziatanie MDP na makrofagi. Jeszcze
bardziej komplikujg problem dane wskazujgce na
obecnos$¢ u cztowieka, krdlika i szczura endogennych
substancji o budowie muramylopeptyddéw majacych
dziatanie pirogenne i somnogenne [28], Wiekszos¢
efektéw ubocznych muramylopeptydéw daje sie od-
dzieli¢ od aktywnos$ci adjuwantowej, na co wskazuja
niepirogenne i niesomnogenne pochodne o silnych
wiasciwosciach immunostymulacyjnych,jak np. mura-
butyd [29].

Niektore pochodne M DP znajdujg sie juz w trakcie
badan klinicznych. Szczepionki przeciw Streptococcus
pyogenes i Clostridium tetani zawierajgce murabutyd
efektywnie indukujg powstawanie przeciwciat swois-
tych u ludzi. Zachecajace rezultaty daty réwniez prze-
prowadzone na grupie ochotniczek proby ze szcze-
pionka antykoncepcyjng. Szczepionka ta zawiera frag-
ment taficucha @gonadotropiny kosméwkowej zwia-
zanej z anatoksyng krztusca w emulsji zawierajacej
nor-MDP jako adjuwant [30]. Szereg dalszych szcze-
pionek, miedzy innymi przeciw: Plasmodium falcipa-
rum, Corynebacterium diphteriae, Salmonella enteriti-
dis, wirusom Epsteina-Barr, wirusowego zapalenia
watroby typu B, opryszczki znajduje sie w trakcie préb
laboratoryjnych [26]. MDP podawany w postaci
wolnej lub w liposomach stymuluje rowniez niespecyfi-
czng odporno$¢ organizmu na infekcje, nawet w sta-
nach immunosupresji (np. po radio lub chemioterapii)
[31].

MTP-PE zamkniety w liposomach okazat sie po-
chodng o szczeg6lnie silnych witasciwosciach przeciw-
nowotworowych, skutecznie wydtuzajaca $redni czas
przezycia [32] oraz zapobiegajacag przerzutom w do-
Swiadczeniach na zwierzetach, jak rowniez zwiekszaja-
ca aktywnos$¢ przeciwnowotworowg ludzkich makro-
fagéw in vivo. Ostatnio opublikowano wyniki badan
klinicznych pierwszej fazy, z uzyciem MTP-PE za-
mknietego w liposomach, na pacjentach z zaawan-
sowang chorobg nowotworowa, oporng na klasyczng
terapie [33, 34]. Mimo, ze nie uzyskano znamiennych
efektow terapeutycznych, MTP-PE (1-2*0.01-12
mg/m2tygodniowo) byt dobrze tolerowany i powodo-
wat podwyzszenie aktywnosci przeciwnowptworowej
makrofagéw in vivo.

Duze nadzieje wigze si¢ z szansg wykorzystania
desmuramylopeptydu FK565 w terapii AIDS. Yo-
kota i wspotautorzy opublikowali intrygujace
dane o hamujacym wplywie FK565 na infekcje retro-
wirusem FLV u myszy [35]. Co wiecej, zaobser-
wowano synergistyczne dziatanie FK565 z AZT, obec-
nie gtownym lekiem w terapii AIDS, pozwalajace na
15-krotne obnizenie dawki tego ostatniego. Ze wzgle-
du na znaczng mielotoksyczno$¢ AZT, wyniki te budza
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Wzér V. 6,6’-dimykolan-a,a’-D-trehalozy (TDM).

nadzieje na mozliwo$¢ ograniczenia tych efektow
ubocznych przez tgczne stosowanie FK565 i niskich
dawek AZT.

Dziatanie immunosupresyjne duzych dawek MDP
z powodzeniem wykorzystano w celu zapobiezenia
cukrzycy z autoagresji indukowanej niskimi dawkami
streptozocyny [36].

11-2. Dymikolan trehalozy

Diestry trehalozy stanowig kolejny sktadnik $ciany
komdérkowej Mycobcictrium posiadajgcy wtasciwosci
immunomodulacyjne. Najlepiej poznanym zwigzkiem
z tej grupy jest 6,6'-dimykolan-a, of-D-trehalozy
(TDM) (V), wyizolowany w 1956 roku z frakcji lipido-
wej $ciany Mycobacterium tuberculosis, bedacy iden-
tycznym czynnikiem wigzkowym odpowiedzialnym za
wigzkowy wzrost zjadliwych szczepéw tego gatunku.

Nalezy zaznaczy¢, iz naturalny dimykolan trehalozy
mykobakterii, podobnie jak analogiczne substancje
Corynebacterium czy Nocardia nie jest jednorodng
chemicznie substancjg, lecz mieszaning glikolipidow
0 zblizonej budowie [37]. Decydujgce znaczenie dla
aktywnosci biologicznej ma konfiguracja reszty cuk-
rowej — wiasciwosci adjuwantowe posiadajg jedynie
D-stereoizomery. Pochodne zestryfikowane kwasami
mykolinowymi (a-rozgatezionymi (3-hydroksykwasa-
mi) maja silniejsze wiasciwosci immunostymulacyjne
od estrow nierozgatezionych kwaséw ttuszczowych
[37].

Obserwowane efekty dziatania TDM sg prawdopo-
dobnie wynikiem aktywacji makrofagéw [37], jakkol-
wiek niektore prace wskazujg rowniez na limfocyty
Tjako komorki docelowe w dziataniu tego adjuwantu.
In vitro, dimykolan trehalozy zwieksza aktywnos$¢
przeciwnowotworowa makrofagéw, sekrecje PAF,
PGE2, jak rowniez wzmaga wydzielanie wolnych
rodnikéw tlenowych w odpowiedzi na PMA [37].

In vivo, TDM podwyzsza niespecyficzng odpornos¢
organizmu na infekcje bakteryjne, wirusowe i pasozyt-
nicze [38]. TDM posiada réwniez wiasciwosci ad-
juwantowe, czesto synergistyczne z muramylopepty-
dami. Wykorzystano je miedzy innymi w szczepionce
dla bydta przeciw Brucella abortus. Jako adjuwant
uzyta zostata mieszanina TDM i pochodnej MDP.
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Doguzowe lub dozylne podanie dimykolanu trehalozy
korzystnie razem z MDP lubjej pochodnymi powodo-
wato regresje guzdw nowotworowych a nawet wy-
tworzenie specyficznej odporno$ci przeciwnowotwo-
rowej organizmu [1, 37].

Molekularny mechanizm dziatania TDM nie jest
znany. Uzyskane dane dosSwiadczalne wigzg go ze
zdolnosciag TDM do hamowania fosforylacji oksyda-
cyjnej lub z faktem jego duzej aktywnosci powierzch-
niowej. Mimo, iz czynnik wigzkowy zyskat nazwe
»toksycznego lipidu”, toksycznos$¢ dimykolanu treha-
lozy wydaje sie by¢ raczej zwigzana z podawaniem go
w postaci emulsji w oleju mineralnym niz z samym
TDM per se. Uzyta w prdbach klinicznych wodna
zawiesina TDM byta dobrze tolerowana i nie zaobser-
wowano powazniejszych reakcji ubocznych [39].

Sposrod syntetycznych diestrow trehalozy na uwage
zastuguje pochodna C76, o witasciwosciach adjuwan-
towych i przeciwnowotworowych poréwnywalnych
z naturalnym dimykolanem trehalozy [37].

11-3. Lipopeptydy

Lipopeptydy, w odréznieniu od MDP ijego po-
chodnych stanowia heterogenng grupe zwigzkdw o ro-
znym pochodzeniu, skiadzie i wiasSciwosciach bio-
logicznych. Wyréznia sie trzy klasy lipopeptyddow.

Lipopeptydy I sg fragmentami peptydoglikanu $cian
komdérkowych bakterii, zawierajgcymi sktadnik lipi-
dowy. Posiadajg wiasciwosci adjuwantowe, jednak
w odréznieniu od lipopeptydow Il nie stymuluja
proliferacji limfocytéw B. Ze wzgledu na zdolno$¢ do
wzmagania odpornos$ci przeciw infekcjom jeden z lipo-
peptydéw |, Pimelautide, jest obecnie poddawany
prébom klinicznym [40].

L D
CH3(c H2)t0Oc ° NHCHCONHCHCO° H
| | L
CHj ch2ch2conh chcooh
(ch2)3

h2nch2conhchconh?2
L

Wz6r VI. Pimelautide.

Lipopeptydy Il sg sktadnikami $ciany komdrkowej
niektorych bakterii. Wiele z nich ma aktywnos$¢ anty-
biotykow. Nie stymulujag uktadu odpornosciowego
[41], a wiec nie sg przedmiotem tego opracowania.

Lipopeptydy Il to sktadniki lipoproteiny produko-
wanej przez E. coli. Stymulujg one produkcje przeciw-
cial, proliferacje limfocytow B, uwalnianie nadtlenkéw
przez neutrofile [42], synteze ILI, prostaglandyn oraz
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zwiekszaja aktywno$¢ przeciwnowotworowg makro-
fagéw in vitro, a pochodne sprzezone z tauryng (np.
CGP 31362 (VII)) takze in vivo [43]. Badania nad
aktywnoscig przeciwnowotworowg CGP 31362 wyka-
zaly jego skute.czno$é¢ w hamowaniu przerzutéw w do-
Swiadczeniach in vivo [26].

syntezy ILI, wiekszo$¢ opublikowanych badanh nie
pozostawia watpliwosci, iz lipid A jest fragmentem
odpowiedzialnym za wiasciwosci immunomodulacyj-
ne i toksyczne [46]. Polisacharydowe skitadniki LPS
mogajednak modulowaé¢ witasciwosci biologiczne lipi-
du A. Struktura chemiczna lipidu A poszczegdlnych
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Koniugaty pochodnych syntetycznych fragmentow
lipoproteiny E. coli (Pam 3Cys-Seri Pam 3Cys-Ala-Gly)
z haptenem D NP okazaty sie skuteczne w stymulowa-
niu produkcji przeciwciat przeciw temu haptenowi, bez
uzycia nos$nika biatkowego [44].

Dane na temat molekularnego mechanizmu dziata-
nia lipopeptydéw sg bardzo skape. Wiadomo, ze
w limfocytach B lipopeptydy nie powodujg wzrostu
wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP, cGMP,
Ca +2 translokacji kinazy proteinowej C zcytozolu na
btone komérkowa ani hydrolizy fosfatydyloinozytoli
[42]. Hamowanie mitogennego dziatania lipopepty-
dow na mysie limfocyty B przez toksyne cholery
sugeruje udziat biatka G wrazliwego na te toksyne
w aktywnosci biologicznej lipopeptydéw. Wyniki ba-
dan przeprowadzonych na ludzkich neutrofilach suge-
ruja jednak udziat zarowno biatek G wrazliwych na
toksyne cholery, jak i biatek G wrazliwych na toksyne
krztusca [42].

11-4. Lipid A

Lipopolisacharydy bakteryjne, stanowigce gtowny
element strukturalny $ciany komdrkowej bakterii
Gram-ujemnych posiadajg ztozone spektrum aktyw-
nosci biologicznych: wykazujg wtasciwosci antygeno-
we, odpowiadajg za aktywnos$¢ adjuwantowga bakterii
Gram(—) oraz za grozne dla zycia objawy posocznicy
Gram(—) okreslane mianem wstrzasu endotoksycz-
nego [45]. Na strukture lipopolisacharydéw sktadaja
sie trzy elementy: O-specyficzny polisacharyd o duzej
zmiennosci strukturalnej, odpowiadajacy za wtasciwo-
$ci antygenowe LPS, polisacharyd rdzeniowy oraz

lipid A.

Poza nielicznymi doniesieniami o zdolnos$ci izo-
lowanych z LPS poli- i oligosacharydéw do indukcji
164

Wzér VII. CGP-31362.

drobnoustrojéw wykazuje swoisto$¢ gatunkowg. Co
wiecej, w przypadku niektérych bakterii, jak np.
Salmonella minnesota, lipid A jest w rzeczywistosci
mieszaning kilku zwigzkéw o zblizonej strukturze.
Lipid A zbudowany jest z disacharydowego rdzenia
powigzanego z pewng liczbg reszt acylowych. Struk-
ture lipidu A E. coli oraz wazniejszych syntetycznych
i naturalnych pochodnych zilustrowano na rycinie 1

Lipid A jest silnym mitogenem limfocytow B oraz
zwieksza liczbe komdérek produkujacych przeciwciata.
Pomimo, ze lipid A nie indukuje proliferacji lim-
focytow T, obecnos$¢ tych komorek jest niezbedna dla
aktywnos$ci adjuwantowej LPS. Podobnie niezbedna
jest obecno$¢ monocytéw. Prawdopodobnym wyjas-
nieniem opisanych powyzej obserwacji jest zdolnos¢
lipidu A do stymulowania sekrecji ILI przez mono-
cyty. Wzrost syntezy ILI powoduje z kolei uwalnianie
przez limfocyty T szeregu limfokin, a ws$réd nich
czynnik6w wzrostu iréznicowania limfocytow B. Poza
syntezg ILI, lipid A stymuluje réwniez aktywnos$¢
fagocytarng i przeciwnowotworowg makrofagéw oraz
sekrecje TNF-a [47]. Dane doswiadczalne wskazuja,
ze witasnie ta cytokina odpowiada w duzym stopniu za
objawy wstrzgsu endotoksycznego. Wart wspomnie-
nia jest fakt, ze mysie makrofagi linii C3H/HeJ,
odpornej na toksyczne efekty podania LPS, nie syn-
tetyzuja TNF-a w odpowiedzi na endotoksyne [48],
LPS podwyzsza rowniez aktywnos¢ NK in vivo, praw -
dopodobnie za posrednictwem interferonu.

Lipid X i lipid Y charakteryzuja sie bardzo zblizo-
nym do lipidu A spektrum aktywnosci in vitro; sa one
umiarkowanie silnymi mitogenami dla limfocytow
B oraz aktywujg makrofagi. Pochodne te nie maja
jednak typowych dla lipidu A wasciwosci pirogennych
in vivo. Jest to zgodne z obserwowanym in vitro
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brakiem indukcji ILI i TNF-a przez wspomniane cje macierzyste pod wzgledem stymulacji sekrecji ILI

pochodne [47], Problem dodatkowo komplikujg osta-
tnio opublikowane dane sugerujace, ze wiele z im-
munomodulacyjnych witasciwosci lipidu X wynika
z zanieczyszczen Sladowymi ilosciami lipidu A [49].
Syntetyczna pochodna GLA-27 jest réwniez po-
zbawiona witasciwosci pirogennych, stymuluje produ-
kcje przeciwciat, proliferacje limfocytéw B, synteze
TNF-oc in vitro oraz aktywuje makrofagi [50], Deok-
sy-analog GLA-27, okre$lany symbolem GLA-40 wy-
kazuje silniejsze od substancji macierzystej witasciwo-
§ci mitogenne wobec limfocytéw B oraz znacznie
stabszy wptyw aktywujgcy na makrofagi. Interesujacy-
mi wiasciwosciami biologicznymi charakteryzujg sie
koniugaty pochodnych zserii GLA zMDP (GMD-323
do 328). GMD-324 iGMD-326 przewyzszaty substan-

POSTEPY BIOCHEMII 37(3-4), 1991

iaktywnosdci przeciwnowotworowej makrofagow [51].

Disacharydowe pochodne lipidu A, prekursor la
i prekursor Ib sg pod wzgledem aktywno$ci in vitro
niemal identyczne z lipidem A. Prekursor Ib jest
rowniez silnym pirogenem i induktorem reakcji
Schwartzmanna in vivo, co odroznia go od stabo
pirogennego prekursora la. Dane te wskazujg, ze
toksyczne wtasciwosci lipidu A in vivo wymagajg obok
struktury disacharydowej, rowniez wolnych i zacyto-
wanych grup hydroksylowych przy C3 w resztach
kwasow ttuszczowych. Nietoksyczno$é monofosfory-
lo- i defosforylopochodnych wskazuje takze na zwig-
zek obu grup fosforanowych z toksycznos$cig lipidu
A [52]. Nietoksyczny monofosforylo-lipid A, mimo, ze
pozbawiony pirogennosci zachowuje w petni wias-
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ciwosci adjuwantowe difosforylo-lipidu A [53]. Roku-
je to szanse na wykorzystanie tej pochodnej jako
adjuwantu w produkcji szczepionek. Defosforylo-po-
chodne sg pozbawione wilasciwosci immunomodula-
cyjnych.

Jak dotychczas brak doktadnych danych na temat
receptoréw dla LPS. Obnizenie aktywnosci biologicz-
nej lipidu A po zamknigciu w liposomach przemawia
jednak silnie za ich lokalizacjg na btonie komdérkowej
[54, 55]. W molekularnym mechanizmie dziatania
lipidu A prawdopodobnie gtdwng role odgrywa hydro-
liza fosfatydyloinozytoli [56]. Dziatanie LPS na mak-
rofagi powoduje wzrost produkcji IP3i DAG, wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia Ca +2, aktywacje Ki-
nazy proteinowej C i alkalizacje cytoplazmy [57].
Wzrost pH jest hamowany przez amylorid, bloker
wymieniacza N a+/H +. Warto doda¢, iz indukcja syn-
tezy TNF-a przez LPS jest réwniez wrazliwa na
amylorid [56].

Poza nietoksycznymi pochodnymi lipidu A duze
nadzieje wigze sie z klinicznym zastosowaniem prze-
ciwciat monoklonalnych przeciw lipidowi A w celu
jego neutralizacji in vivo i przeciwdziatania objawom
wstrzasu endotoksycznego. Szereg grup opisato syn-
teze przeciwciat monoklonalnych przeciw trzem pod-
stawowym fragmentom czasteczki lipidu A [58], Ist-
nieja rowniez doniesienia o udanych prébach neu-
tralizacji niektérych efektéw biologicznego dziatania
lipidu A przy pomocy swoistych przeciwciat mono-
klonalnych w modelach in vitro i in vivo. Ostatnio
opublikowano takze prace o udanej prébie indukcji
odpornosci na toksyczne dziatanie lipidu A przy
pomocy przeciwciatl antyidiotypowych przeciw prze-
ciwciatom anty-lipid A. Przeciwciata monoklonalne
przeciw lipidowi A sg obecnie poddawane prébom
klinicznym [61].

11-5. (3-Glukany i lentinan

Lentinan jest wielkoczgsteczkowym polisachary-
dem wyizolowanym z grzyba Lentinus edodes [62].
Pod wzgledem chemicznym jest to taricuch P-D-gluka-
nu zawierajagcy wigzania (31 —>3) glikozydowe oraz
Pd —>6) odgatezienia. Podobnie jak szereg innych,
znacznie jednak stabiej przebadanych P-D-glukanow
wyizolowanych z grzybéw i innych drobnoustrojow,
posiada on witasciwosci przeciwnowotworowe [62].
Lentinan stymuluje produkcje ILI, IL3, jak réwniez
aktywno$¢ przeciwnowotworowg makrofagow otrze-
wnowych. Podwyzsza on réwniez aktywnos¢ NK in
vivo oraz dziata synergistycznie z IL2 w indukcji
komorek o aktywnos$ci LAK [63]. Opisano rowniez
immunomodulacyjne dziatanie lentinanu na limfocyty
T [64].

11-6. Bestatyna

Bestatyna (VI1I1) jest dipeptydem wyizolowanym ze
Streptomyces oliverticuli zawierajgcym wigzanie pep-
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tydowe pomiedzy L-leucyng i kwasem 2-hydro-
ksy-3-amino-4-fenylomastowym [65]. Aktywuje ona
makrofagi, stymuluje produkcje ILI1 [40] i IL2 [66].
Bestatyna zwieksza réwniez aktywno$¢ lityczng kom 6-
rek NK i limfocytéw T-cytotoksycznych in vitro [40]
oraz wykazuje aktywnos$¢ przeciwnowotworowag u my-
szy in vivo [67]. Molekularny mechanizm dziatania
bestatyny nie jest znany. Najprawdopodobniej jednak
jej dziatanie immunostymulacyjne zwigzane jest z ha-
mowaniem aminopeptydazy leucynowej, enzymu wy-
stepujacego w btonach komérkowych limfocytow
i makrofagéw [65].

NH2

ch,chchconhchco?2h

OH CH2

I f
ch(ch3)2

Wz6r VIII. Bestatyna.

Od kilku lat bestatyna jest testowana klinicznie na
pacjentach z nowotworami zto$liwymi w celu przeciw-
dziatania immunosupresji towarzyszacej zaawansowa-
nym stadiom choroby nowotworowej [68].

Il. Immunosupresory

I11-1. Cyklosporyna A

Cyklosporyna A (Cs-A, Sandimmune) (IX) nalezy do
duzej grupy cyklicznych undekapeptydéw wytwarza-
nych przez grzyb Tylopodadium inflatum Gams. Od
1976 roku, gdy J. Borel iwspotautorzy [69]
opublikowali pierwsza prace na temat jej whasciwosci
immunosupresyjnych, poznano co najmniej 25 innych
naturalnych, a takze otrzymano okoto 750 syntetycz-
nych i poisyntetycznych pochodnych [70]. Wsrdd
naturalnych cyklosporyn jedynie kilka, a mianowicie
cyklosporvny C, D, G i M wykazujg silne dziatanie in
vivo. Zadna z naturalnych czy syntetycznych pochod-
nych nie doréwnuje jednak Cs-A pod wzgledem ak-
tywnosci immunosupresyjnej. Nalezy zaznaczy¢, ze
rowniez wiele z metabolitow Cs-A posiada wtasciwosci
immunosupresyjne i obserwowane in vivo dziatanie
Cs-A jest prawdopodobnie po czesci wynikiem obec-
noscijej aktywnych biologicznie metabolitow [71]. Co
wiecej, dziatanie immunosupresyjne tych metabolitow
jest, w niektéorych modelach doswiadczalnych, syner-
gistyczne z Cs-A.

Wydaje sie, ze za aktywno$¢ biologiczng Cs-A
odpowiada pierwszy, dziewiecioweglowy aminokwas
0 szczegblnej budowie — butenylometylo-L-treonina.
Wysycenie podwdjnego wigzania zmniejsza aktyw-
nos¢, zas modyfikacja grupy hydroksylowej catkowicie
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znosi efekt immunosupresyjny. Obecnos$¢ sgsiadujg-
cych N-metylowaliny i sarkozyny ma réwniez istotne
znaczenie dla aktywnosci biologicznej [3]. Cze$¢ ak-

Olbrzymie zainteresowanie Cs-A zwigzane jest z jej
zdolnoscig do wybiérczego i odwracalnego hamowa-
nia odpowiedzi komoérkowej przez zablokowanie ak-

tywna czasteczki obejmuje fragment zaznaczony na

rysunku [72].

"miej sce

aktywne»

tywacji limfocytow T-pomocniczych. Cs-A hamuje
produkcje IL2, IFN-y [73], GM-CSF [74], IL3 [73],
IL4 [75], proliferacje limfocytow T w odpowiedzi na
mitogeny takie jak PHA, mieszang reakcje limfocytow
(MLR) [74] i reakcje nadwrazliwosci typu pdznego
(DTH). Cs-A blokuje réwniez wzrost ekspresji anty-

10 N7 1 1 2 3 \ genu CD2, receptoréow transferynowych oraz recep-

Me Leu --MeVal--MeBmt--Abu — Sar tora dla IL2 na limfocytach T pod wptywem prezen-

9 | | tacji antygenu [76]. Dane dotyczace ekspresji recep-
MelLeu 1 tora IL2 sg jednak niejasne, gdyz szereg grup badaw-
: : czych nie zaobserwowato hamujacego wptywu Cs-A.
D-Ala Ala MelLeu--Val Meleu Cs-A hamuje aktywacje Il.mfocyt.ow T cytotokfycz'-
6 , 6 5 . nych [74, 77], W obecnosci IL4 limfocyty te stajg sie

Wzér IX. Cyklosporyna A (Cs-A).

Uzyte we wzorze symbole oznaczajg: MeBmt — (4R)-4-[(E)-2-bute-
nylo]-4-metylo-L-treonina; Abu — kwas L-2-aminobutanowy; Sar
— sarkozyna; MeLeu — N-metylo-L-leucyna; Val — walina; Ala
— L-alanina; D-Ala — D-alanina; MeYal — N-metylo-L-walina.

jednak oporne na immunosupresyjne dziatanie Cs-A.
Opisano roéwniez bezpos$rednie dziatanie Cs-A na
komorki prezentujgce antygen [78], bazofile, limfocyty
B [79], jak ro6wniez na réznicowanie limfocytow
T w grasicy [80], Dane dotyczace komodrek NK
wskazujg na brak wptywu Cs-A na aktywnos$¢ cytotok-
syczng tych komorek in vivo [81]. Istniejg jednak
doniesienia o spadku aktywno$ci NK pod wptywem
Cs-A [82].

Ryc. 2. Dziatanie cyklosporyny A na proces aktywacji komorki. Uzyte symbole i skroty oznaczajg odpowiednio: pole zakreskowane — miejsce
dziatania cyklosporyny A; A 23187 — jonofor wapniowy; TCR/CD3 — kompleks receptora limfocyta T i antygenu CD3; PLC
— fosfolipaza C; DAG — diacyloglicerol; PKC — kinaza proteinowa C; IP3 — 1, 4, 5-tr6jfosforan inozytolu.
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Molekularny mechanizm dziatania Cs-A nie jest
jeszcze doktadnie poznany. Wiadomo, ze Cs-A jest
niezbedna we wczesnym etapie aktywacji limfocytow
T (GO,wczesna G J dla wywotania efektu hamujgcego.
Etap aktywacji komorki wrazliwy na dziatanie Cs-A
jest poOZniejszy niz wzrost wewnatrzkomérkowego
stezenia Ca +2 [76, 77],

W limfocytach wykryto biatka specyficznie wigzace
Cs-A ze statg wigzania Kdrzedu 10~7M, co jest zgodne
z obserwowanymi efektywnymi stezeniami Cs-A in
vitro. Poczatkowo opisywane miejsca receptorowe na
btonie komoérkowej odzwierciedlajg najprawdopodo-
bniej tylko przenikanie lipofilnej czasteczki Cs-A przez
dwuwarstwe lipidow btonowych. Najwiecej zaintere-
sowania, jako potencjalne receptory Cs-A, wzbudzity
dwa biatka wewngatrzkomdrkowe — kalmodulina icy-
klofilina. Cs-A wigze si¢e z kalmoduling z powinowact-
wem 2* 10-7M (Kd)oraz hamuje fosfodiesteraze cyk-
licznych nukleotydow zalezng od kalmoduliny [83].
Cs-A wywiera réwniez w niektérych uktadach do-
Swiadczalnych efekty podobne do antagonistow kal-
moduliny [72]. Inne badania nie wykazaty jednak,
wptywu Cs-A na procesy zalezne od kalmoduliny [84].
Istniejg sugestie, iz wigzanie Cs-A z kalmoduling ma
charakter niespecyficzny i wynika z hydrofobowych
wiasciwosci czasteczki kalmoduliny [77]. Cyklofilina
zostata opisana jako 17-kD polipeptyd wigzgcy Cs-A
z Kd rzedu 10"7M [85]. Cyklofilina nie wykazuje
homologii strukturalnej z kalmoduling, cho¢ wykaza-
no pewng reaktywno$¢ krzyzowag w RIA [83]. W od-
réznieniu od kalmoduliny powinowactwo cyklospo-
ryn do cyklofiliny wykazuje silng korelacje z aktyw-
noscig immunosupresyjng danej pochodnej [85].
W zwigzku z tym, bardzo interesujgcym wydaje sie
fakt, ze cyklofilina jest identyczna z cis-trans izomerazg
peptydylo-prolilowa, waznym enzymem posttransla-
cyjnych modyfikacji biatek. Co wiecej Cs-A hamuje
aktywnos$¢ tego enzymu [86, 87]. Nadal nie wyjas-
niony jest fakt, dlaczego Cs-A hamuje wybioérczo
aktywacje komérek uktadu odpornosciowego mimo,
ze zarowno kalmodulina, jak i cyklofilina wystepujg
w duzych ilosciach we wszystkich komérkach ustroju.
W arto rowniez wspomnie¢, ze w limfocytach T wy-
kryto mechanizm aktywacji niewrazliwy na Cs-A.
Moze by¢ on zwiagzany z antygenem CD28, gdyz
przeciwciata anty-CD28 antyaktywujg limfocyty T na-
wet w obecnos$ci Cs-A [88].

Ze wzgledu na swoje szczeg6lne wHasciwosci immu-
nosupresyjne, juz w 1978 roku Cs-A zostata poddana
prébom klinicznym [89] iobecnie jest lekiem zwyboru
w transplantologii. Uzycie wysokich dawek Cs-A jest
jednak wduzym stopniu limitowane przezjej nefrotok-
sycznos$é idziatanie hipertensyjne [90]. Istniejg donie-
sienia 0 zwiekszonym ryzyku zakrzepicy oraz tendenc-
jach do krwawienia w wyniku toksycznego dziatania
Cs-A na $rédblonek. Opisano réwniez czestsze wy-
stepowanie chtoniakéw u pacjentéw po terapii Cs-A.
Transplantologia nie wyczerpuje jednak farmakologi-

168

cznego zastosowania cyklosporyn. Cs-A zostata z po-
wodzeniem uzyta w terapii szeregu choréb z auto-
agresji: reumatoidalnego zapalenia stawéw, cukrzycy
typu I, myasthenia gravis, tuszczycy, choroby Le$niew-
skiego-Crohna, zapalenia jagodéwki. Cyklosporyny
posiadajg rowniez aktywno$¢ przeciwgrzybicza i prze-
ciwpasozytnicza, cho¢ o do$¢ waskim spektrum. W as-
ciwosci przeciwgrzybicze i przeciwpasozytnicze sg nie-
zalezne od immunosupresyjnych. Rokuje to szanse na
uzyskanie pochodnych aktywnych przeciwpasozytni-
czo pozbawionych aktywno$ci immunosupresyjnej.
Cs-A wzmaga réwniez dziatanie niektérych cytostaty-
kéw na komorki normalne i nowotworowe. Wsrod
syntetycznych pochodnych na uwage zastuguje
(Val2)-dihydrocyklosporyna. Ta pochodna nie hamuje
odpornosci humoralnej, zachowujac jednak supresyj-
ny wptyw na odpowiedz komdérkowga. Cho¢ nieskute-
czna w zapobieganiu odrzucenia przeszczepu okazata
sie ona efektywna w leczeniu przewlektych stanow
zapalnych (np. doswiadczalnego encephalomyelitis).
Co wiecej, (Val2)-dihydro-Cs pozbawiona jest nef-
rotoksycznosci, wskazujagc na mozliwo$é oddzielenia
wiasciwosci immunosupresyjnych od nefrotoksycz-
nych. Silna hepatotoksycznos$¢ tej pochodnej i dziata-
nie hipertensyjne spowodowaty jednak zarzucenie
préb klinicznych.

I11-2. FK506 i rapamycyna

Substancja FK506 (X) jest makrolidem wyizolowa-
nym z grzyba Streptomyces tsukubaensis n09993, o wia-
sciwosciach zblizonych do cyklospopryny A. FK506
jest jednak aktywny immunosupresyjnie w stezeniach
kilkaset razy nizszych niz cyklosporyna A [91]. Mimo
braku podobienstwa strukturalnego FK506 i cyklo-
sporyna A wywierajg bardzo zblizony efekt na aktywa-
cje limfocytéw T, hamujac jedynie te systemy przekaz-
nikowe, ktére sg zwiagzane ze wzrostem wewnatrz-
komoérkowego stezenia Ca +2.Opisano réwniez hamu-
jace dziatanie FK506 na limfocyty B. Najnowsze
doniesienia wskazujg jednak, iz limfocyty B sg duzo
mniej wrazliwe na supresyjne dziatanie FK506 niz
limfocyty T [92]. FK506 hamuje synteze mRNA dla
IL2, IL3, IL4, IFNy, GM-CSF, TNFa, jak réwniez
ekspresje receptordw dla IL2 oraz receptorow trans-
ferynowych na limfocytach stymulowanych alloan-
tygenem. Ostatnio wyizolowane z cytosolu komdrek
$ledziony ludzkiej i linii JURKAT biatko wigzace
FK506 (FKBP) okazalo sie posiada¢ aktywnos$¢
cis-trans izomerazy peptydylo-prolilowej. Biatko wig-
zace FK506 jest jednak r6zne od cyklofiliny. W wiek-
szosci modeli doswiaczalnych FK506 wykazuje silne
dziatanie synergistyczne z niskimi dawkami Cs-A [93].
Nadzieje na ograniczenie obserwowanych klinicznie
efektéw ubocznych terapii Cs-A przez tgczne stosowa-
nie niskich dawek obu wspomnianych $srodkéw immu-
nosupresyjnych, nie znalazty jednak potwierdzenia
w badaniach klinicznych.
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Doswiadczenia laboratoryjne na szczurach, psach ina-
czelnych z wykorzystaniem FK506 jako jedynego
$Srodka immunosupresyjnego przy przeszczepach ne-
rek, serca, watroby, ptuc, jelita cienkiego [94] daly
obiecujgce rezultaty. Rowniez zachecajace sg wyniki
pierwszych badan klinicznych na pacjentach po trans-
plantacji watroby, u ktdrych konwencjonalna terapia
immunosupresyjna okazata sie nieskuteczna. Badania
te, przeprowadzone w klinice Uniwersytetu w Pitts-
burghu nie potwierdzity jednoczesnie wczesniejszych
doniesien o bardzo wysokiej toksycznos$ci FK506
obserwowanej w czasie doSwiadczen na zwierzetach.

FK506, w odroznieniu od Cs-A, znamiennie wy-
dtuza czas przezycia myszy MRL-Ipr/lpr obcigzonych
ciezkimi schorzeniami autoimmunologicznymi [95].
Rokuje to szanse na uzycie FK506 rdwniez w terapii
choréb z autoagresji. Ostatnio doniesiono o udanych
probach zastosowania FK506 w dwéch przypadkach
ktebuszkowego zapalenia nerek opornego na pred-
nizon. Uzyskano kompletng remisje bez upos$ledzenia
funkcji nerek, co byto czestym nastepstwem terapii
Cs-A [96].

Pod wzgledem strukturalnym FK506 wykazuje du-
ze podobienstwo do leku przeciwgrzybiczego rapamy-
cyny (XI), posiadajacego réwniez wiasciwosci immu-
nosupresyjne.

Pomimo podobienstwa strukturalnego do FK506
rapamycyna nie hamuje jednak produkcji IL2, lecz
blokuje odpowiedz limfocytow T na egzogenng IL2
lub IL4 (etap niewrazliwy na FK506 i Cs-A). Rowniez
w odréznieniu od FK506 i Cs-A, dzialajgcych na
granicy faz GO i G I5 rapamycyna blokuje progresje
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komérki w cyklu komérkowym w fazie G 1 [97]. Co
wiecej, FK506 irapamycyna dziatajg antagonistycznie
na aktywacje mysich limfocytow T, konkurujac
0 wspblne miejsce receptorowe w cytosolu. W przeci-
wieAstwie do dziatania FK506, Cs-A wzmaga efekt
immunosupresyjny rapamycyny [97].

IV. Podsumowanie

Udane préby terapeutycznego zastosowania im-
munomodulatoréw siegajg zesztego wieku [98], jed-

HO |l

Wzor X. FK-506.

Wz6r X1. Rapamycyna.
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nak dopiero w ostatnim dziesiecioleciu kazuistyczne
doniesienia w tej dziedzinie ustagpity miejsca wynikom
przekonywujagco udokumentowanych prospektyw-
nych badan klinicznych. Do powaznego potraktowa-
nia mozliwos$ci terapeutycznych immunomodulato-
row przyczynit sie niewatpliwie olbrzymi postep wie-
dzy dotyczacej regulacji odpowiedzi immunologicznej
w stanach fizjologii i patologii, ktéry dokonat sie na
przestrzeni kilku ostatnich lat. Zrozumienie podstawo-
wych mechanizmoéw warunkujgcych stopieA reaktyw-
nosci immunologicznej ustroju umozliwito racjonalne
préby wybidrczego i bezpiecznego modyfikowania
tych procesow.

Chociaz obecnie jedynie cyklosporyna A zdobyta
miejsce w rutynowym postepowaniu klinicznym, caty
szereg immunomodulatoréw znajduje sie w trakcie
badan klinicznych, dajac obiecujgce wyniki. Szczegdl-
ne miejsce zajmujg w tej grupie syntetyczne analogi
naturalnych substancji wystepujacych w Swiecie mik-
roorganizméw. Stanowig one uwienczenie kilkunasto-
letniej pracy nad wyizolowaniem z drobnoustrojow
frakcji odpowiedzialnych za ich wtasciwosci immuno-
modulacyjne, ustaleniem ich struktury chemicznej
oraz uzyskaniem z makroczasteczek fragmentow ak-
tywnych o na tyle prostej strukturze, ze mozliwych do
otrzymania na drodze syntetycznej przy umiarkowa-
nych kosztach.

Mimo pojawiajgcych sie sensacji, nadzieje na ,,cudo-
wny lek” wydajg sie¢ by¢ ptonne. Do takiego zreszta
miana omowione immunomodulatory wcale nie pre-
tendujg. Stanowia one jednak wyjatkowo wartosciowy
materiat dla niektérych najnowszych kierunkéw far-
makologii: projektowania syntetycznych szczepionek,
immunostymulacji towarzyszgcej chemioterapii i chi-
rurgicznemu leczeniu nowotwordw czy korekty defek-
tow immunologicznych lezacych u poditoza autoag-
resji.

Artykut otrzymano 25 pazdziernika 1990 r.
Zaakceptowano do druku 21 stycznia 1991 r.
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I. Wstep

Hormon juwenilny, jako jeden z gtéwnych regula-
torow trzech zasadniczych proceséw w rozwoju owa-
dow: réznicowania, morfogenezy i wzrostu, skupia
uwage badaczy réwniez z praktycznego punktu widze-
nia. Sposrod 3 miliondw gatunkéow owaddéw zyjacych
na ziemi, okoto 0,1 % stanowig szkodniki ro$lin upraw -
nych idrzewostanow, a takze nosiciele chordb zwierzat
i ludzi. Straty zywnos$ciowe wynikte z niszczycielskiej
dziatalnosci owadow siegajg 20% Swiatowych zhiorow
[1].

Znajomo$¢ mechanizmdéw kontrolujacych rozwdj
owada na poziomie komdrkowym itkankowym stano-
wi szanse skutecznej walki ze szkodnikami. Negatywne
nastepstwa stosowania syntetycznych insektycydow
sktaniajag do poszukiwania innych regulatoréw popu-
lacji szkodliwych owaddw. Zastosowanie hormonow
wzrostowych, gtéwnie analogéw hormondéw juwenil-
nych o wysokiej selektywnosci gatunkowej i nietok-
sycznych dla zwierzat i ludzi stanowi inne podejscie
metodyczne do préb wptywania na liczebno$¢ popula-
cji owadow szkodliwych i pasozytniczych.

Hormony juwenilne (JH) wystepujagce u owadow
wyodrebniono i scharakteryzowano jako zwigzki
o charakterze seskwiterpenow. Pojawiajg sie wpraw-
dzie sporadyczne doniesienia o ich obecnos$ci u skoru-
piakéw [2] czy roSlin [3], lecz ich znaczenie i funkcje
pozostajg niewyjasnione.

Opisano pie¢ homologéw hormondw juwenilnych:
JH I (C18JH). JH Il (C17JH),JH 11l (C16JH), JH 0 oraz
4-metylo-JH | (izo- JH 0), przedstawionych na rycinie
1. Trzy pierwsze formy syntetyzowane w corpora allata
owadéw wystepujg w stadium larwy, poczwarkiiima-
go, natomiast dwie ostatnie wyizolowano ostatnio
z zarodkow M. sexta.

Il. Biosynteza i poziom JH w tkankach
owadzich

Pierwsze badania in vivo nad biosyntezg JH prze-
prowadzono na poczatku lat siedemdziesigtych,
wstrzykujac radioaktywne prekursory dorostym sami-
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com H. cecropia. Uzyskano tg drogg cenne informacje
na temat biogenezy metylowej grupy estru JH. Do-
Swiadczenia in vivo nastreczajg jednak klopoty ze
wzgledu na bardzo mata wielko$¢ CA w stosunku do
ciata owada. U samicy M. sexta proporcja ta ksztattuje
sie jak 1:250000, co utrudnia uzyskanie radioaktyw -
nego produktu przy podaniu prekursor6w znakowa-
nych [3H] lub [14C] [4]. Ponadto podany substratjest
wykorzystywany w innych szlakach, zar6wno anaboli-
cznych jak i katabolicznych, co powaznie komplikuje
interpretacje wynikow.

Pierwsze badania nad biosyntezg JH in vitro prze-
prowadzono analogicznie do dos$wiadczeA in vivo.
Badacze stosowali dtugie czasy inkubacji CA, wyizolo-
wanych z dorostej samicy M. sexta, w obecnosci
metioniny, znakowanej w grupie metylowej. Wykaza-
no w ten sposéb synteze JH 1l oraz JH Il. W dalszych
badaniach wykorzystano techniki in vitro do badania
syntezy JH u S. gregoriana i wkrétce udoskonalona
metoda radiochemiczna postuzyta do badania zalez-
nosci miedzy syntezg JH a wzrostem oocytu [5], oraz
dynamiki uwalniania JH do hemolimfy, jak réwniez
zaleznosci miedzy wielkoscia CA a syntezg JH [6].
Technika badan in vitro stosowana jest powszechnie
do badania syntezy JH u r6znych owadoéw w réznych
stadiach rozwoju. Zastosowanie krotkich czasow in-
kubacji in vitro umozliwito wyodrebnienie i identyfika-
cje zwigzkow posrednich szlakéw biosyntezy JH [7].

JH obecny jest u owadéw w wiekszosci okreséw
stadiow larwalnych. Z reguly stezenia JH w poczat-
kowym okresie stadium larwalnego sg wyzsze niz
w koncowej fazie tego samego stadium, natomiast
w ostatnim okresie stadium larwalnego JH zanika
zupetnie, co umozliwia metamorfoze. W trakcie roz-
woju osobniczego obserwuje sie zar6wno zmiany
ilosciowe, jak i jakoSciowe; tzn. zardwno zmiany
bezwzglednego stezenia JH, jak i zmiany w ilosci
roznych homologéw JH wzgledem siebie. Zaobser-
wowano znaczne réznice (ponad dwa rzedy wielkosci)
w bezwzglednym stezeniu krgzgcego hormonu w ciele
réznych owadéw w takim samym stadium rozwoju

[8].

Stezenie hormonu okre$lic mozna jedng z trzech
metod. Sg to:

— metoda testu biologicznego [9]

— metoda radioimmunologiczna (RIA), [10]

— spektroskopia masowa sprzezona z chromato-
grafiag gazowg (GC-MS), [11]

Dane dotyczace miana JH, uzyskane przy uzyciu
roznych metod wykazujg zadawalajaca zgodnos$¢: np.
w przypadku zastosowania metody testu biologicz-
nego imetody GC-MS u N. cineraria [12] oraz metody
RIA i metody GC-MS u L. decemlineata [13]. W in-
nych przypadkach, jak u G. mellonella dane dotyczace
poziomu JH wykazujg znaczne rozbieznosci [9, 14].
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Ryc. 1 Homologi hormonéw juwenilnych, zidentyfikowanych

u owadow.

I1l1. Szlaki biosyntezy JH

Wiadomo, ze corpora allata sg jedynym organem
owadzim syntetyzujacym JH i ze synteza tego hor-
monu przebiega pod kontrolg zarbwno humoralng jak
i nerwowg. Badanie szlakdw biosyntezy hormondw
juwenilnych oparto na $ledzeniu loséw znakowanych
prekursoréw i identyfikacji produktow posrednich
w uktadach in vivo jak réwniez in vitro w wyizolowa-
nych gruczotach CA.

JH [1Il syntetyzowany jest w szlaku syntezy ses-
kwiterpendw z octanu jako prekursora i z jednostkg
izoprenoidowg jako stadium posrednim, wykorzys-
tywang takze w szlaku syntezy JH 1l i JH 1. Szkielet
weglowy wyzszych homologéw: JH Il iJH | zawieraja-
cych etylowe grupy boczne, dotaczone do gtéownego
tancucha powstaje z octanu i propionianu, tworzac
w stadium posrednim jednostke homoizoprenoidowa,
dajacg w kombinacji potgczen jednostek izoprenoido-
wych i homoizoprenoidowych JH 0, JH 1 oraz JH Il
Nie udato sie natomiast wykaza¢ w CA syntetyzuja-
cych JH 111 syntezy innych form hormonu po podaniu
prekursoréw JH | iJH Il [8].

I11-1. Szlak seskwiterpenoidowy biosyntezy JH
i

Synteza taricucha weglowego JH Ill przebiega we-
dtug schematu opisanego w przypadku syntezy ses-
kwiterpenéw u kregowcdw. Kondensacja trzech jed-
nostek C2 (octanu) prowadzi do powstania jednostki
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Octan Acetylo KoA

Mewalonian PP

PP geranylu PP farnezylu
10 15
Ryc. 2 Szlak seskwiterpenowy biosyntezy JH Ill. HMG KoA
— 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzym A, PP — piro-
fosforan.

C6:3 hydroksy-3-metyloglutarylo koenzymu A
(HMG-CoA). Fosforylacja a nastepnie dekarboksyla-
cja poprzedza powstanie jednostki C5, pirofosforanu
izopentenylu, ktdra poprzez ciagg reakcji tworzy piecio-
weglowg jednostke izoprenoidowg. Kondensacja
trzech jednostek C5 prowadzi do powstania pirofos-
foranu farnezylu C 15 (FPP). FPP-cykliczny seskwiter-
penoid jest zwigzkiem posrednim szlaku biosyntezy
cholesterolu i innych steroli, seskwiterpendéw i tréjter-
penéw [15]. U owaddéw, pozbawionych zdolnosci
biosyntezy cholesterolu, FPP jest zwigzkiem posred-
nim syntezy hormonéw juwenilnych. Jednak boczne
grupy etylowe szkieletu weglowego, wystepujace w JH
I, JH I, JH 0 i 4-metylo JH 1 (izo JH 0), jak réwniez
grupa metylowa w pozycji 4 ostatniego enen-
cjomeru, sg niespotykane w znanych szlakach biosyn-
tezy.

I11-2. Szlak homoizoprenoidowy

W  badaniach in vitro wykazano wigczanie
[14C]propionianu do JH Il u M. sexta, natomiast

Ryc. 3 Szlak homoizoprenoidowy syntezy hormonéw juwenilnych.
HMG KoA — 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzym A,
HEG KoA — 3-hydroksy-3-etyloglutarylo koenzym A. Mev
— mewalonian, HMev — homomewalonian. Cyframi ozna-
czono ilo$¢ jednostek bioracych udziat w syntezie réznych
produktéw.

Octan (C2) HMG KoA
0go-
2
070 -
Propionian(C3) ! HEG KoA
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Acetoacetylo KoA

izopentenylu

HMG KoA

PP dwumetyloallilu

JH 111

[14C]octan i [l4C]mewalonian wbudowywat sie w
JH 11'iJH Ill. Chociaz nie udowodniono wowczas, ze
boczny tancuch JH Il pochodzi z propionianu, to
dalsze badania wykazaty, ze tak jest istotnie. Przyjmuje
sie obecnie, iz JH Il powstaje z dwoch jednostek
izoprenoidowych ijednej homoizoprenoidowej, nato-
miast JH | z dwoch jednostek homoizoprenoidowych
ijednej izoprenoidowej (Ryc. 3).

Ostatnie reakcje szlaku biosyntezy to hydroliza
grupy pirofosforanowej z FPP, utlenianie farnezolu
(alkoholu) do farnezylu (aldehydu) i kwasu farnezolo-
wego; wreszcie estryfikacja iepoksydacja do hormonu.

Kolejnos$¢ ostatnich dwaoch reakcji, wspolnych dla
wszystkich form hormonu, zalezy od rodzaju owada.
Reibstein [16] stwierdzit, Zze epoksy-kwas JH |
iJH Il sg substratami w reakcji o-metylacji u M. sexta
(Lepidoptera). Obie formy kwaséw przeksztatcone zo-
staty w estry w obecnos$ci SAM jako dawcy grupy
metylowej. U Orthoptera i Dictyoptera kolejno$¢ pro-
cesOw jest odwrotna — metylacja poprzedza epok-
sydacje. Warto dodaé, ze CA dorostych samcéw H.
cecropia syntetyzujg i wydzielaja do hemolimfy JH
w formie kwasu, poniewaz nie zawierajg o-metylotran-
sferazy. Metylacja przebiega ostatecznie w dodatko-
wych gruczotach piciowych [16]. Aktywno$¢ o-mety-
lotransterazy obserwuje sie sporadycznie poza CA
u niektérych owaddéw, np. w ptytkach imaginalnych
oczu i skrzydet larw M. sexta [17] oraz G. mellonella
[18].

JH 1it

JH 11

JH

JH
izo-Jh O
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Ryc. 4 Ciag reakcji szlaku biosyntezy JH 111, zachodzacych w cyto-
zolu i endoplazmatycznym retikulum na terenie corpora
allata, wg. 151, zmodyfikowane. Egzogenne prekursory jak
glukoza, octan czy kwasy tluszczowe wnikajg do komorki,
dostarczajac substratow izwigzkéw wysokoenergerycznych,
wytworzonych w mitochondriach.

111-3. Enzymy biosyntezy JH

Praktycznie wszystkie badania nad enzymami zaan-
gazowanymi w omawiany cykl przemian wykonano
przy uzyciu znakowanych substratow i koenzymow.
Rycina 4 obrazuje lokalizacje komdrkowga reakcji
szlaku biosyntezy JH.

Reakcje enzymow, obecnych we frakcji mikrosomal-
nej przebiegajag w retikulum endoplazmatycznym, na-
tomiast pozostate zachodzg badz w organellach kom6-
rkowych badz w cytosolu. Jedynie dwa enzymy szlaku
sg nierozpuszczalne: sg to reduktaza HM G-CoA oraz
epoksydaza.
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111-3.1. Reduktaza HMG-CoA

Enzym ten badano szczeg6towo u kregowcow, zwta-
szcza w watrobie, poniewaz jest enzymem limitujgcym
szybko$¢ biosyntezy cholesterolu i innych steroli. Jest
on hamowany zwrotnie zardwno przez cholesterol, jak
i inne izoprenoidy na poziomie transkrypcji mRNA,
kodujgcego reduktaze [19]. Badania nad reduktazg
HMG-CoA w owadzich CA sg znacznie mniej zaawan-
sowane. Wiadomo, ze aktywno$¢ enzymu zalezy od
fosforylacji — defosforylacji [20], jak u kregowcdw.
Nie mozna jednak stwierdzié, czy jest on jedynym
enzymem limitujgcym biosynteze JH. Zachodzi bo-
wiem prawdopodobienstwo, ze reduktaza HMG-CoA
regulowana jest przez zwigzki posrednie koncowych
etapoéw biosyntezy JH.

111-3.2. Epoksydaza (monooksygenaza)

U owadéw, podobnie jak u kregowcdw, epoksydaza
zwigzana jest z btonami retikulum endoplazmatycz-
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negd [21]. Wspotdziata ona z cytochromem P-450
i wymaga NADPH jako koenzymu. Odznacza sie
ponadto niskg specyficznoscig i odgrywa role w tok-
sycznym dziataniu prekocenu w CA. Prekoceny (pro-
dukty pochodzenia naturalnego wywotujace przed-
wczesng metamorfoze), inkubowane in vitro z CA L.
migratoria mogg stanowi¢ substrat zastepczy epok-
sydazy JH [22]. Powstajgce w wyniku reakcji pochod-
ne epoksydowe prekocendéw sg wysoce toksyczne dla
owada — hamujg epoksydaze oraz alkilujg inne
sktadniki komorki.

111-3.3. o-metylotransferaza

Metylowa reszta estru, obecna we wszystkich JH,
jest ugrupowaniem rzadko spotykanym pos$réd pro-
duktow naturalnych. Doswiadczenia in vivo nad bio-
synteza JH iprzy uzyciu znakowanej grupy metylowej
metylo [ 14C] lub [3H] metioniny u dorostych samcow
H. cecropia wykazaty obecnos$¢ pietnajedynie w grupie
metylowej estru. Nie obserwowano zadnego witgczania
radioaktywnosci do seskwiterpenowego szkieletu weg-
lowego, o-metylotransferaza z gruczotu dodatkowego
samcoéw H. cecropia jest enzymem rozpuszczalnym,
obecnym w komdérkach nabtonka, wysoce specyficz-
nym [8].0-metylotransferaza z CA L. migratoria wyka-
zuje niewielka specyficzno$é substratowg, wspoétdziata
rowniez z SAM jako kofaktorem [22].

IV. Metabolizm JH i produkty jego degrada-
cji

Katabolizm JH zachodzi w hemolimfie lub w tkan-
kach docelowych [23, 24]. Opisano dwa gtdwne szlaki
degradacji JH: hydrolize estru oraz hydratacje wigza-
nia epoksydowego. Produktami tych reakcji sg od-
powiednio JH-kwas i JH-diol, ktére ulegajg nastepnie
przemianom katabolicznym, sprzegane z siarczanami
i wydalane z organizmu.

IV-1. Hydratacja reszty epoksydowej

Opisane dwa mechanizmy metabolizmu reszty epo-
ksydowej JH: sprzezenie z glutationem oraz hydrata-
cje, czyli dotgczenie czasteczki wody do reszty epok-
sydowej z wytworzeniem 1, 2-dioli lub glikoli. En-
zymem katalizujgcym ostatnig reakcje jest hydrolaza
epoksydowa (E.C.3.3.2.3.), scharakteryzowana dobrze
u ssakdw, znacznie stabiej u owadow. Wydaje sie ze
hydratacja epoksydu odgrywa istotng role w metaboli-
zmie JH S. bullata. U Ai. domestica jej rola jest
porownywalna z rolg szlaku deestryfikacji, a u M.
sexta jest ona mato istotna [25]. Substratami uzywa-
nymijako zwigzki modelowe w badaniu tej aktywnosci
enzymatycznej sg: styren, 1, 2-oksystyren, okten oraz
juwenoidy zawierajace grupe epoksydowa, rzadziej
zwigzki naturalne — JH czy JH-kwas. Aktywnos$¢
hydrolazy epoksydowej znaleziono w tkankach owa-
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dzich we frakcji mikrosomalnej lub zwigzanej z btona-
mi.

Nie stwierdzono obecnos$ci hydrolazy epoksydowej
w hemolimfie, natomiast obecna jest ona w réznych
tkankach owadzich jak jelito $srodkowe, ciato tlusz-
czowe czy ptytki imaginalne [26]. Aktywno$¢ enzymu
badano w rozwoju osobniczym kilku owadéw. Wydaje
sie, ze w poczatkowej fazie przemian role gtéwna
odgrywa hydroliza estru JH nastepnie za$ role te
przejmuje hydrolaza epoksydowa, preferujgca jako
substrat JH-kwas a nie JH [27]. Brak danych dotyczg-
cych oczyszczonego enzymu utrudnia ocene roli izna-
czenia hydrolazy epoksydowej w metabolizmie JH.

IV-2. Hydroliza estru

Hydroliza jest gtbwnym i najlepiej zbadanym szla-
kiem degradacji JH [28, 29]. Esterazy degradujgce JH
lubjego analogi wystepujg gtéwnie w hemolimfie iciele
ttuszczowym [30], cho¢ scharakteryzowano réwniez
esterazy tkankowe metabolizujgce JH [31]. Cechg
charakterystyczng esteraz JH jest specyficzno$¢ sub-
stratowa, ktéra zmienia powinowactwo enzymu w za-
leznosci od charakteru grupy estrowej oraz diugosci
tancucha weglowego substratu [31],

Esterazy JH okres$lono jako ,specyficzne”, tj. hydro-
lizujace zar6wno wolny JH jak izwigzany z biatkiem
przeno$nikowym, oraz ,niespecyficzne” — aktywne
jedynie wobec hormonu wolnego. Poniewaz stezenie
biatek transportujgcych przewyzsza w hemolimfie
o dwa rzedy wielkosci stezenie hormonu, wystepuje on
praktycznie w formie zwigzanej z biatkiem ico za tym
idzie moze by¢ rozktadany wylgcznie przez esterazy
specyficzne.

IV-3. Utlenianie

Uwaza sie, ze utlenianie JH jest malto istotnym
szlakiem katabolicznym [31]. Tym niemniej wielofun-
kcyjna oksydaza moze odgrywac¢ pewng role w meta-
bolizmie JH, wptywajac na regulacje poziomu hor-
monu.

V. Rola JH w regulacji funkcji komdrkowych

U owadow transport hormon6w z miejsca syntezy
do tkanek docelowych zachodzi w hemolimfie przy
udziale biatek wigzacych, ktére utrzymujg rowniez
okreslone miano hormonoéw w réznych stanach fizjo-
logicznych. Funkcje biatek wigzgcych okreslic mozna
nastepujgco:

— ochrona hormondéw przed enzymatyczng degra-

dacja,
— ograniczenie niespecyficznych
i niespecyficznego wigzania,

— utrzymywanie okre$lonej zawarto$ci hormonu,
ktory moze by¢ pobierany przez tkanki docelo-
we.

oddziatywan
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Biatka wigzace hormon zwysokim powinowactwem
(o Mrokoto 30000) wystepujag w hemolimfie owaddw
wielu gatunkoéw [32, 33]. Druga grupe stanowia
lipoproteiny (dominujaca klasa biatek hemolimfy)
0 Mr powyzej 100000 [34]. Wykazano, ze kompleks
hormon-lipoproteina jest zasadniczg formg przenosze-
nia JH [35],

V-I. Tkanki w rozwoju osobniczym

Hormon juwenilny reguluje wiele ztozonych zjawisk
fizjologicznych, takich jak rozwoéj, rozmnazanie czy
zachowanie. JH wptywa hamujaco na rozwéj, utrzy-
mujac S$cisSle okreslong diugosé trwania kolejnych
stadiow rozwojowych oraz diapauzy. Obok dziatania
hamujacego, JH stymuluje rowniez rozwdéj jajnikéw
1synteze w ciele ttuszczowym witellogenin [36] iregu-
luje ich wchianianie przez oocyty. JH wpiywa réwniez
na wytwarzanie feromonow [37] isynteze barwnikow.

Najlepiej poznanym i opisanym zjawiskiem regulo-
wanym przez JH jest rozw6j i r6znicowanie komadrek
epidermy [38]. Efekt dziatania hormonu widoczny jest
krétko przed linka, kiedy to komorki epidermy tworzg
nowg warstwe kutikuli. U wiekszo$ci owadéw holome-
tabolicznych, ktore charakteryzuje cykl rozwojowy
z przeobrazeniem zupeinym, obecno$¢ JH w czasie
trwania stadium larwalnego powoduje tworzenie kuti-
kuli larwalnej, podczas gdy nieobecno$¢ hormonu
prowadzi do wytworzenia kutikuli poczwarkowej.

Ptytki imaginalne — wpuklenia komoérek epidermy,
ktore stanowiag zaczatek kutikuli poczwarkowej oraz
dorostego owada, w stadium larwalnym nie ulegaja
réznicowaniu a jedynie podzialom komorkowym.
Przyjmuje sie, ze JH odpowiedzialny jest za brak
réoznicowania tej tkanki w okresie larwalnym [39].

U przedstawiciela Lepidoptera — B. mori w gruczole
przednym, ktéry jest zmodyfikowanym gruczotem
$liniankowym, snucie jedwabiu kontrolowane jest hor-
monalnie [40]. Podanie JH w poczatkowej fazie
ostatniego okresu larwalnego powoduje spowolnienie
procesOw replikacji, transkrypcji itranslacji w gruczole
przednym a w konsekwencji wydtuzenie stadium lar-
walnego i wzrost produkcji jedwabiu o okoto 30%.

V-2. Diapauza

JH odgrywa istotng role w regulacji diapauzy, czyli
okresowego przerwania rozwoju osobniczego owada.
Diapauza moze wystepowa¢ w kazdym ze stadidw
rozwojowych owadow.

U D. grandiosella w diapauzie larwalnej obserwowa-
no wysokie miano JH w hemolimfie i aktywnos$¢
gruczotéw syntetyzujacych ten hormon. JH moze
zapobhiega¢ diapauzie poczwarkowej, natomiast dia-
pauze imaginalng wywotaé mozna przez usuniecie CA,
syntetyzujacych JH u niediapauzujgcych form L. de-
cemlineata [41].
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V-3. Metabolity

JH wplywa na metabolizm oddechowy zwiekszajac
wielokrotnie zuzycie tlenu (tzw. hipermetabolizm).
Efekt ten moze mieé zwigzek ze zmianami w metaboliz-
mie lipidéw, szczeg6lnie ich syntezie.

Opisane funkcje JH omawiano w wielu pracach
przegladowych [42], jednak niewiele wiadomo o me-
chanizmie tych efektow, gtéwnie z powodu trudnosci
w interpretacji wynikow badan in vivo. Powszechnie
stosowany uktad modelowy polega na podaniu bada-
nemu owadowi egzogennego JH lub jego analogu.
Wiadomo jednak, ze tak podany JH wspéitdziataé
moze z innymi hormonami owadzimijak ekdyzon czy
neurohormony, moze by¢ raptownie metabolizowany,
a takze moze dziata¢ jako produkt hamujacy zwrotnie
w cyklu przemian endokrynalnych.

Efekt dziatania kazdego hormonu determinujg trzy
czynniki:

— stezenie krazacego w organizmie hormonu, tzn.
jego miano,

— oddziatywanie miedzy hormonem a receptorami
komoérkowymi,

— regulacja przez hormon lub kompleks hor-
mon-receptor podstawowych proceséw takich jak
transkrypcja, translacja lub inne w komdrkach docelo-
wych.

Niewiele jak narazie wiadomo jest na temat od-
dziatywan wymienionych w pp. 2 i 3, natomiast
ostatnie dziesieciolecie przyniosto wiele informacji
dotyczacych syntezy i uwalniania JH przez corpora
allata aktywnosci esteraz, degradujagcych JH w hemo-
limfie, dostepnosci biatek przenosnikowych, pobiera-
nia hormonu przez tkanki, katabolizmu i wydzielania.

V-4. Mechanizm dziatania na poziomie komor-
kowym

Regulacja przez hormon Ilub kompleks hor-
mon-receptor podstawowych procesow w komoérkach
docelowych na poziomie transkrypcji czy translacji nie
jest jasna. W przeciwienstwie do biatek wigzgcych
z hemolimfy, komorkowe receptory JH nie zostaty
dostatecznie scharakteryzowane, a ich rola, lokaliza-
cja, podobnie jak mechanizm dziatania samego JH
pozostajg ciagle w sferze hipotez.

Opisano biatka o cechach receptora hormonu w ko-
maérkach embrionalnych Drosophila [43], w komdr-
kach epidermy D. hydei [44], w ciele tluszczowym
[45-47] L. migratoria. Charakteryzujg sie one niska
statgdysocjacji (10~7—10_9M) ipreferencja oddziaty-
waniaz homologami JH, charakterystycznymi dla fazy
rozwoju i tkanek owadow, u ktérych wystepuja.
Powyzsze informacje dotyczg wytgcznie biatek cyto-
solowych. Postulowane miejsca wigzania JH na terenie
jadra nie zostaty udowodnione. Z prac W ya 11 a [48]
wynika, ze stymulacja ciata tfuszczowego metoprenem,
aktywnym analogiem JH nie ulegajgcym degradaciji
powoduje synteze de novo oraz nagromadzanie witel-
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logeninowego mRNA. Takze Riddiford [49] opi-
sata efekt JH w komdrkach epidermy sugerujacy
regulacje transkrypcji specyficznych genéw. Scharak-
teryzowano réwniez kinetyke wigzania JH w jadrach
komérek epidermy [50] oraz biatkajadrowe o charak-
terze receptora JH z tej samej tkanki [51].

Wysunieto hipoteze, ze mechanizm dziatania JH

moze by¢ podobny do oddziatywania hormondéw
sterydowych, ktére w kompleksie hormon-receptor
taczg sie ze specyficzng sekwencja DNA obszaru
regulatorowego, powyzej genu odpowiadajgcego na
bodziec hormonalny [52]. W jadrach komorkowych

ciata tluszczowego M.

bivittatus [53] stwierdzono

wigzanie znakowanego JH Il we frakcji biatek, eks-
trahujacych sie 0,3 M KC1. Pozostate 75% znakowa-

nego JH

Il pozostawato w osadzie jader z pewng

iloscig hormonu zaadsorbowanego na btonie jadrowej
lub w materiale mikrosomalnym. Nadal jednak brak
jest przekonujacych dowoddw na oddziatywanie hipo-
tetycznego receptora JH z chromatyng lub konkret-
nym genem.

Artykut otrzymano 15 lutego 1991 r.
Zaakceptowano do druku 21 maja 1991 r.
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Polskie  Towarzystwo

Biochemiczne
ogtasza konkurs
na najlepszy
wyktad akademicki

Regulamin nagrody

W 1992 roku sesja odbedzie sie na
poczatku czerwca. Nagroda Giowna
i wyrdznienia zostang przyznane
w dniu Konkursu.

. Cztonkowie Zarzadu Gtébwnego two-

rzg Komisje Konkursowg. Ocenig oni
prezentacje, wartos¢ merytoryczng
i dydaktyczng wyktadow przyznajac
od 0 do 10 punktéw. Komisja ob-
raduje niejawnie, a protoko6t z obrad
i inne materialy pozostajg w doku-
mentacji Towarzystwa. Nagrode uzy-
ska osoba, ktéra otrzyma najwiekszg

1. Intencja Nagrody jest popularyzacja liczbe punktéw. Nazwisko zwyciezcy
biochemii i biologii molekularnej oraz Konkursu zostanie podane do wiado-
pozyskanie materiatbw dydaktycz- mosci Cztonkow Polskiego Towarzy-
nych. stwa Biochemicznego w ,Postepach

Biochemii" oraz w ,Listach".

2. Warunkiem wziecia udzialu w Kon-

kursie jest przygotowanie wyktadu na
wybrany temat uwzgledniajgcy naj-
nowsze osiagniecia w tej dziedzinie
oraz ilustrujgcych go materiatéw
w postaci maszynopisu, rysunkow
i kompletu przezroczy. Termin nad-
sytania materiatéw mija 30.04.1992 r.

Materiaty konkursowe: maszynopis
wyktadu, rysunki, przezrocza i progra-
my komputerowe staja sie wiasnosciag
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego i bedg rozpowszechniane w pla-
cowkach naukowych i dydaktycz-
nych jako wyktady autorskie nagro-
dzonych oséb, rekomendowane przez

3. Przewidziana jest Nagroda Giéwna Oddziaty Polskiego Towarzystwa Bio-
w wysokosci 3 milionéw ztotych chemicznego. Wymagana jest pisem-
(w 1992 r.) oraz dwa wyrdznienia. na zgoda na przekazanie materiatow
Srcdki finansowe na Nagrode zapew- na wtasnos¢ Towarzystwa. Towarzys-
nia Zarzad Gtowny Polskiego Towa- two zastrzega sobie prawo do zakupu
rzystwa Biochemicznego. materiatbw nienagrodzonych.

4. Zarzad Gléwny Polskiego Towarzy- Niniejsza wersja regulaminu zostata

stwa Biochemicznego zorganizuje se-
sje, na ktérej zostang wygtoszone
konkursowe wyktady. Maksymalny
czas wystgpienia 2x45 minut.

uchwalona przez Zarzad Gtéwny Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
w dniu 5 listopada 1990 roku iwcho-
dzi w zycie z dniem uchwalenia.

/ okazji Nowego Roku

naszym czytelnikom ,autorom i sympatykom
zyczymy sukcesow zawodowych,
naukowych i osobistych.

Redaktor naczelny Zofia Zielinska
Prezes P. T. Bioch. Zofia Porembska
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SPRAWOZDANIE

z Miedzynarodowej Zimowej Szkoty FEBS/EMBO na temat:
»otrukturalne i Motoryczne Biatka Jadra i Cytoplazmy”
(“Structural and Motile Proteins of the Nucleus and Cytoplasm”,
(Schladming, Austria, 18-22 marca, 1991 r.)

Szkota zorganizowana zostata przez
DrJ. V. Smallaz Instytutu Biologii Molekularnej
Austriackiej Akademii Nauk w Salzburgu izgromadzi-
ta 120 naukowcow z krajow europejskich i USA. Sesje
poranne i wieczorne poswiecone byty wyktadom, nato-
miast srodek dnia sesjom plakatowym oraz rekreacji.

Problematyka zjazdu obejmowata zagadnienia do-
tyczace struktury biatek cykoszkieletowych i biatek
odpowiedzialnych za rézne aspekty ruchliwosci ko-
morkowej, a takze budowy cytoszkieletu, jego re-
organizacji i mechanizméw regulacji tego procesu
podczas lokomocji komdrek, kariokinezy, cytokinezy,
transportu organelli, adhezji, funkcjonalnej polaryza-
cji komorek.

Szczegllnie duzo uwagi poswiecono tzw. bhiatkom
motorycznym, odpowiedzialnym za wystepowanie zja-
wisk ruchliwos$ci komdrkowej zachodzacych kosztem
energii wigzan fosfodiestrowych ATP.

Dotychczas scharakteryzowano trzy cytoplazmaty-
czne biatka motoryczne: miozyne, dyneine oraz kinezy-
ne. Miozyna aktywowana jest przez mikrofilamenty
(filamenty aktynowe), a dyneina i kinezyna przez
mikrotubule. Oddziatywanie tych filamentowych stru-
ktur z biatkami motorycznymi, sprzezone z hydrolizg
ATP, prowadzi do zmiany energii chemicznej zmaga-
zynowanej w biatku motorycznym o zmienionej kon-
formacji w energie mechaniczng. llustracjg tego proce-
su in vitrojest przesuwanie filamentow aktynowych lub
mikrotubul po powierzchni szklanej, na ktdérej zaad-
sorbowano odpowiednie biatko motoryczne. Ostatnio
podkresla sie réwniez aktywna role samych mikro-
filamentow imikrotubul w generacji ruchu ich dynami-
czne wiasciwosci zmieniajg sie w wyniku hydrolizy
zwigzanych z nimi nukleotydéw (ATP i GTP).

Uktad aktynowo-miozynowy wydaje sie odpowia-
da¢ za lokomocje komdrek, tworzenie pierScienia
podziatowego podczas cytokinezy, utrzymywania na-
piecia w tzw. widknach naprezeniowych i mikroko-
smkach jelitowych, podczas gdy ukitady dyneino-
wo-tubulinowy i kinezynowo-tubulinowy odgrywajg
gtowng role w transporcie organelli, a takze w seg-
regacji chromosomow podczas mitozy. Podobnie jak
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w przypadku miozyny, tylko globularna cze$¢ czaste-
czki dyneiny i kinezyny (tzw. gtéwki) wystarcza do
generacji ruchu. W domenie motorycznej dyneiny
znajduje sie tez prawdopodobnie o$rodek dyspozycyj-
ny okres$lajacy kierunek ruchu organelli wzdtuz mikro-
tubul. Wiadomo np., zedyneina bierze udziat w wstecz-
nym transporcie pecherzyk6w z synapsy do centrum
aksonu nerwowego, podczas gdy kinezyna transpor-
tuje je w kierunku odwrotnym. Ostatnio wykryto catg
rodzine motorycznych biatek homologicznych z kine-
zyna, a takze nowe biatko motoryczne specyficzne dla
tkanki nerwowej, nazwane dynaming, ktére réwniez
wspoétdziata z mikrotubulami. Mikrofilamenty i mik-
rotubule, wraz z filamentami posrednimi, spetniaja
ponadto statyczng, szkieletowg funkcje w utrzymaniu
ksztattu i asymetrii komoérki. Do wypetniania tej roli
przyczyniajg sie liczne biatka wigzace mikrofilamenty
imikrotubule modulujgce stan ich organizacji, a takze
taczace ze sobg wszystkie wymienione rodzaje struktur
filametowych.

Badania cytoszkieletu, podobnie jak badania w wie-
lu innych dziedzinach biologii, mozliwe sg tylko przy
uzyciu réznych technik. Szkota byta doskonatg okazjag
spotkania sie wszystkich zainteresowanych roznymi
zjawiskami ruchliwosci komdérkowej, gtownie bioche-
mikéw oraz biologdw komdrki pracujagcych technika-
mi mikroskopowymi. Autorzy niniejszego sprawozda-
nia, zajmujacy sie gtdwnie zaleznoscig funkcji od
struktury biatek, odnotowali coraz powszechniejsze
zastepowanie wielu tradycyjnych technik biochemicz-
nych — takich jak np. ograniczona proteoliza i izo-
lowanie poszczeg6lnych fragmentow biatkowych, czy
identyfikacja regionéw odpowiedzialnych za aktyw-
no$¢ biatka poprzez modyfikowanie poszczeg6lnych
reszt aminokwasowych — technikami biologii mole-
kularnej iinzynierii genetycznej, czyli konstruowaniem
mutantow delecyjnych i ukierunkowang mutageneza,
a nastepnie ekspresjg produktéw zmodyfikowanych
gendw w organizmach prokariotycznych.

Robert Makuch,
Renata Dagbrowska
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Dziatalnosc
Polskiego
Towarzystwa
Biochemicznego
w roku 1991

Wiadze Towarzystwa

1. Zarzad Gioéwny

Prezydium:

prezes — prof. Zofia Porembska

wiceprezes — prof. Tadeusz Wilkusz

sekretarz — prof. Kazimierz Zakrzewski

cztonkowie Z. Gt.: doc. Andrzej Guranowski
prof. Maria Guminska
doc. Jacek Kuznicki
dr Michat Komoszynski
doc. Henryk Kostyra
prof. Wiestaw Makarewicz
doc. Roman Tarnawski
doc. Maria Wojtas-Wasilewska
dr Teresa Wesotowska
prof. Zofia Walter
prof. Marian Wolny
prof. Krzysztof Zwierz
prof. Mariusz Zydowo

skarbnik — dr Ewa Wieniawska-Szewczyk

2. Komisja Rewizyjna:

przewodniczgcy — doc. Bogdan Sieliwanowicz
cztonkowie — doc. Wirginia Janiszowska
dr Lidia Pas-Dziegielewska

3. Przewodniczacy oddziatéw terenowych:

Bialystok — prof. Krzysztof Zwierz

Gdansk — prof. Wiestaw Makarewicz

Katowice — doc. Roman Tarnawski

Krakéw — prof. Zdzistaw Zak

Lublin — doc. Marta Stryjecka-Zimmer

£6dz — dr hab. Stanistaw Bielecki

Olsztyn — prof. Wtadystaw Damicz

Poznan — prof. Witold Walerych

Szczecin — dr Teresa Wesotowska

Toruh — dr Antoni LeZnicki

Warszawa — prof. Magdalena Fikus

Wroctaw — doc. Maria Malicka-Btaszkiewicz

Zarzad Giléwny przy wspoipracy z Zarzadami
Oddziatéw prowadzit dziatalno$¢ statutowa poprzez
Komisje i Zespoly powotane do zadan szczegdto-
wych. Jak co roku, w 1991 odbyly sie cztery
plenarne posiedzenia Zarzagdu Gtéwnego z udziatem
przedstawicieli Oddziatow. Dyzury cztonkéw Prezy-
dium odbywaly sie we wtorki w biurze Zarzadu
Gilownego, w budynku Polskiego Towarzystwa
Chemicznego, przy ulicy Freta 16 w Warszawie.
Kierownikiem biura Zarzadu Gléwnego jest
mgr Irena Kaminska.
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Wazniejsze Uchwaly organéw Statutowych
Towarzystwa

1. Regulamin przyjmowania studentéw w poczet
cztonkéw Towarzystwa.
2. Podwyzszenie rocznej skiadki cztonkowskiej
z 30000 do 40 000 2zt
Dziatalnos¢ organizacyjno-naukowa Towa-
rzystwa
1. Doroczny Zjazd, sesje i konferencje:
— XXVII  Zjazd Towarzystwa odbyt sie
w dniach 18-20 wrzesnia br. w Lublinie,
z udziatem okoto 300 uczestnikéw z kraju
i 10 zaproszonych gosci z zagranicy. Ob-
rady odbyty sie w ramach 6 sympozjéw pt.

Molekularna regulacja proceséw wzrostu
i réznicowania komérek somatycznych,

Procesy biotechnologiczne w produkcji zy-
wnoséci i ochrony Srodowiska,

Toksyczne oddziatywanie czynnikéw $ro-
dowiska na organizmy zywe,

t-RNA i syntetazy aminoacylo-tRNA,
Patobiochemia tkanki tacznej,
Metabolizm wapnia.

Przedstawiono 25 referatow sympozjalnych i 374
doniesienia. W zorganizowanej po raz pierwszy sesji
polsko-francuskiej, poswieconej metabolizmowi
wapnia wzieto udziat 7 gosci z Francji i 1 z Holandii.
Spotkanie i dyskusje naukowe zaowocowaly na-
wigzaniem wspoéipracy pomiedzy placéwkami pol-
skimi a francuskimi i holenderskimi. Postanowiono
takze organizowac corocznie podobne konferencje.
Najblizsze, poswiecone ,,Regulacji transportu jo -
néw w tkankach roslin i zwierzat" zamierzamy
zorganizowa¢ w maju 1992 roku.

— Dwudniowa konferencja pt. Clinical Biochemis-
try in Rena! Diseases zostala zorganizowana
w dniach 5-6 wrzes$nia, w Gdansku, z udzialem
zagranicznych gos$ci przez sekcje Biochemii Kli-
nicznej Towarzystwa. Przedmiotem doniesien
i dyskusji byla patologia i biochemia filtracji
ktiebkowej, patochemia cewek i metody diag-
nozowania.

— Uroczyste posiedzenie poswiecone pamieci pro-
fesora Wtodzimierza Mozotowskiego zostato zo-
rganizowane 23 maja 1991 r. w Gdansku przez
Katedre Biochemii Akademii Medycznej i miejs-
cowy Oddzial Towarzystwa.

— Prace nad zorganizowaniem XXVIII Zjazdu To-
warzystwa w todzi w 1992 roku zostaly rozpo-
czete. Przewidywany termin Zjazdu: 16-18
wrzesnia.

— Konferencja pt.. Immunologiczne wiasciwosci
glikoprotein przewidziana jest we Wroctawiu we
wrzesniu 1992 r.

Konkursy i nagrody Towarzystwa

1. Przeprowadzono konkurs na najlepiej przygo

towany i wygtoszony wyklad akademicki

z dziedziny biochemii i biologii molekularnej.

Jury, sktadajace sie ze specjalistow z dziedziny

nauk biologicznych i medycznych, nagrodzito

wyktad nt: ,,Synteza, sekrecja i mechanizm
dziatania insuliny".

2. Przyznano nagrody imienia profesora Jakuba

Karola Parnasa za najlepsza prace doswiad-
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czalng wykonang w kraju i ogtoszong w 1990
roku, nagrode imienia profesora Bolestawa
Skarzynskiego za najlepszy artykut opubliko-
wany w ,Postepach Biochemii" w 1990 roku,
oraz nagrode imienia profesora Wtodzimierza
Mozotowskiego, za najlepsze i dobrze przed-
stawione doniesienie podczas XXVII Zjazdu
Towarzystwa w Lublinie.

Dziatalnos¢ wydawnicza

1. ,Postepy Biochemii" — kontynuowano
w ubiegtym roku polityke wydawniczg. Opub-
likowano czekajgce na publikacje artykuty
w tomie 36 i pierwszych dwoch zeszytach
tomu 37 ,Postep6w Biochemii", zeszyt po-
dwojny 3-4 37 przynosi juz na og6t prace
nadestane w biezagcym roku. Opublikowano
takze w jezyku angielskim dwa mini-reviews,
przedstawiajgce interesujgce badania wyko-
nane w kraju przy wspoéipracy z placowkami
zagranicznymi; wydrukowano doraznie opra-
cowane materialy pt. ,Leksykon terminow
biochemicznych", przewidujac nowe propo-
zycje i uwagi czytelnikow, ktére pozwolg na
uzupetnienie haset i ewentualng weryfikacje
definicji.

2. ,Listy do Cztonkéw" — wychodzace systema-
tycznie, informujg cztonkéw Towarzystwa
o wydarzeniach naukowych w $rodowisku
biochemicznym.

3. Jako pomoce naukowe do wyktadéw z bio-
chemii przygotowano dwa tematy:
— maszynopisy i rysunki do przezroczy:
— ,Budowa ifunkcje bton biologicznych"
— ,ATPazy — budowa i funkcje"
Przewidujemy wydawanie kolejnych skryptéw
przydatnych do wyktadow.

4. Przygotowano materialy pt.: ,Pytania testowe
z biochemii dla studentow medycyny". Prze-
widuje sie ukazanie ich drukiem w roku przy-
sztym.

Dziatania w zakresie upowszechniania nauki

1. Sesja poswiecona popularyzacji biologii mole-
kularnej pt. ,Co nowego w biochemii komérki”,
organizowana przez Warszawski Oddziat P. T.
Bioch., Wydziat Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego, Instytut Biochemii i Biofizyki i In-
stytut Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego,
odbedzie sie 27 listopada w Warszawie.

2. Zorganizowano w Warszawie kurs w zakresie
fizyki, chemii i biologii dla kandydatéw zamie-
rzajacych ubiegac sie o indeks w roku 1992 na
wydzialy o profilu biologicznym. Poczatek za-
je¢ 12 pazdziernika 1991 r.

3. Przygotowano sesje pt. ,Organizacja geno-
mu" dla nauczycieli szkét srednich wojewédz-
twa warszawskiego — odbedzie sie ona w li-
stopadzie br.

Zofia Porembska

Nagrody
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
przyznane w 1991 roku

1. Nagroda za najlepszy wyktad akademicki
z biochemii pt.
» Synteza, sekrecja
i mechanizm dziatania insuliny"”
JERZY ROGULSKI,
profesor w Akademii Medycznej w Gdansku

2. Nagroda imienia Jakuba Karola Parnasa
za opublikowana w ,Biochimica et Biophysica
Acta" 1048, 93-99, 1990 r.
najlepszg prace doswiadczalng wykonang
w kraju pt.
» Isolation and nucleotide sequence analysis
of the rat testis specific major
heat-shock protein (HSP70) — related gene"
JAN WISNIEWSKI,
TOMASZ KORDULA,
ZDZISEAW KRAWCZYK,
adiunkci w Centrum Onkologii w Gliwicach

3. Nagroda imienia Bolestawa Skarzynskiego
za opublikowany w
w 1990 roku najlepszy artykut pt.
» Rota biatek szoku termicznego”
BARBARA LIPINSKA,
adiunkt w Uniwersytecie Gdanskim
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4. Nagroda imienia Wtodzimierza Mozotowskiego
za przedstawione podczas
XXVII Zjazdu Towarzystwa
w konkursie mitodych biochemikéw najlepsze
doniesienie pt.
» Struktura U5 snRNA z tubinu biatego"
JACEK KRAJEWSKI,
asystent w Instytucie Chemii
PAN w Poznaniu

Bioorganicznej

Profesor Jerzy Roguiski otrzymuje nagrode
z rgk Prezesa Towarzystwa
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Komunik

Uprzejmie komunikujemy,

ze od stycznia 1992 roku

Acta Alimentaria Polonica
beda wydawane i kolportowane
przez Centrum Agrotechnologii
i Weterynarii PAN w Olsztynie

at

pod zmienionym tytutem jako:
Polish Journal of Food
and Nutrition Sciences.

Korespondencje i zapytania

prosimy kierowa¢ pod adresem:
Zaktad Nauki o ZywnoS$ci,
Centrum Agrotechnologii

Weterynarii PAN,

ul. Heweliusza 8,

10-718 Olsztyn-Kortowo,
skr. pocz. 55; tel. 278-922, 278-577;
1ix 522-621; fax (89) 278-992.

Wyrazamy nadzieje,

ze zmiana tytutu wzbudzi
zainteresowanie Panstwa i bedzie
przyjeta zyczliwie.

Redakcja

Stacja Naukowa PAN
w centrum Wiednia
ma 1 i 2-osobowe pokoje
z kuchnig i tazienka.
Tanio, wygodnie i przyjemnie!

1030 Wien Boerhaavega

sse 25

Tel. 713 59 29 [ub 713 03 831

Fax 713 03 838

Pokwitowanie dla wptacajgcego

,\Hownie .......................................... .

WPHACAJACY v

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
00-227 Warszawa, ul. Freta 16

P.B.K. XI1I1I/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel

podpis przyjmujacego

Pobrano oplatg

2Zh vssvnannennas

Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

[]
[]

Please enter my subscription for 1992 at:
institutional rate US S 60 or personal rate
US S 30 (including postage and handing)

I enclose my cheque (bank draft)
for US S

I am interested in receiving further information
(a free sample) copy of ,Post¢cpy Biochemii”

NAME:

Address:

Cheques should be made payable or remittance

na racbune*

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
00-227 Warszawa, ul. Freta 16
P.B.K. XII1/0 W-wa, Al. Jerozolimskie

370044-1225-139-11

stempel

podpis przyjmujacego

transferred to:

Polish Biochemical Society

16 Freta Street, 00-227 Warszawa
Bank Handlowy, PBK XIIl 0 Warszawa

37 00 44 — 1225 — 139 — 11

Send orders to:
Polish Biochemical Society
16 Freta Street
00-227 Warszawa
Poland

na rachunek

3~ -

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

00-227 Warszawa, ul. Freta 16

370044-1225-139-11

Pobrano oplatg

P.B.K. XI111/0 W-wa, Al. Jerozolimskie

stempel

podpis przyjmujacego

Pobrano oplatg




<X praca - employment

Dr Brett Hambly z Uniwersytetu w Sydney,

w Zakladzie Anatomii,

poszukuje wspoétpracownika ze stopniem doktora.
Wymagana jest znajomos¢

biochemii hodowli bakterii

i biologii molekularnej.

Tematyka:

Ekspresja genéw biatek miesniowych w bakteriach.
Kontakt dr K Turlejski,

Dept, of Anatomy, University of Sydney,

N. S.W. 2006, Australia,

fax. 61 255 22 026.

Okulary ochronne
firmy PEROCCHI oG 39

maksymalna ochrona oczu przed
szkodliwym dziataniem monitora
komputerowego itelewizyjnego
wtoskie wzornictwo i styl

W okularach i nasadkach na okulary optyczne COMPU
SCREEN zastosowano specjalny typ filtrow powstrzymu-
jacych przenikanie promieni ultrafioletowych w szerokim
pasmie 280— 380 nm. Dzigki temu intensywna i dtugo-
trwata praca przy komputerze NIE POWODUJE: zmecze-
nia wzroku, utraty ostroéci widzenia, zaczerwienienia
iopuchlizny oczu.

Zamoéwienia przyjmuje firma PEROCCHI
04-141 Warszawa, skr. poczt. 5

Informacja handlowa:

Warszawa, ul. Francuska 16Atel. 17-98-05

Eighth

International
Symposium on
Calcium-Binding
Proteins in Health
and Disease

23-27 August 1992
Davos-

Switzerland

Institute of Biochemistry
Swiss Federal Institute
of Technology (ETH)
8092 Zurich, Switzerland
Tel. 01 -256 30 12

Fax. 01 -252 63 23

Wydawca prosi o kontakt tych, ktérzy
chcieliby wykorzysta¢ tamy ,Poste-
pow Biochemii" do reklamowania
swych produktéw i ustug zwigzanych
z biochemia, biologia molekularng
i biologia komoérki.

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii" w 1992 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nia kwote na konto banko-
we wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Naukowego)
Za pomocg przekazu zamie-
szczonego na odwrocie.
Zamowione egzemplarze
bedziemy wysytaé pocztg
na adres podany nam na
przekazie. Poniewaz odci-
nek przekazu docierajacy
do nasjest jednoczesnie za-
mowieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie

imienia, nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-

stkich  trzech  odcinkach
przekazu.
Prenumerata krajowa Prenumerujgc
dla instytucji: Post
270 000 zh. 7 pr__”

. Biochemii
Prenumerata krajowa ]
indywidualna: wsplerasz
120 000 zt, (50% znizki dla SWOje

cztonkow Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

czasopismo!



Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajace biezgce osiagniecia, koncepcje
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady
polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje nade-
stanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferen-
cji iszkdt, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii” mogg mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krétkich not o najnowszych
osiggnieciach i poglagdach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ i scistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowania pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przed-
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocg tabel,
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorow i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdw monograficznych na
rozdzialy i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuly tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjetg konwencja rozdzialy nosza
cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnos¢. Autorzy
przeto winni unikac¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrotow, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ skrocenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wplywajgcych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznacznie
zosSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
tor(zy) zamierza(jg) wtaczy¢é do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autorow prac cytowanych,
nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autor6w o przestrzeganie nastepujgcych
wskazowek szczegobtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-

nie czcionka wielkosci standartowej, z podwojna inter-
linia, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwna¢ do prawego
marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowac zadnych podkres$len, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim

i angielskim), w ktérych pracuja autorzy, adres do kore-
spondenciji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autoréw, tytut artykutu wjezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrét tytutu pracy (do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autorow,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis
tresci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z auto-
row iich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz
stosowanych skrétow.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzo-
row i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teksScie, zaznacza sie je
liczbami porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26]. Odnosniki bibliograficzne winny mie¢
nowg uproszczong forme. Sposob cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z toméw serii opracowanej przez tych
samych redaktorow (4), rozdziatow z toméw serii opraco-
wanych przez réznych redaktorow (5) wskazujg ponizej
podane przyktady:
1 Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostale ryciny nalezy
wykonaé tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byty dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce
do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢ nie mniejsza niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opiséw stow-
nych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykres6w winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy wigczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otébwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw
graficznych mozna umies$ci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzgdza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréw
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go-
ra-dot” (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), witas-
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, nalezy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa



BIO-TELEFONY

(dzwonigc do firmy nie zapomnij pochwali¢ sie, ze
numer telefonu znalaztes w ,Postepach Biochemii”)

AMICON | BIBBY STERILIN — POLTRADE
LIMITED jest wytgcznym dystrybutorem
na Polske, Warszawa, tel. (022) 23-58-52,
fax. (022) 23-53-06

BAKER — t6dz, tel. 81-31-40, fax. 81-52-83
BIO — RAD — Wieden tel. (222) 82-89-010,
fax. (222) 82-85-629, Warszawa

tel. (022) 23-58-52, fax. (022) 23-53-06

CALBIOCHEM (pharm Supply AG) — odczyn-
niki chemiczne, reagenty biochemiczne i
iImmunologiczne. Warszawa tel./fax. 642-87-77

CHEMINST — przedstawiciel APPLIED
BIOSYSTEMS SORVALL, GILSON, HAMILTON
I in.. Warszawa tel. 13-92-19, Wieden

tel. 43-59-080, 43-45-000, fax. 43-44-83-26

GIBCO-BRL — Life Technologies,
Warszawa tel. 25-34-56

HAND-PROD — dystrybutor odczynnikow
chemicznych firm: BOEHRINGER MANNHEIM,
RIEDEL-de HAEN, Warszawa tel./fax. 37-42-35

PEROCCHI — okulary ochronne.
Warszawa tel: 17-98-05

RIVER — biuro handlu zagranicznego,
Krakow tel. (12) 33-66-76, fax. (12) 33-66-76

SIGMA chem. comp., USA, E Merck, Niemcy
— wyspecjalizowany importer odczynnikow
~LAurum”, Warszawa tel. 35-20-55
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